
RESISTENCIAA ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

EN EnterobacteriaceaeY Pseudomonasaeruginosa.

JesúsMartínezBeltrán

TesisDoctoral

Departamentode Microbiología

Facultadde Farmacia

UniversidadComplutensede Madrid

1992



Hospkal General “Gregorio Marañón

dude
Ma

Comunidadde

Madrid
C on Sej e ri a
de Salud

El Dr. Ii. Emilio Bauza Santiago, Profesor—Jefe del Servicio

de Microbiología Clínica y de la Unidad de Enfermedades Infecciosas

del Hospital General “Gregorio Marañón” y Profesor Asociado de

Microbiología de la Universidad Complutense de Madrid.

CERTIFICA:

Que el trabajo titulado “Resistencia a antibióticos Beta

lactámicos en Enterobacteriaceae y Pseudomonas aeruginosa” realizado

por D. Jesús Martínez Beltrán, Licenciado en Farmacia por la

Universidad Complutense, se ha llevado a cabo bajo mí dirección y

reune las condiciones exigibles para ser presentado como tesis para

aspirar a la obtención del título de Doctor en Farmacia.

Para que conste y surta los electos oportunos, firmo el

presente certificado.

Prof. Emilio Bauza Santiago

Madrid 28 de Septiembre de 1992.

Doctor Esquerdo. 46
28007 Madrid



A la menzoria inolvidable de mi padre, y a mi madre.

Al recuerdo entrañable de Manuel Moreno López.



AGRADECIMIENTOS

Al finalizar la Tesis Doctoral, y al cumplirse veinte años de

ejercicio profesional de la Microbiología Clínica, me gustaría

expresar mi profunda gratitud, no s6lo a quienes han hecho po-

sible este trabajo, sino también a quienes han contribuido a mi

formaci6n en todas sus facetas,

Gratitud a mi familia. A la familia excepcional en la que tuve

la inmensa fortuna de nacer y de vivir: mis padres, mis herma-

nos y su gente. A la familia que con suerte, y tal vez con algo

de acierto por mi parte, hemos formado Cristina, David y Cris-

tina, Siempre sentí su apoyo, siempre estuvieron “al quite”.

Gratitud, y emocionado recuerdo, a mis profesores de Ciencias

Naturales, D. Antonio G6mez Chico; de Biología, D~ Amparo Gaya

Nuño; y de Microbiología, D. Lorenzo Vilas L¿5pez. Con su ameni-

dad y conocimientos me interesaron en las Ciencias de la Vida.

Gratitud, al Servicio de Microbiología de la Clínica Puerta de

Hierro. Su creador, el Dr. Manuel Moreno L5pez, hombre bueno y

verdadero pionero de la Microbiología Clínica de nuestro país;

su actual responsable, el Dr. Diego Dámaso, me iniciaron en el

“mundo de los antibii5ticos”.

Gratitud y afecto, al Dr. Fernando Baquero, Jefe del Servicio

de Microbiología de nuestro Hospital Ram~n y Cajal. Me brind8

la oportunidad de formar parte de su Servicio y ha contribuido

decisivamente en mi formaci6n, aunque a veces de manera por mi

inexcrutable. Su inteligente y futurista enfoque de la relaci6n

microorganismos—antibi’5ticos está plasmada en el argumento cen-

tral de este trabajo.

Gratitud y afecto, a quienes han hecho posible esa modesta rea-

lidad del Laboratorio de Antibi6ticos de nuestro Servicio. A la

Dr~ Elena Loza por su permanente disposici6n, cariño y ayuda;

al Dr. Rafael Cant6n que ha contribuido con enorme generosidad

a la realizaci6n de este trabajo; al Dr. Luis de Rafael; a Fe-

lisa Almaraz, Francisco Soriano y Montserrat Gallego, cuya con-

tribuci6n ha ido mucho más lejos del mero trabajo t&nico. A

todos los residentes y “adeptos” a nuestro laboratorio. Tratan-

do de enseñarles algo, aprendí mucho.



Gratitud a todos los excelentes médicos de la Unidad de Enfer-

medades Infecciosas del Hospital Rani~n y Cajal, de la que siem-

pre me sentí un integrante más. Los Drs. Luis Buzt5n, Antonio

Guerrero, Marta Rodriguez Creixems, Fernando Martínez—Luengas,

José Sanz Hospital, José Romero, Francisco Parras, Santiago Mo-

reno, apreciaron siempre mi trabajo y me hicieron patente su

amistad.

Gratitud al Dr. Antone Medeiros, del t4iriam Hospital, Brown U—

niversity (Rl>. A su entusiasmo y posibilismo debo mi predilec-

ci6n por el “mundo de las betalactamasas”. La generosidad de la

familia Medeiros hizo gratísima mi estancia en EE.UU.

Mi gratitud a los Drs. José Subir&5n, Angeles Torrellas y José

Luis de la Vega, y a la corporaci
5n SE Pharmaceuticals de Espa-

na. Su estrecha y desinteresa colaboraci6n ha hecho posible es-

te y otros muchos trabajos. También he de agradecer la magnífi-

ca colaboracion de los Drs. José Luis Carrasco y Rosario L~pez

en las tareas estadísticas, en las que mi ignorancia alcanza

grados supinos.

Gratitud al Profesor Cesar Nombela, Director del Departamento

de Microbiología de la Facultad de Farmacia y ponente de esta

Tesis. Su permanente predisposici6n, su paciencia y sus conse-

jos, los estimo en lo mucho que valen.

Mi gratitud, al Dr. Emilio Bouza, Director de esta Tesis y an-

tes que todo amigo entrañable. Persona excepcional en todos

los aspectos: humano, profesional y científico. Siempre he a—

preciado su dedicaci5n a mi formaci6n como microbi6logo y “afi-

cionado a las Enfermedades Infecciosas”. Con haber sido defini-

tiva, siempre estimaré muchísimo más su profundo sentido de la

amistad.

Madrid, Septiembre de 1992

.



INDICE



Indice —1—

INDICE

1. INTRODUCCION

1. A modo de introducción y objetivos 1

2. Aproximación al concepto de resistencia a los antimicro—

bianos 4

2.1 Resistencia genotipica 7

2.2 Resistencia fenotipica 12

2.3 Resistencia clinica 26

3. Antibióticos betalactSaicos: Desarrollo y perspectiva

histórica 29

3.1 Penicilinas 30

3.2 Cefalosporinas y cefamicinas 34

3.3 Monobactams, inhibidores de betalactamasa y carba—

penems 40

4. Membrana externa y resistencia a antibióticos betalactá—

micos 44

4. 1 Estructura de la membrana externa 44

4.1.1 Doble capa lipídica 45

4.1.2 Porinas 46

4.1.3 Vias específicas alternativas 47

4.2 Permeabilidad de la membrana externa 47

4.2.1 Factores relativos a la permeabilidad 47

4.2.2 Efecto de barrera y eficacia antimicrobiana . . . 49

4.2.3 Estimaci6n cuantitativa del efecto de barrera . 50

4.2.4 Permeabilidad en bacilos gram—negativos 53

4.3 Resistencia y permeabilidad de la membrana externa. 55

4.3.1 Resistencia intrínseca 55

4.3.2 Mutaciones que afectan a la doble capa lipídica 56

4.3.3 Mutantes deficientes en porinas 56

4.3.4 Mutantes pleiotr6picos 58

4.3.5 Mutantes de vías especificas 59

5. PBPs y resistencia a antibióticos betalact5micos 60

5.1 Aspectos esenciales 60



Indice — II —

5.2 pared celular y mecanismo de acción de los antibió-

ticos betalactámicos

5.3 características y funciones de las PBPs

5.4 PBPs de bacterias gram—negativas

5.5 Implicaciones de las PBPs en la resistencia

5.6 PBPs y resistencia en Enterobacteriaceae y P. aern—

ginosa

6. Betalactamasas y resistencia a antibióticos betalact5mi-

cos

6.1

6.2

6.3

Introducción y perspectiva histórica

Características generales de las bet 1

Detección y ensayo de betalactamasas

6.4 Caracterización

6.5 Clasificación de

de betalactamasas

betalactamasas

6.6 Betalactamasas plasmídicas de

6.6.1 Betalactamasas plasmídicas

6.6.1.1 Betalactamasas de am

6.6.1.2 Oxacilinasas

6.6.1.3 Carbenicilinasas

6.6.1.4 Cefalosporinasas

6.6.2 Betalactamasas plasmídicas

cia y repercusión clínica

6.6.3 Betalactamasas plasmídicas

do

6.6.3.1 Aminotiazol—oxiimino

6.6.3.2 Cefamicinasas

6.6.3.3 Carbapenemasa

6.6.4 Betalactamasas plasmídicas

do: Resistencia y repercus

6.7 Betalactamasas cromosómicas de

6.7.1 Características generales

6.7.2 Expresión genética y mecan

a actamas

gram—negativos

clásicas ...

plio espectro

clásicas: Re

de espectro

betalactamas

de espectro

ión clínica

gram—neg&ti

ismos de res

as

sisten-

amplia-

as

amplia-

vos

istencia.

6.7.3 Cefalosporinasas constitutivas

6.7.4 Cetalosporinasas inducibles

6.7.5 Oxiiminocefalosporinasas

6.7.6 Penicilinasas

6.7.7 Metaloenzimas

6.7.8 De amplio espectro en Klebsiella

6.7.9 Betalactamasas cromosómicas: Resistencia y re-

percusión clínica

62

65

70

71

75

77

77

81

86

88

96

110

115

115

118

120

124

124

131

134

136

138

140

142

143

148

154

155

158

159

159

159

160



Indice — III —

II MATERIAL Y METODOS

1. Microorganismos

2. Antinticrobianos

3. Estudios de

3.1 Método

3.2 Método

sensibilidad a antibióticos betalactámicos.

de difusión con disco

de dilución en agar

4. Estimación ¡nate¡n&tica

bilidad y resistencia

de los puntos críticos de sensi—

a antibióticos betalactámicos

5. Diferenciación de fenotipos de resistencia a antibióti-

cos betalactámicos

6. Evolución temporal de la sensibilidad a antibióticos

betalactámicos

7. Caracterización de betalactamasas

7.1 obtención del extracto crudo enzimático

7.2 Isoelectroenfoque (lEE)

8. Determinación de la actividad betalactamasa

8.1 Determinación espectrofotométrica

8.2 Ensayo microbiológico

170

170

170

174

177

178

179

179

180

182

182

184

III RESULTADOS

1 . Estructura del apartado

2. Escherichia coli

2.1 % acumulativo de sensibilidad a concentraciones

criticas

2.2 Distribución de aislamientos para cada concentra-

ción de antimicrobiano

2.3 Puntos críticos de sensibilidad—resistencia a an—

tibióticos betalact5micos

2.4 Fenotipos de resistencia microbiológica y clínica

a antibióticos betalactámicos

185

187

187

191

193

167

169

193



Indice — Iv —

2.5 Evolución de la sensibilidad a antibióticos beta—

lactémicos 193

2.6 Perfil de sensibilidad a antibióticos betalactámi—

cos en cepas con diferente nivel de producción de

betalactamasa TEM—1 194

2.7 Perfil de sensibilidad a antibióticos betalactámi—

cos en cepas con diferente nivel de producción de

betalactamasa OXA—1 195

2.8 Perfil de sensibilidad a antibióticos betalactámi—

cos en cepas con diferente nivel de producción de

betalactamasa cromosómica 196

2.9 Patrón diferencial de sensibilidad de los fenoti-

pos productores de betalactamasas cromosómica, OXA

-1 y TEM-1 198

2.10 Efecto inóculo en cepas con diferente nivel de

producción de betalactamasas cromosómica. OXA—1 y

TEM—1 198

3. Salmonella spp 201

3.1 % acumulativo de sensibilidad a concentraciones

críticas 201

3.2 Distribución de aislamientos para cada concentra-

ción de antimicrobiano 205

3.3 Puntos críticos de sensibilidad—resistencia a an-

tibióticos betalact~micos 207

3.4 Fenotipos de resistencia microbiológica y clínica

a antibióticos betalactámicos 207

3.5 Evolución de la sensibilidad a antibióticos beta-

lactámicos 207

4. Shiqella spp 208

4.1 % acumulativo de sensibilidad a concentraciones

críticas 208

4.2 Distribución de aislamientos para cada concentra-

ción de antimicrobiano 212

4.3 Puntos críticos de sensibilidad—resistencia a an-

tibióticos betalactgmicos 214

4.4 Fenotipos de resistencia microbiológica y clínica

a antibióticos betalactámicos 214

4.5 Evolución de la sensibilidad a antibióticos beta-

lactámicos 214



Indice -v -

5. Proteus mirabilis 215

5.1 % acumulativo de sensibilidad a concentraciones

críticas 215

5.2 Distribución de aislamientos para cada concentra-

ción de antimicrobiano 219

5.3 puntos críticos de sensibilidad-resistencia a an-

tibióticos betalactámicos 221

5.4 Fenotipos de resistencia microbiológica y clínica

a antibióticos betalactámicos 221

5.5 Evolución de la sensibilidad a antibióticos beta—

lactámicos 221

6. Klebsiella spp 222

6.1 % acumulativo de sensibilidad a concentraciones

críticas 222

6.2 Distribución de aislamientos para cada concentra-

ción de antimicrobiano 226

6.3 puntos críticos de sensibilidad—resistencia a an-

tibióticos betalactámicos 228

6.4 Fenotipos de resistencia microbiológica y clínica

a antibióticos betalactámicos 228

6.5 Evolución de la sensibilidad a antibióticos beta—

lactámicos 228

7. yersinia enterocolitica 229

7.1 % acumulativo de sensibilidad a concentraciones

críticas 229

7.2 Distribución de aislamientos para cada concentra-

ción de antimicrobiano 232

7.3 Puntos críticos de sensibilidad-resistencia a an-

tibióticos betalactámicos 234

7.4 Fenotipos de resistencia microbiológica y clínica

a antibióticos betalactámicos 234

7.5 Evolución de la sensibilidad a antibióticos beta—

lactámicos 234

8. Proteus vulgaris 235

8. 1 % acumulativo de sensibilidad a concentraciones

críticas 235

8.2 Distribución de aislamientos para cada concentra-

ción de antimicrobiano 239



— VI —Indice

8.3 Puntos críticos de sensibilidad—resistencia a an-

tibióticos betalactámicos 241

8.4 Fenotipos de resistencia microbiológica y clínica

a antibióticos betalactámicos 241

8.5 Evolución de la sensibilidad a antibióticos beta-

lactámicos 241

9. Enterobacter spp 242

9.1 % acumulativo de sensibilidad a concentraciones

críticas 242

9.2 Distribución de aislamientos para cada concentra-

ción de antimicrobiano 246

9.3 puntos críticos de sensibilidad—resistencia a an-

tibióticos betalactámicos 248

9.4 Fenotipos de resistencia microbiológica y clínica

a antibióticos betalactámicos 248

9.5 Evolución de la sensibilidad a antibióticos beta—

lactámicos 248

10. Citrobacter freundii 249

10.1 % acumulativo de sensibilidad a concentraciones

críticas 249

10.2 Distribución de aislamientos para cada concen-

tración de antimicrobiano 253

10.3 puntos críticos de sensibilidad—resistencia a

antibióticos betalactámicos 255

10.4 Fenotipos de resistencia microbiológica y clíni-

ca a antibióticos betalactámicos 255

10.5 Evolución de la sensibilidad a antibióticos be-

talactámicos 255

11. Morganella morganii 256

11 • 1 % acumulativo de sensibilidad a concentraciones

críticas 256

11.2 Distribución de aislamientos para cada concen-

ción de antimicrobiano 260

11.3 Puntos críticos de sensibilidad-resistencia a

antibióticos betalactámicos 262

11.4 Fenotipos de resistencia microbiológica y clíni-

ca a antibióticos betalactámicos 262

11.5 Evolución de la sensibilidad a antibióticos be-

talactámicos 262



Indice VII

12. Serratia marcescens 263

12. 1 % acumulativo de sensibilidad a concentraciones

críticas 263

12.2 Distribución de aislamientos para cada concen-

tración de antimicrobiano 267

12.3 Puntos críticos de sensibilidad-resistencia a

antibióticos betalactámicos 269

12.4 Fenotipos de resistencia microbiológica y clíni-

ca a antibióticos betalactámicos 269

12.5 Evolución de la sensibilidad a antibióticos be

talactámicos 269

13. Pseudomonas aeruginosa 270

13.1 % acumulativo de sensibilidad a concentraciones

críticas 270

13.2 Distribución de aislamientos para cada concen-

tración de antimicrobiano 272

13.3 Puntos críticos de sensibilidad—resistencia a

antibióticos betalactámicos 273

13.4 Fenotipos de resistencia microbiológica y clíni-

ca a antibióticos betalactámicos 273

13.5 Evolución de la sensibilidad a antibióticos be—

talactámicos 273

IV DISCUSION

1. Escherichia cali y antibióticos betalactámicos 274

2. Salmonella spp. y antibióticos betalactámicos 284

3. Shiqella spp. y antibióticos betalactámicos 287

4. Proteus mirabilis y antibióticos betalactámicos 290

5. Riebsiella spp. y antibióticos betalactámicos 293

6. Yersinia enterocolitica y antibióticos betalactámicos. 297

7. Proteus vulgaris y antibióticos betalactámicos 299

8. Enterobacter spp. y antibióticos betalactámicos 303

9. Citrobacter freundii y antibióticos betalactámicos . . . 308

10. Morqanella niorganii y antibióticos betalactámicos .... 310

11. Serratia marcescens y antibióticos betalactámicos .... 314

12. Pseudomonas aeruqinosa y antibióticos betalactámicos . 317

V CONCLUSIONES 322

VI BIBLIOGRAFíA 327



1.- INTRODUCCION



Introducción —1—

1. INTRODUCCION

1. A MODO DE INTRODUCCION Y OBJETIVOS

.

Los antibióticos betalactámicos configuran el grupo de antimi-

crobianos más extenso y prolífico de cuantos integran hoy el

arsenal terapéutico frente a la infección bacteriana. Las beta—

lactamasas, enzimas que hidrolizando el enlace amida del anillo

betalactámico inactivan los antibióticos betalactámicos, cons-

tituyen el mecanismo de resistencia más difundido entre la po-

blación bacteriana, y el que, sin duda, más ha hecho progresar

la antibioterapia. La interrelación antibióticos betalactámi-

cos—betalactamasas es el substrato de una “historia intermina-

ble” de la que hoy sólo conocemos algunos capítulos.

Sir Alexander Fleming
1 en 1929 no sólo se limita a revelar la

existencia de una sustancia con actividad antibacteriana sinte-

tizada por un hongo del género Penicillium. También pone de ma-

nifiesto la resistencia antimicrobiana al descubrir que algunas

bacterias del grupo “coli-tifoidea” no son inhibidas por la pe-

nicil.ina. El mismo autor, algunos años después (1946), en una

conferencia pronunciada ante el “staff” de la Clínica Mayo en

Rochester (EE.UU), establece los principios básicos de la rela-

ción antibióticos—microorganismos que van a prevalecer en ade-

lante. Manifiesta literalmente “ It you use penicillin against

microbes, and if you use it carefully enough to get the penici-

llin at the microbe, you will get good results. If you use it

against insensitive microbes or it you are very casual in your

treatment, so that the penicillin never properly reaches the

microbes, you will have disappointments”. De esta manera, tan

aparentemente elemental, quedan implícitamente desvelados as-

pectos fundamentales de la quimioterapia antibacteriana. Ini—

cialmente, las referencias encontradas en la literatura cientí-

fica sólamente se refieren a “inhibición o no inhibición”. Pro-

gresivamente el concepto sensibilidad—resistencia va adquirien-

do perspectivas más definitorias, y por supuesto más complejas

y atractivas.

Muy recientemente, ASM News Julio de 1992, P. Courvalin2 hace

pdblica la que consideramos idea más de progreso acerca del

concepto de resistencia: “Interpretive Reading of Antimicrobial

Susceptibility Testing”. Estima periclitada la lectura e inter-
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pretación de las pruebas de sensibilidad “in vitro” referidas a

una sóla especie antimicrobiana y un antibiótico puntual o con-

creto. Afirma rotundamente que la interpretación del antibio—

grama debe hacerse considerando familias de antibióticos y po-

blaciones bacterianas diferentes de una misma especie. Asi, so-

lo de la diferenciación de fenotipos de sensibilidad-resisten-

cia se podrán extraer las conclusiones oportunas para profundi-

zar en el concepto de resistencia a los antimicrobianos. En

síntesis, la inteligente proposición de este autor descansa en:

a> la caracterización de fenotipos de resistencia en función de

un grupo amplio de antibióticos de una misma familia; b) la de-

ducción a partir de los fenotipos, de los mecanismos de resis-

tencia; c) la inferencia a expensas de los mecanismos de resis-

tencia deducidos, de los fenotipos previamente establecidos.

La utilización indiscriminada, y por tanto irracional, de los

antimicrobianos en el tratamiento de las enfermedades infeccio-

sas, y de otras muchas que no lo son, ha sido motivo de preocu-

pación en los más diversos foros científicos. Su denuncia y el

análisis de sus consecuencias han generado un elevado número de

publicaciones. En nuestro país, el grupo de la Clínica Puerta

de Hierro dirigido por el Moreno López, fueron pioneros en el

estudio de las consecuencias microbiológicas, económicas e in-

cluso de matiz social, que tal “uso y abuso
tt acarreaba3. Las

implicaciones que en el desarrollo de resistencia “in vitro” e

“in vivo” tiene tal proceder son bastante conocidas, aunque

ciertos aspectos están, todavía, por determinar.

La profundización en alguna de estas consideraciones; la rele-

vancia que en la infección hospitalaria tienen Enterobacteria—

ceae y P. aeruqinosa; la importancia, y también cierta prefe-

rencia personal por los antibióticos betalactámicos y las beta—

lactamasas como mecanismo de resistencia; y la experiencia ad-

quirida sobre todo ello durante los últimos 15 años en el Hos-

pital Ramón y Cajal, han sido determinantes en la elección del

tema “Resistencia a los antibióticos betalactámicos en Entero—

bacteriaceae y Pseudomonas aeruginosa” como proyecto de Tesis

Doctoral. Hemos enfocado nuestro trabajo desde dos perspectivas

distintas pero relacionadas.

En la primera, más académica, reflexionamos acerca del concepto

sensibilidad-resistencia a los antimicrobianos, haciendo hinca-

pié en la diferenciación conceptual y práctica sobre resisten—
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cia microbiológica y resistencia clínica. Además, hemos revisa-

do extensamente los tres mecanismos de resistencia a los anti-

bióticos betalactámicos, con particular énfasis en la resisten-

cia mediada por las betalactamasas como mecanismo de mayor

trascendencia. Ambos epígrafes constituyen, y espero justifi-

quen, la inusual extensión de la introducción.

En la segunda, experimental, recogemos nuestra experiencia de

10 años sobre la resistencia de Enterobacteriaceae y P. aerugi—

nasa a penicilinas, cefalosporinas de it 24 y 34 generación, y

aztreonam. Tomando como modelo Escherichia coli, estudiamos la

resistencia mediada por betalactamasas y su participación en

los distintos patrones de sensibilidad-resistencia a los anti-

bióticos betalactámicos. Creemos que nuestra serie, constituye

la experiencia más amplia de las obtenidas en nuestro país, y

una de las más extensas de la literatura mundial. En nuestro

trabajo nos fijamos los siguientes objetivos:

1) Estudio de la resistencia cuantitativa de 25.567 microorga-

nismos gram—negativos a 9 antibióticos betalactámicos y dife-

renciación de las distintas poblaciones bacterianas pertene-

cientes a cada especie, mediante la aplicación de un modelo ma-

temático

2) Determinación de los criterios de sensibilidad—resistencia

a los antibióticos betalactámicos en Enterobacteriaceae y P.

aeruqinosa, mediante la especificación de los puntos críticos

de sensibilidad y resistencia microbiológica, PCSM y PCRM, ob-

tenidos tras la aplicación del modelo matemático anterior. Com-

paración de estos criterios con los emitidos por los comités

internacionales para el estudio de la resistencia.

3> Diferenciación, para cada especie, de los fenotipos de re-

sistencia microbiológica y clínica, a expensas del PCRM y del

punto critico farmacocinético (PCF). respectivamente.

4) Estudio de la participación de las betalactamasas cromosó—

micas, TEM-1 y OXA-1, y su nivel de produccion. en los fenoti-

pos de resistencia a antibióticos betalactámicos en E. cali

5) Análisis estadístico de la evolución de la sensibilidad en

el periodo 1977—1986.
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2. APROXIMACION AL CONCEPTODE RESISTENCIA A LOS ANTIMICRO-ET
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La propiedad sustantiva de los antimicrobianos radica en su ac-

tividad contraproducente, bacteriostática o bactericida, para

los microorganismos patógenos o comensales, susceptibles de

causar patología infecciosa. No parece sorprendente, en conse-

cuencia, el acostumbramiento microbiano a coexistir con los an-

tibióticos, bién de una manera pasiva sometidos a su acción le-

tal, y hablaríamos de sensibilidad, bién mediante una contesta-

cion efectiva oponiendose a su efecto, y hablaríamos de resis-

tencia o falta de respuesta. Ambos conceptos van biounívocamen-

te unidos y han de ser analizados al unísono.

La convivencia de las bacterias con los antimicrobianos no es

ni casual, ni reciente. El origen natural microbiano de muchos

antibióticos enfatiza su proximidad real hasta tal punto que la

producción de antimicrobianos podría considerarse como un re-

guisito fisiológico, y la resistencia como la necesidad de un

mecanismo protectivo en organismos produciendo antibióticos. De

diferentes plantas coleccionadas en el siglo XVII se han obte-

nido esporas de R. subtilis productor de penicilinasa
4. En un

cultivo de E. coli almacenado previamente, se ha encontrado un

plásmido de resistencia a estreptomicina y tetraciclina, anti-

bióticos descubiertos con posterioridad5. En cepas de Strepto—

myces productoras de aminoglicósidos se han individualizado en-

zimas modificantes que muestran homología con las caracteriza-

das, posteriormente, en diversas bacterias gram—negativas re-

sistentes a los aminoglicósidos6. La presencia de plásmidos no

parece un fenómeno actual, toda vez que en bacterias gram—nega—

tivas preservadas desde la era preantibiótica se ha podido de-

mostrar la presencia de plásmidos, similares a los actuales de

resistencia, aunque carentes de los determinantes específicos

de la misma7. Parece, por tanto, que los antibióticos, como

productos naturales, se acumulan en algunos ambientes en canti-

dad suficiente como para actuar como agentes selectivos. No

obstante, la existencia de bacterias resistentes en la era pre-

via al uso clínico de los antimicrobianos debía ser extraordi-

nariamente infrecuente. La resistencia tal como hoy la entende-

mos, y sobre todo en sus dimensiones actuales, parece un hecho

multifactorial en el que además de factores genéticos, han con—
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contribuido otros estrechamente asociados con el empleo abusivo

de antimicrobianos.

La noción moderna de resistencia, como un fenómeno natural e

intrínseco, parte de la observación de Fleming sobre la inefec-

tividad de la penicilina frente a bacterias gram—negativas, e—

sencialmente bacterias entéricas 1.La primera constatación de la

resistencia adquirida como respuesta bacteriana a la agresión

antibiótica, la realiza Kirby al relacionar la falta de res-

puesta de 5. aureus a penicilina con la codificación de un me-

canismo de resistencia, producción de penicilinasa, del que i—

nicialmente carecían8. A partir de entonces, es un hecho repe-

tidamente comprobado que la introducción de un fármaco antimi—

crobiano en la práctica clínica se sigue de la aparición de ce-

pas resistentes al mismo, distintas de las que lo eran inicial—

mente de manera natural. En este sentido se puede afirmar que

todos los antimicrobianos tienen su faceta negativa en la exis-

tencia de varios mecanismos de resistencia bacteriana que limi-

tan su eficacia y empleo. A mayor abundamiento, hasta las bac-

terias más naturalmente sensibles a los antimicrobianos, dispo-

nen ahora de mecanismos variados y complejos que les permiten

sobrevivir, a veces muy holgadamente, en ambientes desfavora-

bles por la presencia y presión selectiva de los antimicrobia—

nos. La resistencia, por tanto, es un fenómeno con múltiples

implicaciones biológicas, terapéuticas, clínicas, sociológicas

y económicas. Como hecho puntual es más o menos mensurable por

estas implicaciones; como concepto no es tan fácil de definir y

ha aado lugar a interpretaciones confusas y propensas al error.

Conceptualmente, el binomio sensibilidad/resistencia es básica-

mente microbiológico. Por sensibilidad se entiende la respuesta

favorable, inhibitoria o letal, de una bacteria a la acción de

un antibiótico. En sentido opuesto, por resistencia se entiende

la ausencia de respuesta a la acción antimicrobiana. Ambos tér-

minos, con frecuencia usados para describir fenómenos simila-

res, necesitan precisiones o matices posteriores que contemplen

todas las vertientes. En principio, no pueden concebirse de ma-

nera absoluta siendo preciso un ejercicio de relativización ha-

cia valores mensurables. Nace, asr, la sensibilidad/resistencia

“in vitro”, como un fenómeno medible en el laboratorio bajo un-

as condiciones estandarizadas que, cada vez más. buscan y pro-

penden a la reproducibilidad. En síntesis, desde un punto de
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vista estricto “in vitro”, resistencia a una determinada conde—

terminada concentración de antimicrobiano sólo expresa la habi-

lidad de un microorganismo para multiplicarse en presencia de

esa concentración, bajo condiciones bién definidas y estandari-

zadas; sensibilidad, esencialmente, es lo opuesto, y bajo este

criterio es el fenómeno contrario
9.

La resistencia así expresada no hace sino reconocer fenotípica—

mente lo que implicitamente marcan los caracteres genotipicos

de los microorganismos. El hecho de que una bacteria se muestre

in vitro” como resistente, sobre todo a elevadas concentracio-

nes de un antimicrobiano, pone de manifiesto la presencia de un

mecanismo de resistencia codificado por genes contenidos en el

ADN bacteriano. Debemos diferenciar, por tanto, entre resisten-

cia fenotípica y resistencia genotípica. Es este un punto cru-

cial que abre la puerta a la reflexión sobre lo que en términos

absolutos se conoce como sensibilidad o resistencia. En otras

palabras, deberíamos matizar si la presencia de un mecanismo

genético que confiere cierto grado de resistencia es suficiente

para tildar a una bacteria como resistente. El reconocimiento

en el laboratorio, por técnicas fiables y sencillas, de la e-

xistencia de un mecanismo genético de resistencia, nos va a

permitir avanzar significativamente en la aproximación que pre-

tendemos al concepto del binomio sensibilidad/resistencia. En

este sentido las directrices más actuales van, no tanto por la

identificación de bacterias fenotípicamnete sensibles, como por

la caracterización de la resistencia genotípica10.

Finalmente, existe una última vertiente de aproximación al pro-

blema que hace referencia al concepto clínico—terapéutico de lo

que se entiende por sensibilidad o resistencia11. Desde un pun-

to de vista exclusivamente teórico las acepciones sensible y

resistente pueden aplicarse a un microorganismo bajo condicio-

nes “in vivo”. Así, diríamos que un microorganismo es sensible

si de la acción del antimicrobiano se sigue su erradicación del

lugar de la infección; en caso opuesto afirmaríamos que el mi-

croorganismo es resistente. De nuevo, bajo un prisma clínico

estamos considerando respuesta microbiológica. Por tanto la

sensibilidad o resistencia desde una perspectiva clínica, que

exige presencia o ausencia de respuesta clínica, es una entele-

quia en la que influyen múltiples factores del microorganismo,

del antibiótico, y sobre todo del paciente, de las que depende

el éxito o fracaso terapéutico.
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En el pasado, y también en la actualidad, se ha pretendido una

correspondencia casi matemática entre sensibilidad/resistencia

“in vitro” y respuesta clínica, sin tener en cuenta la imposi-

bilidad de “trasladar” al laboratorio el cúmulo de circunstan-

cias, tan variables y personales, que se dan en cada infección

en cada paciente. De ahí que muchas veces se haya constatado la

ausencia de correlación entre los datos generados en el labora-

torio y la respuesta clínica. En nuestro criterio, los resulta-

dos “in vitro” sobre la sensibilidad/resistencia de una bacte-

ria a un antimicrobiano sólo indican, a modo de orientación, la

conveniencia o el rechazo a utilizar ese antimicrobiano en la

clínica. Los factores farmacocinéticos del antimicrobiano, la

localización y características de la infección, el estado pato—

fisiológico del paciente, y la experiencia en el tratamiento de

procesos similares, son parámetros a considerar una vez que se

conoce la respuesta al antimicrobiano en condiciones “in vi-

tro”

En síntesis, la aproximación más fidedigna al concepto de sen-

sibilidad/resistencia pasa, necesariamente, por la considera-

ción de perspectivas genotípicas relacionadas con los mecanis-

mos de resistencia; fenotípicas, como expresión reconocible en

el laboratorio de las anteriores; y clínicas, en las que no Só-

lo se evalúe al microorganismo y al antibiótico, sino las ca-

racterísticas del paciente y de la infección que en él asienta.

2.1 RESISTENCIA GENOTIPICA

.

La aproximación genética al concepto de sensibilidad/resisten-

cia descansa, exclusivamente, en la ausencia o presencia en el

material genético de la bacteria de uno o varios determinantes

de resistencia. Que la existencia de un gen que codifique un

determinado mecanismo de resistencia, de lugar a resistencia

fenotípica de bajo o alto nivel, o más aún, ocasione resisten-

cia clínica, son posibilidades de ulterior consideración. En

cualquier caso, para un microorganismo la sóla eventualidad de

disponer de un mecanismo de resistencia potencia la verosimili-

tud de la resistencia clínica y el fracaso terapéutico. Parece,

pués, incuestionable la conveniencia de disponer de técnicas

rápidas y fiables que hagan posible la detección y la caracte-

rización de la resistencia a nivel genotipico10.
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El desarrollo de resistencia a los antimicrobianos puede tener

su origen más inmediato en la necesidad de sistemas protectores

para organismos que producen antibióticos. Sin embargo, y en

sentido más amplio, puede considerarse como una consecuencia

más de la evolución microbiana para la que es esencial la va-

riabilidad genética12. A ella puede llegarse a través de cam-

bios microevolutivos, relacionados con mutaciones puntuales en

un par de bases de un nucleótido que modifiquen la diana del

antibiótico interfiriendo con su actividad, o a expensas de al-

teraciones macroevolutivas originadas por “traslados” de se-

cuencias de ADN de un lugar a otro del cromosoma, y que inclu-

yen: inversiones, duplicaciones, inserciones, deleciones o

transposiciones13. Generalmente, estas últimas son vehiculadas

por elementos genéticos especializados conocidos como transpo-

sones o secuencias de inversión, que tienen gran maniobrabili-

dad en el cromosoma, o entre el cromosoma y otros replicones.

Además, y de forma sustantiva, a la variabilidad genética y a

la evolución del mundo microbiano, han contribuido la posibili-

dad de adquirir material genético del exterior a expensas de

plásmidos, bacteriófagos o elementos de transposición14. El pa-

trimonio genético de estos elementos extracromosómicos ha dota-

do a las bacterias de “poderosos argumentos” para hacer frente

a los antimicrobianos.

Una vez que un gen de resistencia emerge, las posibilidades de

diseminación de la resistencia son muy variadas12. El modelo

más simple contempla la diseminación clonal de una bacteria a

su progenie, de los determinantes de resistencia contenidos en

el cromosoma, plásmidos o transposones.La facultad de estos úl-

timos de extender la resistencia entre distintos fragmentos de

ADN: cromosoma, plásmidos y bacteriófagos, incrementa las posi-

bilidades de los genes de resistencia. La integración estable

de un transposón en el cromosoma facilita la diseminación cío—

nal de factores de resistencia. La propagación horizontal de la

resistencia entre bacterias próximas se hace, aunque no de modo

exclusivo, por medio de ADN plasmídi—co y a expensas de meca-

nismos de conjugación, transducción, transposición y transfor—

macion. Así, clones de bacterias resistentes pueden proliferar

en la flora de pacientes expuestos a los antimicrobianos, per-

mitiendo un posterior fenómeno de selección y “depuración” de

la resistencia. Por alguno de estos procedimientos, o más u—

sualmente, por la yuxtaposición de varios, las bacterias han

desarrollado resistencia a todos los antimicrobianos12.
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La capacidad potencial de las bacterias, en cuanto a la emer-

gencia de la resistencia, es prácticamente ilimitada. Antes o

después, cualquier microorganismo es capaz de desarrollar re-

sistencia a cualquier antimicrobiano, y más si se encuentra en-

tre los fármacos de elección en el ámbito clínico. Excelentes

ejemplos son los ofrecidos por 5. aureus, con resistencia pro-

gresiva en el tiempo a penicilinas, meticilina y resto de AI3L,

aminoglicósidos, macrólidos, lincosamidas y quinolonas; E. fae—

calis con resistencia a penicilinas, aminoglicósidos y vancomi—

cina; o Enterabacteriaceaea multirresistentes. Con todo, no de-

bemos tener la sensación de una enorme diversidad de mecanismos

genéticos y bioquímicos responsables de la resistencia, sino

más bién la sensación de que son limitados en el número, aunque

eficaces y muy compartidos12,15.

Generalmente, y como no podría ser de otra forma, los diferen-

tes mecanismos bioquímicos de resistencia alcanzan a todas las

posibilidades de interrelación de los microorganismos con los

antibióticos12, 15, Así, estan bién caracterizados mecanismos

que atañen a la entrada del antibiótico en la bacteria y a la

permeabilidad de las membranas externa y citoplásmica; mecanis-

mos de destoxificación enzimática del antibiótico a expensas de

enzimas hidrolizantes, modificantes o sustitutivos, de cuya ac-

ción se sigue la inactivación y la ineficacia del antibiótico;

y mecanismos que suponen modificaciones en la diana, ribosómica

o enzimática, que impiden el reconocimiento del antimicrobiano

evitando su acción. Por otra parte, la responsabilidad genética

también es limitada, y en muchas ocasiones multifactorial, de

forma que los diferentes mecanismos bioquímicos pueden ser co-

dificados por el cromosoma, o por plásmidos y transposones, o

por dos o más de ellos a la vez.

La aproximación genotípica a la resistencia considera el caudal

de conocimientos, a niveles bioquímico y genético, acumulados

en los últimos 20 años en cuanto a los mecanismos de acción y

resistencia. La detección de la resistencia a nivel genético

asume que la codificación de un mecanismo concreto confiere re-

sistencia, independientemente de la bacteria (huesped procarió—

tico), del paciente (huesped eucariótico> y del sistema de de-

tección10. La resistencia genotipica, en suma, contesta afirma-

tiva o negativamente, a la presencia de genes de resistencia,

no permitiendo las categorías intermedias o indeterminadas de
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otros sistemas. Además, la resistencia genotípica debida a la

adquisición de ADN exógeno, se correlaciona bastante bien con

la expresión fenotípica de alto nivel, y en general con la re-

sistencia clínica16.

El análisis genético de la resistencia a antibióticos, biEn

puntual en cuanto a un marcador concreto, biEn más amplio en

cuanto a la distribución de genes de resistencia, es cada vez

más factible merced a la dilucidación del mecanismo bioquímico

de la mayoría de los marcadores de resistencia, y al desarrollo

de tecnología a nivel molecular que incluye técnicas de clona—

ción, hibridación de ADN, secuenciación de nucleótidos y pro-

teínas, y análisis con enzimas de restricción de plásmidos y

cromosoma. Sin embargo, para la detección fiable de genes de

resistencia se utilizan con mayor asiduidad la hibridación de

ADN17 y la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)18-20. En

la primera, se utilizan sondas construidas sobre fragmentos de

genes donados, intragénicos para ser específicos, y oligonu—

cleótidos específicos de un marcador o universales capaces de

detectar genes que codifican isoenzimas. En la PCR, se emplean

primeros complementarios de regiones conservadas de genes de

resistencia, de manera que se obvia la heterogeneidad de los

genes y la hibridación no específica, factores muy limitantes

en la detección de genes de resistencia. Sin duda, queda algún

camino por recorrer hasta la utilización diaria o rutinaria de

ambas técnicas. Su aplicación dependerá, en buena medida, de la

rapidez de resultados y de la disminución de los costes que

pueda conllevar la automatización, toda vez que su conveniencia

está fuera de dudas al poderse aplicar directamente a muestras

clínicas, sobre todo si contienen un solo tipo de microorganis-

mo.

Por el momento, un serie de limitaciones, independientes de las

meramente técnicas o economicas, pueden coartar la generaliza-

ción de estos procedimientos10. La denominada resistencia in-

trínseca, pobremente conocida, generalmente relacionada con la

ausencia de dianas específicas o con la impermeabilidad, impide

la determinación de genes de resistencia. La existencia de mu-

taciones en múltiples locus estructurales o reguladores, no fa-

vorece la aproximación a la resistencia a nivel molecular. Ade-

más, ciertos determinantes de resistencia en patógenos humanos

han escapado a la detección habitual, aunque la hibridación con
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ácidos nucleicos reduciría el número de genes desconocidos, y

la ampliación de genes pertenecientes a diferentes clases que

permite la PCR haría más viable la identificación de determi-

nantes no caracterizados. Un problema adicional lo ocasionarían

los genes silentes o pseudogenes, cuya incidencia en la natura-

leza es desconocida, ya que al no ser expresados fenotipicamen—

te darían lugar a falsos positivos.

Las ventajas del análisis qenotípico de la resistencia no son

en absoluto desdeñables y en conjunto superan ampliamente a las

posibles limitaciones10. La tecnología a nivel molecular consi-

gue el análisis clonal con rapidez y con una sensibilidad que

permite su ajuste. La PCR facilita simultáneamente la identifi-

cación y la sensibilidad antimicrobiana de una célula no via-

ble, haciendo posible la exploración del genoma de una bacteria

tal y como está en la muestra. De esta forma se evitan varia-

ciones en la resistencia, por mutaciones adicionales o por cu-

ración y pérdida de plásmidos. La sensibilidad ajustable de la

PCR y sus posibilidades de cuantificación, permiten controlar

el nivel de detección modificando las condiciones de la reac-

ción y el número de ciclos. Además, al no precisar del creci-

miento bacteriano, el tiempo requerido para para la detección

genotípica puede acortarse hasta 4 horas.

En la detección fenotípica de la resistencia se presentan difi-

cultades inherentes a la expresión, que en su mayor parte son

soslayadas por los estudios del genoma bacteriano. En ocasio-

nes, promotores genéticos débiles, como los de las nuevas Blas

tipo TEM, ofrecen niveles de resistencia bajos cuyo reconoci-

miento escapa a los tests habituales. La detección de los genes

de resistencia ignora esta dificultad, y así, una sonda TEM u—

niversal, una colección de sondas de oligonucleótidos, o la

técnica de la PCR utilizando una amplificación de primeros ade-

cuada, puede detectar no sólo el gen sino cuantificar el enzi-

ma, aún cuando esten presentes dos isoenzimas en la misma célu-

la21. Por otra parte, existen mecanismos de resistencia ocultos

o de dificil identificación, que son detectados con mayor fia-

bilidad con el concurso de técnicas de biología molecular. La

resistencia de bajo nivel a glicopCptidos en Enterococcus, y la

presencia de enzimas modificantes de aminoglicósidos que no se

expresan en el fenotipo, esencialmente en bacterias gram—posi—

tivas, son excelentes prototipos de la utilidad del análisis

genotípico22.
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En resumen, es evidente que se ha abierto un nuevo campo con

excelente futuro en la caracterización y cuantificacion de los

mecanismos de resistencia bacteriana a los antimicrobianos.

Aunque estos métodos no constituyen una contestación universal

y concluyente a la definición de la resistencia, basada en pa-

rámetros que consideran más la sensibilidad, si que se evita-

rían tratamientos inadecuados al detectarse resistencia. De va-

lor adicional sería la estandarización internacional de crite-

rios de resistencia, el descubrimiento de nuevos mecanismos, la

mejor evaluación de nuevos antimicrobianos, e incluso el diseño

de nuevos conceptos en microbiología clínica al considerar a

las bacterias como entes individuales, en vez de analizar po-

blaciones integradas por progenies sucesivas.

2.2 RESISTENCIA FENOTIPICA

.

Por fenotipo se entiende, en acepción vertida por la Real Aca-

demia de la Lengua Española, el conjunto de caracteres heredi-

tarios cuya aparición es debida a la existencia de genes que

posee cada individuo perteneciente a una determinada especie

vegetal o animal. En síntesis, el fenotipo es la expresión re-

conocible del genotipo, y en consecuencia la resistencia feno-

típica, y la sensibilidad fenotípica, son la expresión recono-

cible de la presencia o ausencia de marcadores de resistencia a

antimicrobianos, codificados por el genoma de cada microorga-

nismo. Parece evidente, por tanto, que la esencia fenotípica

está en su capacidad de ser reconocida, y a este fin se han di—

sefíado muy diferentes ardides técnicos, conocidos como métodos

de determinación de la sensibilidad/resistencia “in vitro”

Estas técnicas tienen como objetivo primario la puesta de mani—

fiesto,cualitativa o cuantitativa, de cualquier mecanismo bio-

químico o estructural de resistencia a los antibióticos, y como

fin adicional, pero evidentemente trascendente, ser la guía bá-

sica en la elección del antimicrobiano adecuado para cada pa-

ciente. en función del microorganismo causante de la infección
y de su sensibilidad. Por tanto, y desde un punto de vista te-

rapéutico, los tests de sensibilidad constituyen el primer paso

a dar en el complejo y multifactorial proceso de elección de un

antimicrobiano.Ambos objetivos han de ser compatibles y requie-

ren, inicialmente, de la distinción entre sensibilidad y resis—
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tencia desde perspectivas “in vitro”, y su relativización pos-.

tenor a aspectos clínicos o ‘iI) vivo”.

La posibilidad de un microorganismo de multiplicarse o no ha-

cerlo en presencia de una determinada concentración de antibió-

tico, bajo condiciones “in vitro” bién especificadas, define en

sentido amplio los términos de resistencia y sensibilidad. Por

lo tanto, las denominaciones sensible y resistente deberían, en

principio, limitarse a la cualificación de un microorganismo

bajo condiciones “in vitro”. Bajo este prisma, el problema más

acuciante radica en la elección, para cada antibiótico, de la

concentración discriminatoria de sensibilidad y resistencia, o

lo que es lo mismo, la concentración que permite “intuir” a ex-

pensas de un valor cuantitativo, la presencia o ausencia de un

mecanismo genético de resistencia. Sin duda, esa concentración,

o a veces ese pequeño intervalo de concentraciones, debería fa-

cilitarnos la tarea de diferenciar las cepas que pertenecen a

la población sensible de aquellas que, codificando un mecanismo

de resistencia, pertenecen a la población resistente. En este

sentido, un microorganismo sería sensible si su crecimiento es

inhibido por una concentración de antibiótico que inhibe la ma-

yoría de las cepas de la misma especie, y resistente en el caso

opuesto. Sensible, en consecuencia, significa pertenecer a la

población sensible de la misma especie, carente de mecanismos

de resistencia; resistente significaría “menos susceptible”

que, o perteneneciente a otra población diferente, provista de

mecanismos de resistencia.

La resistencia bacteriana es secundaria a mutaciones o a la ad-

quisición de ADN exógeno, y se refiere siempre de forma relati-

va a la cepa progenitora considerada como sensible. Aunque no

todos los mecanismos de resistencia a los antibióticos son co-

nocidos, la reciente elucidación de muchos mecanismos bioquSimi-

cos y genéticos de resistencia hace posible la distinción, para

cada antibiótico, de dos niveles de resistencia bacteriana. La

llamada “resistencia de bajo nivel” corresponde a mecanismos de

baja expresión, que son a veces de caracter inespecífico y de-

bidos a alteraciones de la estructura celular, pero que pueden

corresponder a mecanismos potencialmente eficientes, reprimidos

en el individuo o en la población bacteriana. En otras ocasio-

nes, estos mecanismos que expresan resistencia de bajo nivel,

son grados evolutivos de mecanismos realmente eficientes aún no
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desarrollados en su totalidad. En realidad la resistencia de

bajo nivel suele poseer gran diversidad, reflejada en que dis-

tintos mecanismos conllevan escasos incrementos de la CMI, pero

escasa especificidad como corresponde a cambios estructurales

casuales o a intermediarios evolutivos. La resistencia de bajo

nivel se suele expresar mediante CHIs no muy lejanas de las que

muestran las bacterias consideradas sensibles, y por tanto no

es de extrañar que este tipo de resistencia haya pasado desa-

percibido en las pruebas rutinarias de sensibilidad durante la

mayor parte de la era de la quimioterapia. No obstante, las ce-

pas que poseen mecanismos de resistencia de bajo nivel son más

proclives a seleccionar células con niveles más elevados de re-

sistencia. De ahí su importancia y la conveniencia de su detec-

ción.

La resistencia de alto nivel, indicativa de la presencia de me-

canismos de resistencia eficaces, es detectable generalmente

con facilidad, ya que da lugar a eMIs elevadas que indican sin

duda la pertenencia a una población muy diferente de la consi-

derada sensible. Al contrario que la resistencia de bajo nivel,

suele poseer alta especificidad al implicar mecanismos concre-

tos de inactivación del antibiótico o falta de reconocimiento

de la diana molecular, y una menor multiplicidad como corres-

ponde a mecanismos seleccionados entre otros muchos por su efi-

ciencia. A nivel terapéutico, esta población resistente provis-

ta de mecanismos de alto nivel se correlaciona, aunque no siem-

pre, de forma más estricta con el fracaso terapéutico.

La importancia microbiológica, epidemiológica y clínica de los

mecanismos de bajo nivel depende, esencialmente, de su capaci-

dad evolutiva hacia mecanismos de alto nivel. Es necesario no

desestimar la importancia de estos mecanismos de bajo nivel,

toda vez que muchos de los de alta eficiencia tienen su origen

en ellos. En este sentido, los mecanismos de nivel bajo no sólo

son intermediarios evolutivos secuencialmente seleccionables

por el uso de antibióticos, sino propiciadores de la adquisi-

ción de genes exógenos. En efecto, para que cualquier proceso

de transferencia genética tenga lugar en condiciones de presión

antibiótica selectiva, es necesario que la bacteria receptora

sobreviva, a expensas de un mecanismo de resistencia de bajo

nivel, durante el tiempo requerido para adquirir el mecanismo

de alta eficiencia. En el paciente tratado con antimicrobianos,
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la presencia de un mecanismo de bajo nivel puede “evolucionar1~

hacia un grado de resistencia más peligroso terapéuticamente.

Esto se ha demostrado para algunos microorganismos concretos

provistos de determinados mecanismos de resistencia, en rela-

ción con pacientes inmunodeprimidos o provistos de material

protésico. En general, considerando el conjunto de los indivi-

duos tratados en un determinado entorno: hospital, región o

país, la población bacteriana dotada de mecanismos de bajo ni-

vel de resistencia evolucionará, bajo la presión selectiva del

extenso uso de antimicrobianos, hacia la selección de bacterias

con alto nivel de resistencia.

Teniendo muy presentes las consideraciones previas, nos atreve-

ríamos a afirmar que, en el plano microbiológico, una bacteria

resistente es aquella que posee un mecanismo de resistencia, de

bajo o alto nivel. Por el contrario, si no los posee, hablaría-

mos de bacterias sensibles o pertenecientes a la población sen-

sible. Se infiere, en consecuencia, la extraordinaria relevan-

cia que tiene la discriminación de ambos situaciones. A este

propósito parece necesario diferenciar mediante concentraciones

o puntos críticos, para cada binomio bacteria—antibiótico, la

pertenencia a una u otra población. Los conceptos de puntos

críticos de sensibilidad y resistencia, esbozados en 1980, con-

tribuyen a la diferenciación23.

Por concentración o punto critico de sensibilidad microbiológi-

ca (PCSM) entendemos la concentración más elevada de antibióti-

co que es capaz de soportar una cepa que no posea un mecanismo

de resistencia. Correspondería a la CMI que inhibe la población

naturalmente sensible en un número significativo de cepas de la

misma especie. Si la CMI obtenida para un antibiótico en rela-

ción con una bacteria concreta, está por debajo del PCSM, en-

tendemos que esa bacteria carece de mecanismos de resistencia

aún de bajo nivel y pertenene a la población sensible. En sen-

tido contrario, por concentración o punto crítico de resisten-

cia microbiológica (PCRM) entendemos la concentración más baja

de antibiótico que inhibe el crecimiento, bajo condiciones “in

vitro” estandarizadas y controladas, de una cepa de la misma

especie que codifique un mecanismo de resistencia de bajo o al-

to nivel. La dificultad de detectar algunos mecanismos de bajo

nivel por medio de la CMI, determina esta adscripción para me-

canismos “significativos” que en su gran mayoría se equipararán
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a los de alta eficiencia. Este PCRM correspondería a la CMI de

algunas cepas pertenecientes a la población resistente, en un

número representativo de cepas de la misma especie. Si para una

cepa concreta y un antibiótico determinado la CMI obtenida es

superior al PCRM, sospecharíamos de la existencia de un meca-

nismo de resistencia habitualmente eficaz, y catalogaríamos a

ese microorganismo como perteneciente a la población menos sus-

ceptible o claramente resistente.

En la práctica, la matización entre sensible y resistente, y la

diferenciación de puntos críticos se realiza mediante lo que se

llama internacionalmente “métodos de determinación de la sensi-

bilidad—resistencia a los antimicrobianos” . Se trata de técni-

cas que utilizando la difusión con discos cargados de antibió-

tico y la dilución en medios liquido y sólido, ponen de mani-

fiesto la actividad inhibitoria y/o bactericida de los antimi-

crobianos, mediante una clasificación cualitativa o cuantitati-

va. De unos años a esta parte, también se utilizan técnicas que

directamente ponen de relieve la presencia de mecanismos de re-

sistencia, generalmente responsables de la inactivación enzimá-

tica del antibiótico. Como vimos en el apartado anterior refe-

rente a la resistencia genotípica, el rápido progreso de la

tecnología a nivel molecular está permitiendo ya, el empleo de

técnicas que facilitan el descubrimiento de nuevos mecanismos

de resistencia, y la identificación de otros previamente des-

critos y bién conocidos.

La constatación de la antibiosis como un fenómeno natural es

conocida desde el siglo XVII merced a las observaciones de van

Leeuwenhoek. No obstante, la utilización de diferentes artifi-

cios, aún rudimentarios, para la puesta de manifiesto de la

sensibilidad a los antimicrobianos “in vitro”, data del siglo

actual, y se desencadena a partir del descubrimiento de la pe-

nicilina G24. A este respecto, conviene recordar las denomina-

das por Fleming “ditch plates”, y los pocillos y cilindros rea-

lizados en el agar de cultivo, “Oxford cup” y “Heatley cup”,

que permitían la adición de antibiótico y la observación,

transcurridas unas horas de incubación, de la inhibición del

crecimiento bacteriano.

En principio, la utilización de discos de papel absorbente im-

pregnados de solución de antibiótico tuvo más predicamento por
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su sencillez. Vincent y Vincent en 1944, fueron los pioneros en

incorporar una solución de penicilina a discos de papel para

estudiar su actividad25. Después de diferentes intentos diseña-

dos para conseguir cierta uniformidad” en la realízacton de la

técnica, la Organización Mundial de la Salud (OMS) en 1961 pu-

blica las primeras normas de estandarización de métodos para el

estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos26. Algo más

tarde, en 1966, Bauer, Kirby, Sherris y Turck, dan a conocer

las especificaciones de un método por difusión con disco, que

es la base de muchos de los intentos posteriores de estandari-

zar un método fiable y reproducible, y que fue seguido con ma-

yor asiduidad en EE.UU y su área de influencia2¾En 1971, de

nuevo la OMS patrocina un proyecto internacional para la estan-

darización de las técnicas de estudio de la sensibilidad, cono-

cido como “International Collaborative Study” o método de

Ericsson y Sherris, que sin duda fue un hito, y que se ha se-

guido con fidelidad, esencialmente en Europa28.

El empleo de técnicas basadas en enfrentar inóculos del micro-

organismo responsable de un cuadro infeccioso con diluciones

progresivas del antimicrobiano en el medio de cultivo, también

se inicia en los dias próximos al hallazgo de la penicilina

G24. Fleming en 1929, sugiere el empleo de la dilución en caldo

para conocer la actividad de la penicilina1, y a lo largo de

las décadas de los años 40 y 50 se postulan modificaciones con-

ducentes a conseguir la reproducibilidad de los resultados24.

Estos tests de dilución en caldo suponían un elevado costo en

material y tiempo, por lo que a partir de la década de los años

70 se trabaja en la consecución de micrométodos, o técnicas de

microdilución, más versátiles en su aplicación a la rutina dia-

ria del laboratorio clínico. A partir de la década de los 80, y

de manera progresiva, se van imponiendo métodos semiautomatiza-

dos con el denominador común del empleo de la microdilución29.

En la actualidad, y en muchos laboratorios clínicos, son de uso

común aparatos semiautomáticos que permiten la identificación

bacteriana y el estudio de la sensibilidad de forma concomitan-

te. Aún con excelente rendimiento, en relación con la mayoría

de las bacterias patógenas habituales, estos dispositivos, a—

fortunadamente, no incluyen en su oferta ni la indicación o ne-

cesidad de estudiar la sensibilidad a un microorganismo concre-

to, ni la interpretación “inteligente” de los resultados de la

sensibilidad.
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Las técnicas basadas en la dilución en medio sólido, comunmente

dilución en agar, han ido adquiriendo prestigio como modelos o

patrones del estudio de la sensibilidad. Frisk en 1945, empleó

este método para conocer la actividad de la penicilina frente

al neumococo30. Posteriormente, su rendimiento se incrementó

con el empleo de replicadores múltiples, cuyo exponente más ge-

nuino es el diseñado por Steers et al.31, que facilitan la a—

plicación al medio de un número importante, superior a 30, de

inóculos bacterianos diferentes. Ciertamente, la determinación

por dilución en agar de la concentración mínima inhibitoria

(CMI) de un antibiótico para un microorganismo ha tenido, y en

muchos ámbitos sigue teniendo, los máximos honores entre las

pruebas que estudian la sensibilidad.

En el momento actual, hay distintas versiones de estos métodos,

preconizadas por paises y entidades diferentes, con una elevada

coincidencia en cuanto a tecnología y criterios de interpreta-

ción, cada uno de ellos ampliamente utilizado en su área de in-

fluencia. En 1968 se crea en los EE.UU el National Committe for

Clinical Laboratory Standards (NCCLS>. Integrado por: expertos

en microbiología. antibioterapia y enfermedades infecciosas;

autoridades de la Food and Drug Administration y el Center for

Diseases Control; y representantes de la industria farmacéutica

y de tecnología microbiana, tiene constituido un subcomité para

el estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos que entien-

de específicamente de estos problemas y dicta las pautas a se-

guir32. Desde 1975. fecha en la que publicó su primer dictamen,

regularmente revisa sus normas mediante publicaciones periódi-

cas que denomina “tentative standard”, “proposed standard” y

approved standard”. En la actualidad, hay normas aprobadas y

vigentes tanto para la técnica de difusión con disco33, como

para las de dilución34, y el estudio de la actividad bacterici-

da de los antimicrobianos35. Las publicaciones del NCCLS son de

referencia en EE.UU y en otros muchos paises del mundo.

En Europa la dispersión normativa es algo mayor, esencialmente

en cuanto a los criterios de interpretación. En los Paises Es-

candinavos se siguen las recomendaciones del Swedish Reference

Group for Antibiotics (SIR)36;en Alemania los criterios del

Deutsches Institut fiir Normung (DIN>37; en los Paises Bajos las

propuestas del Werkgroep Richtlijnen Gevoeligheidsbepalingen
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en el Reino Unido las normas de la British Society for

Antimicrobial Chemotherapy (BSAC>39; en Francia las pautas de

la Societé Francaise de Microbiologie (SFM)40, En España tienen

más predicamento las publicaciones del NCCLS, aunque reciente-

mente se ha constituido la Mesa Española para la Normalización

de la Sensibilidad y Resistencia a los Antimicrobianos (MENSU—

RA>41, con el propósito de analizar la situación en nuestro

país y proponer criterios válidos que tiendan hacia un consenso

europeo como el propuesto, en 1989, por el European Committee

for Clinical Laboratory Standards42.

Con diferentes matices tecnológicos y de interpretación, que no

las distancian excesivamente, todas las publicaciones antes re-

feridas entronizan la CMI como parámetro patrón y referencia de

otras técnicas, y como valor imprescindible para la diferencia-

ción entre bacterias sensibles y resistentes. Además, coinciden

en resaltar la necesidad de la reproducibilidad metodológica y

de resultados, y la conveniencia de alcanzar por medio de dis-

tintos valores de CMI la predicción del resultado clínico. Así,

se encuentran en la literatura aseveraciones como estas: “el

objetivo esencial de los tests de sensibilidad es evaluar en el

laboratorio la respuesta de un microorganismo patógeno a varios

antimicrobianos y traducir estos hallazgos en resultados pre—

dictivos que aseguren el éxito terapéutico”43; o este otro ob-

jetivo del NCCLS “recomendar puntos críticos que permitan la

predicción de la eficacia clínica y proponer normas de control

de calidad que aseguren la reproducibilidad de las técnicas”32.

Mientras que la reproducibilidad metodológica y de resultados

es factible y deseable, aunque no a costa de plantearla como un

objetivo encorsetado que impida otros propósitos, la predicción

de la evolución clínica es mucho más multifactorial.

La CMI, como valor de referencia, ha estado y está constante-

mente “bajo fuego crítico” por legítimas razones científicas44.

rndudablemente, ha sobrevivido y continua jugando un importante

papel en la microbiología clínica y en la investigación en an—

tibioterapia. Tal vez, su solidez provenga de su necesidad y de

las dificultades para sustituirla por parámetros más convincen-

tes. En definitiva, si no la mejor técnica, al menos es la me-

nos mala. ¿Significa esto que debe ser seguida como “dogma de

fé” en la antibioterapia clínica?. Significa, obviamente, que

debe ser determinada siguiendo técnicas estandarizadas y alta—
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mente reproducibles; significa que deben conocerse y estimarse

los factores técnicos que influyen en el resultado final; y

significa que debe ser “leida” e interpretada con cautela como

un parámetro más a considerar en la elección terapéutica de un

ant imicrobiano

La CMI, tomada como punto de referencia, tiene la desventaja de

su punto final estático con respuesta a concentraciones de an-

tibiótico poco relacionadas, en muchas ocasiones, con las al-

canzadas “in vivO” después de la administracion de dosis de an-

tibiótico más o menos estandarizadas39. Además de expresar va-

lores relacionados con la bacteriostasis, sus mayores inconve-

nientes radican: en que el punto final es el resultado de una

se rie de eventos ocurridos durante la incubación; en que no

estima la actividad de concentraciones subinhibitorias ni eva-

lúa el efecto postantibiótico; y en definitiva, en que los fac-

tores que determinan el punto final son, en si mismo variables,

considerando los diferentes antibióticos y bacterias. Factores

que atañen al medio de cultivo. inóculo bacteriano, estabilidad

de los antibióticos, atmósfera, temperatura y duración de la

incubación, influyen decisivamente en la reproducibilidad de

los resultados, y cada vez son analizados con mayor rigor por

las publicaciones en uso33—35,39. Con todo, el parámetro de ma-

yor relevancia, sobre todo en la discriminación entre bacterias

sensible y resistentes, y en definitiva en la correlación “in

vitro “—“in vivo estriba en la elección de puntos críticos de

sensibilidad y resistencia.

Los denominados ‘breakpoints”, puntos críticos, o concentracio-

nes críticas, son estimados como valores de concentración de

antibiótico discriminatorios en la interpretación de los resul-

tados “in vitro”39. También, como criterios que categorizan una

cepa concreta como miembro de una clase de organismos con algu-

nas características de sensibilidad común, y con mayor conteni-

do crítico y humorístico, como una mezcla de ciencia, té y ne-

gocio45. Sea como fuere, la publicación de la BSAC reflexiona

adecuadamente estimando que los puntos críticos deberían ser el

resultado de consideraciones microbiológicas, farmacocinéticas

y clínicas39.

Desde el punto de vista microbiológico hay que tener en cuenta

que la distribución de CMIs varía con la especie, con los meca—
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nismos de resistencia involucrados en cada caso, y con cada uno

de los antimicrobianos, o menos estrictamente, con cada familia

o grupo de antibióticos, Así, puntos críticos que “caen” en los

valles de las distribuciones bimodales o polimodales, favorecen

más la diferenciación de poblaciones sensibles y resistentes,

mientras que los incluidos en distribuciones continuas propen-

den a la oscilación, dando lugar a resultados e interpretacio-

nes erróneas de marcada repercusión microbiológica y clínica.

La elección de puntos críticos para cada antibiótico y todas

las bacterias posibles infiere una generalización en muchos ca-

sos errónea, que lleva a clasificar como sensibles a cepas con

mecanismos de resistencia eficaces responsables de fracasos

clínicos. En este sentido, no parece descabellada la propuesta

de elegir tales concentraciones para cada binomio antibiótico-

especie bacteriana, agrupando después los de valores próximos.

Las consideraciones farmacocinéticas no son de menor trascen-

dencia. En teoría, una cepa es sensible si la CMI del antimi—

crobiano es alcanzada, al menos 2 ó 4 veces, en el suero del

paciente tras la administración de dosis terapéuticas. Parece

irrefutable que una infección tendrá más posibilidades de ser

erradicada, o sólo responderá a la terapia antimicrobiana, sí

en el lugar de la infección se alcanza una concentración activa

y adecuada, superior a la inhibitoria para el microorganismo

causal. Ahora bién, una serie de interrogantes están por dilu-

cidar: ¿deberemos considerar concentraciones séricas o tisula—

res?, ¿que parámetros farmacocinéticos son más relevantes, con-

centración máxima, vida media, área bajo la curva?, ¿cuantas

veces debe sobrepasarse la CMI para asegurar la eficacia?. La

realidad es que no se conoce bién la relación ideal entre pará-

metros farmacocinéticos, sensibilidad “in vitro” y respuesta

clínica, y en esta situación deberemos huir de posturas maxima-

listas en la categorización de una cepa como sensible o resis-

tente.

Las consideraciones clínicas son, con todo, las más dificiles

de explicitar. En realidad, las bases que establecen una reía—

ción coherente entre la sensibilidad “in vitro” y la respuesta

clínica no son fáciles de establecer. Es obvio que la correla-

ción microbiológica—clínica falla con estruendo en muchas oca-

siones. En teoría, la categorización de sensible para un micro-

organismo debería implicar una elevada probabilidad de respues—
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ta terapéutica a dosis estandar, y en el mismo sentido una cepa

resistente propendería al fracaso terapéutico de utilizar ese

antimicrobiano. Aún con un aceptable nivel de correspondencia,

no siempre se alcanzan los resultados previstos. El cúmulo de

factores puestos en juego por el paciente, responden de tal

grado de imprevisibilidad.

Con mayor o menor fortuna, las ciencias biológicas siempre han

pretendido ser ciencias exactas. La microbiología y la quimio-

terapia, como ciencias biológicas, no han renunciado a aplicar

criterios matemáticos como substratos de sus decisiones tera-

péuticas. En cierto sentido, las consideraciones acerca de la

CMI y sus implicaciones se han convertido en un manual de fór-

mulas, más o menos complejas, tendentes a acercar la ciencia a

la práctica y viceversa39,43,45. La normativa vigente en los

diferentes paises sobre la metodología e interpretación de las

pruebas de sensibilidad, descansa en la elección de dos puntos

críticos de sensibilidad (PCS) y resistencia <PCR> para catego—

rizar los microorganismos como sensibles, intermedios o de sen-

sibilidad indeterminada, y resistentes33,35,3641. Con base en

estos puntos críticos se establece la recomendación de utilizar

terapéuticamente un antibiótico u otro.

El PCS debería explicitar la sensibilidad intrínseca de un mi-

croorganismo carente de mecanismos importantes de resistencia,

y permitiría incluirlo entre los pertenecientes a la población

sensible, mientras que el PCR pone de relieve, más que aspectos

microbiológicos, el potencial farmacocinético del antimicrobia—

no46. Del análisis comparativo de las diferentes propuestas de

puntos críticos, sobre lo que parecería desacuerdo inicial, no

deja de ser gratificante observar cierto grado de similitud en

torno a un “punto teórico de consenso”, fijado en aquel valor

en el que más del 95% de los propuestos no difieren sino en una

dilución46. Las recomendaciones británicas (BSAC)39 y alemanas

<DIN)37 proponen puntos críticos bajos, que favorecerían más la

detección de la resistencia, y que en sentido clínico “están

más a favor del paciente”. Las propuestas del NCCLS34 y de la

5FM40 propenden a puntos críticos más altos, con mayor tenden-

cia a ampliar el rango de bacterias sensibles. En general, la

coincidencia es mayor en cuanto a puntos críticos que delimitan

resistencia, mientras que las mayores discrepancias estriban,

en sus dos terceras partes, en torno a los puntos que definen
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la sensibilidad46. Sin duda, la validación científica de los

puntos críticos requiere mayor precisión microbiológica y far—

macocinética, y ratificación clínica en un elevado número de

casos clínicos.

Este mismo ano, Courvalin ha publicado un excelente artículo de

opiniónen relación con la interpretación y posibilidades de las

pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos, en el que define

lo que llama “Interpretive Reading of Antimicrobial Susceptibi—

lity Testing”2. Esta “lectura interpretativa” del antibiograma

descansa en el análisis molecular de los posibles mecanismos de

resistencia que subyacen en cada fenotipo de resistencia y su

adecuada interpretación terapéutica. Su objetivo más práctico

es ofrecer una base lógica para la toma de decisiones terapéu-

ticas a la luz de los mecanismos de resistencia más usuales.

Para ello suscita 3 pasos que incluyen: la caracterización del

fenotipo de resistencia en base a un número concreto de anti-

bióticos de cada grupo; la deducción a expensas del fenotipo

del mecanismo, o mecanismos, de resistencia; y la inferencia, a

expensas del mecanismo de resistencia deducido, del fenotipo

establecido previamente.

Este inteligente planteamiento del problema, parte de la consi-

deración de los antibióticos, más que como entes individuales,

como miembros de grupos o familias, con características comunes

en cuanto a estructura, mecanismos de acción y resistencia, y

espectro de actividad. Afirma con evidente clarividencia, que

los límites de los ensayos al uso se alcanzan al obtener CMIs

que presuponiendo un eficaz mecanismo de resistencia, están por

debajo de los límites de categorización farmacocinética y clí-

nica más comunes. Tales límites estarían más perfilados y se-

rían “menos peligrosos” de establecerse como fruto de análisis

comparativo entre el fenotipo sensible de cada especie bacte-

riana, con los fenotipos de resistencia obtenidos con cada bac-

teria problema. Por añadidura, tal proceder hace factible la

distinción entre fenotipos comunes, fenotipos raros y lo que

llama fenotipos “imposibles”, de tal forma que la repetición en

la caracterización de estos últimos nos indicaría la verosimi-

litud de un nuevo mecanismo de resistencia,

Lamenta el autor, como evidente limitación de su propuesta, que

no todos los microbiólogos clínicos sean expertos en el amplio
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campo de la antibioterapia, y con algo de presunción afirma que

la lectura interpretativa de los tests de sensibilidad es el

patrimonio o la herencia de unos pocos felices expertos. De

cualquier forma, la lectura interpretativa es un intento de re-

conciliar enfoques distintos, microbiológicos y clínicos, de un

problema con distintas vertientes. Su fin último radica en fa-

cilitar al clínico los resultados precisos para su elección te-

rapéutica, llamando su atención sobre las combinaciones concre-

tas bacteria—antibiótico de mayor riesgo clinico.

En sintonía con esta línea de pensamiento, las conclusiones ob-

tenidas por nosotros como fruto de la experiencia adquirida en

los últimos 15 años, tras el “contacto” diario con los tests de

susceptibilidad a los antimicrobianos. nos hace discurrir por

el camino que propugna la delimitación de tres vertientes dis-

tintas pero interrelacionadas. De una parte estarían los aspec-

tos microbiológicos en tanto en cuanto la distinción entre sen-

sible y resistente, entre poblaciones sensibles y resistentes,

es, esencialmente microbiológica. Los aspectos farmacocinéticos

ocupan el segundo lugar, y en ocasiones, “un segundo lugar”,

particularmente con fármacos de elevado índice terapéutico que

alcanzan con facilidad concentraciones séricas y tisulares muy

elevadas. En último término, la delimitación al máximo posible

de los factores clínicos que contribuyen al éxito o al fracaso

terapéutico, y una definición más precisa de los mismos, permi-

tirían establecer una mejor correlación clínico—microbiológica.

En síntesis, nuestra propuesta en relación con estos aspectos

incluiría:

a> Avanzar en la estandarización de técnicas de difusión o di-

lución que ya han mostrado su validez equiparable, y asumir su

empleo como fruto de un amplio acuerdo. Además, seria muy de-

seable correlacionar los resultados de estas técnicas de detec-

ción fenotípica de la resistencia con los ofrecidos por los mé-

todos de biología molecular que ponen de manifiesto la resis-

tencia a nivel genotípico.

b> En la medida de lo posible, delimitar las concentraciones

críticas de sensibilidad y resistencia motivadas por los meca-

nismos de resistencia más habituales para las especies bacte-

nanas más frecuentemente aisladas, y la creación de una colec-

ción amplia de microorganismos con mecanismos genéticos y bio-
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químicos de resistencia bién conocidos.

c) Definir la sensibilidad—resistencia como propiedades inhe-

rentes a cada binomio especie bacteriana—antibiótico, mediante

la diferenciación de poblaciones basada en puntos críticos de

sensibilidad y resistencia microbiológica. CMIs inferiores al

PCSM delimitarían la población “plenamente sensible” carente de

mecanismos de resistencia aún de bajo nivel; CHIs superiores al

PCRM delimitarían la población “plenamente resistente” con me-

canismos de resistencia de alto nivel; CHIs comprendidas, para

cada caso, entre los PCSM y PCRM abarcarían a aquella población

“verosimilmente sensible”, pero con probables mecanismos de re-

sistencia de eficacia baja, a la que deberíamos prestar una

singular atención epidemiológica ante la posibilidad de su de-

rivación hacia la “zona resistente de pleno derecho”.

d> Tomando como guía estos puntos, creemos muy conveniente la

diferenciación de fenotipos de sensibilidad—resistencia, y el

análisis evolutivo de la resistencia en base a ellos, como pun-

to de partida en el reconocimiento “in vitro” de nuevos meca-

nismos de resistencia.

e) Establecer, para cada antibiótico, lo que creemos se debe

llamar “punto crítico farmacocinético” (PCF>. En principio, de-

bería corresponder a concentraciones séricas próximas a la

Cxnax, pero esto no sería óbice para estatuir PCE para otros

fluidos o tejidos del organismo. Su nivel sería el techo para

clasificar una cepa como sensible clínicamente, o para recomen-

dar el uso clínico de ese antimicrobiano. CHIs inferiores al

PCF pero por encima del PCRM, darían lugar a una categoría de

sensibilidad clínica indeterminada, que no haría recomendable

el uso clínico de ese antibiótico sino en situaciones de nece-

sidad real.

f) Em análisis más amplio de la correspondencia entre sensibi-

lidad—resistencia “in vitro” y evolución clínica de la infec-

ción. A este respecto, parece muy necesario la puntualización

más concreta de los parámetros que llevan a definir los resul-

tados microbiológicos y clínicos del tratamiento con antimicro—

bianos de la infección.
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2.3 RESISTENCIA CLíNICA

.

Conceptualmente, resistencia clínica es un término poco defini-

do, que debiendo hacer referencia a la relativización a aspec-

tos farmacocinéticos y clínicos de los resultados de los tests

“in vitro”, en muchas ocasiones se adscribe, exclusivamente, a

la evolución y resultados del tratamiento con antimicrobianos

de la infeccion. Considerada la resistencia clínica en esta Gí—

tima acepción, no deja de ser un eufemismo sin valor sustantivo

que llevó a Greenwood a afirmar que “extrapolar los resultados

de laboratorio a la situación clínica, no deja de ser un verda-

dero campo de minas”
47. En su opinión, la discrepancia entre

los resultados “in vitro” e “in vivo” son la resultante de dos

tendencias divergentes. Mientras los microbiólogos se afanan en

la consecución de la reproducibilidad sin considerar a fondo la

relevancia terapéutica, los clínicos, teniendo presente ejem—

píos de fracaso terapéutico con antimicrobianos activos “in vi-

tro” y viceversa, confían relativamente en los resultados del

laboratorio y buscan la seguridad en la polifarmacia y en el

uso masivo de antimicrobianos. La resultante de esta dinámica

no podría ser otra que la confusión, mientras que la racionali-

dad vendría de considerar la imposibilidad de llevar al labora-

torio el conjunto de circunstancias que se dan en un proceso

infeccioso. La estimación global, en cada caso, de la interre—

lación que existe entre los factores puestos en juego por mi-

croorganismo, antibiótico y paciente, nos acercaría mucho más a

la realidad, facilitaría la aproximación al concepto elusivo de

resistencia clínica, y permitiría alcanzar lo que en términos

clínicos se conoce como elección adecuada del tratamiento con

antimicrobianos48

Es muy cierto que las categorías de sensibilidad y resistencia

bacteriana a los antibióticos nacieron como una forma de expre-

sar al clínico responsable del tratamiento de la infección, los

resultados de las pruebas de sensibilidad realizadas en el la-

boratorio con la pretendida bacteria causal. En realidad, lo

que el microbiólogo expresa como “bacteria sensible” es com-

prendido generalmente por el clínico como “infección sensible”

a ese antimicrobiano. En muchas ocasiones tal aseveración, sino

falsa resulta equívoca, y la experiencia ha venido a constatar

el fracaso terapéutico con microorganismos etiquetados por el

laboratorio como sensibles49. Por el contrario, la asociación
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“bacteria resistente” con el concepto “infección resistente” se

ha refrendado con éxito aún más frecuentemente, y es esta cor-

relación la que ha permitido que las pruebas de sensibilidad

hayan mantenido su crédito durante cerca de medio siglo. Pare-

ce, por tanto, necesario, asegurar el concepto y el reconoci-

miento de la resistencia y a este fin deben dedicarse los máxi-

mos esfuerzos como primer paso para armonizar la correlación

Respecto del microorganismo causal, resulta irrenunciable cono-

cer su correcta identidad, estimar su virulencia, y “asegurar”

su sensibilidad por técnicas fiables y reproducibles. Teniendo

en cuenta las puntualizaciones esbozadas en los apartados refe-

rentes a la resistencia genotípica y fenotípica, parece conve-

niente reflexionar sobre el llamado “valor predictivo clínico”

de los tests de sensibilidad a los antimicrobianos
51. En este

punto, algunos autores han considerado “un mito” la predictibi-

lidad de los tests de sensibilidad en relación con la evolución

y el resultado clínico52. Sin embargo, la mayoría se inclina,

como postura más razonable, por considerar los límites intrín-

secos de dichos tests en cuanto a las variables metodológicas

que en ellos intervienen y en cuanto a su repercusión en el re-

sultado clínico11 ~ 53~~5• Como ya hemos comentado, resultan

esenciales los factores referentes a: medio de cultivo, estabi-

lidad de los antibióticos ensayados, inóculo bacteriano, atmós-

fera, temperatura y duración de la incubación, y lectura e in-

terpretación del punto final. Con todo, la elección de los pun-

tos críticos que delimitan la sensibilidad—resistencia, tiene

la máxima responsabilidad, y a este respecto no podemos deses-

timar que para algún autor, la arbitrariedad es su caracterís-

tica más sustantiva47.

De cualquier forma, resulta sorprendente la ausencia de estu-

dios bién diseñados al efecto, que evalúen la capacidad predic-

tiva clínica de los estudios de sensibilidad11. Lorian, en

1990, afirma que sobre 5.000 estudios de sensibilidad “in vi—

trW’ publicados en lengua inglesa en la última década, muy po-

cos analizan la relevancia que tienen en el resultado final del

tratamiento con antibióticos56. No obstante, el mismo autor en

un trabajo que incluye 298 pacientes evaluados a este fin, es-

tima en más del 80% la concordancia entre los resultados “in

vitro” y la evolución clínica de uno u otro signo56. Parece.
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por tanto, que las afirmaciones vertidas sobre el valor predic-

tivo de los tests de sensibilidad, son más bién fruto de la

subjetividad, que del análisis objetivo de los datos, A este

respecto, debemos señalar la “indeterminación” o la amplitud de

los términos en que se valoran los resultados microbiológicos y

clínicos del tratamiento con antimicrobianos. Con los paráme-

tros habituales, pueden coincidir la erradicación o la persis-

tencia del patógeno, con el éxito, la mejoria, o el fracaso

clínico. En este contexto, es imposible definir la resistencia

clínica como balance final del tratamiento. Con toda seguridad,

el valor predictivo clínico de los tests de sensibilidad se ve-

ría muy favorecido con una evaluación microbiológica en térmi-

nos más estrictos, y con una estimación “mas cuantitativa” del

resultado clínico.

A pesar de la indeterminación en que nos movemos, Stratton ha

efectuado recientemente una estimación del valor predictivo de

los diferentes tests de sensibilidad más comunes, analizando

por separado su repercusión en el paciente inmunocompetente y

en el inmunodeprimido, en términos de excelente, aceptable, ba-

jo y nulo
11. En general, siguiendo técnicas reproducibles, con-

sidera que el valor predictivo de las técnicas de sensibilidad

es más que aceptable, si se tienen en cuenta en cada caso, los

factores que atañen de manera específica al paciente como re-

ceptor del antimicrobiano y como huesped del microorganismo in-

fectante.

Otra vertiente determinante de la resistencia clínica, conside-

rada mejor como fracaso terapéutico, y además punto fundamental

en la elección adecuada del antibiótico, atañe a los aspectos

farmacodinámicos y farmacocinéticos inherentes al antimicrobia—

no1,57,58. Así, el efecto inhibitorio vs. bactericida, las ac-

tividades subinhibitorias y suprainhibitorias, el efecto depen-

diente del tiempo de actuación o de la concentración de anti-

biótico y el efecto postantibiótico, contribuyen a la actividad

antibiótica, y en muchos casos no pueden ser, o no son, valora-

das por los métodos “in vitro”. Por el momento, no se ha defi-

nido la interrelación entre farmacocinética y resultado clíni-

co. Las diferentes características de absorción, distribución,

unión proteica, metabolismo y eliminación, de los distintos an—

timicrobianos han de ser estimadas antes de producirse la elec-

ción terapéutica.
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Por otra parte, la interpretación de los tests de sensibilidad

se ha fundado en amplia medida, como ya hemos comentado, en la

comparación de la CMI con los niveles alcanzables en el orga-

nismo tras administrar una dosis terapéutica estandar. La inde-

cisión farmacológica acerca de los parámetros farmacocinéticos

más relevantes: Cmax sérica o tisular, área bajo la curva, pun-

to medio de la distribución, y las dudas respecto de las veces

que la CMI debe ser alcanzada, han contribuido a la confusión

respecto de los valores críticos de discriminación entre anti-

biótico “recomendable” o “no aconsejable”. Actualmente, y más

por la perentoriedad de elegir un parámetro que por la convic-

ción plena de su valor real, se estima que la Cmax de cada an-

tibiótico es el valor farmacocinético que debe aconsejar la e—

lección de puntos críticos59. Ello no es óbice, para que la e—

lección correcta del fármaco provenga, además, de la considera-

ción del resto de los índices que definen la farmacocinética de

un antimicrobiano

Finalmente, todos los factores relacionados con el paciente en

tanto que hospedador o indeseado anfitrión, son de la máxima

importancia en el resultado final del tratamiento48,60,61. La

historia previa de reacciones adversas, la edad, el embarazo,

las posibles alteraciones genéticas y metabólicas, la existen-

cia de disfunción hepática y renal, la concomitancia con facto-

res inmunosupresores, la presencia de cuerpos extraños, y muy

especialmente la localización del lugar de la infección y la

llegada del antibiótico al mismo, son circustancias esenciales

en la elección de un fármaco y determinantes en la correlación

microbiológica—clínica del tratamiento con antimicrobianos.

3. ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS: DESARROLLO Y PERSPECTIVA BIS-ET
1 w
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Los antibióticos betalactámicos (ABL) son el grupo terapéutico

más extenso y de mayor popularidad de entre todos los antimi—

crobianos. En la actualidad un número próximo a las 100 molécu-

las diferentes, provistas en su estructura del anillo betalac-

támico unido a diferentes grupos químicos, están disponibles

para ser utilizadas en el tratamiento de la infección bacteria—

na
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Su desarrollo, a lo largo de los pasados sesenta años, es una

concatenación de circunstancias y hechos, que después se van a

repetir a modo de matriz en el desarrollo de antimicrobianos

pertenecientes a familias distantes desde una perspectiva es-

tructural y biológica. Su origen natural, ligado a diferentes

hongos, Streptosyces, y bacterias fue progresivamente sustitui-

do por procesos semisintéticos o de síntesis total que mejora-

ron considerablemente el rendimiento. La profundización en los

mecanismos de acción y resistencia, y en consecuencia en la re-

lación estructura—actividad, ha permitido seleccionar sustan-

cias con dianas de acción específicas, dotadas de propiedades

de penetración intracelular y resistencia a la inactivación por

enzimas bacterianos, que poco a poco han expandido el espectro

antimicrobiano e incrementado hasta índices inverosímiles la

actividad intrínseca. Los estudios experimentales bién diseña-

dos y controlados en animales y humanos, han hecho posible, de

manera gradual, la consecución de fármacos con características

farmacocinéticas óptimas, dotadas de la mínima toxicidad para

las células eucarióticas y un amplio margen terapéutico, y con

excelente eficacia clínica. Todas estas son las razones que a-

proximan a los ABL al antibiótico ideal y las que justifican su

amplio empleo clínico.

Desde otra perspectiva, más relacionada en el tiempo con la

propia evolución de la etiología bacteriana de la patología in-

fecciosa, es preciso recalcar la constante respuesta ofrecida

por los ABL a los cambios cualitativos en el patrón e inciden-

cia de aislamiento a lo largo del último medio siglo, y a las

sucesivas modificaciones del perfil de sensibilidad como conse-

cuencia del predominio gradual de cepas con mecanismos de re-

sistencia cada vez más amplios y eficaces, desplegados por las

bacterias como respuesta al diseño y uso de nuevos antimicro—

bianos. Así se han desarrollado sucesivamente penicilinas, ce—

falosporinas, cefamicinas, antibióticos monobactámicos, inhibi-

dores de betalactamasas, penems y carbapenems, que integran hoy

la extensa familia de A13L62—65.

3.1 PENICILINAS

.

Esta dilatada historia, en cierta acepción “interminable” pués

su punto final no se ve próximo, comienza con la observación de
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Fleming1 en 1928 de la inhibición del crecimiento de S. aureus

por colonias de Penicilliani rubrum. más tarde correctamente i—

dentificado como Penicillium notatuui66. La obtención del pro-

ducto microbiológicamente activo, denominado penicilina, es di—

ficil, no obstante Fleming en 1932 aplica un filtrado del hongo

en el ojo de un paciente afecto de conjuntivitis por S. pneuuno—

niae con resultado positivo, que es ratificado ese mismo año

por Paine en el tratamiento de infecciones oculares por estafi-

lococo, neumococo y gonococo. En 1940 tiene lugar un paso ade-

lante sustantivo con la formación del grupo de trabajo de Ox-

ford, integrado esencialmente por Chain, Florey y Heatley, que

mejoran el rendimiento en la extracción de la penicilina, aun

cuando ponen de manifiesto la inestabilidad de la molécula. Ese

mismo año, Abraham y Chain constatan que el extracto de un cul-

tivo de E. coli inactiva la penicilina y adelantan la hipótesis

de un mecanismo de inactivación enzimática llamando al enzima

penicilinasa67. Las bases de la moderna antibioterapia estan

esbozadas en sus pasos iniciales a nivel experimental, y son

recogidas por Abraham et al. en un artículo publicado en Lancet

en 1941 que resume el esfuerzo de 10 años de investigación68.

En la década de 1940, la industria farmacéutica acepta el reto

que supone la obtención rentable de la penicilina. Trabajando

con mutantes inducidos por radiación de Penicillium chrysoge—

nus, que crece con mayor rapidez, se obtiene un rendimiento del

proceso de fermentación considerablemente mayor que con la cepa

original. Se constata que este material de fermentación es en

realidad una mezcla de sustancias relacionadas, corroborando

que las penicilinas son una familia de productos naturales es—

tructuralmente formadas por la fusión de dos anillos tiazolidí—

nico y betalactámico al que está unido un grupo acil. En 1943

el incipiente grupo Squibb prepara la primera penicilina en es-

tado cristalino puro. bencilpenicilina sódica o penicilina O, y

de ahí en adelante en el Reino Unido las diferentes penicilinas

se denominan con letras, X, G, F y K, mientras que en EE.UU se

significan con números. La penicilina O, elegida por sus pro-

piedades biológicas, se produce casi exclusivamente por fermen-

tación después de añadir la cadena lateral en forma de ácido

fenilacético como precursor. Dado que la síntesis total plantea

diversos problemas, esta vía parece más conveniente y así se

obtiene en 1948, utilizando como precursor el ácido fenoxiace—

tico, la penicilina V o fenoximetil penicilina, caracterizada
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por ser estable en medio ácido lo que permite su administración

oral69

El camino para las penicilinas semisintéticas parece iniciado,

aunque en muchas ocasiones la aceptación del precursor por el

hongo se realiza con dificultad. Se recurre a la modificación

química de penicilinas obtenidas por fermentación, y en 1957,

en un ensayo control llevado a cabo en ausencia del precursor

de la cadena lateral, se obtiene como producto natural el ácido

6—amino penicilánico (6—APA>, considerado en adelante como la

molécula base y punto de partida del amplísimo desarrollo de

las penicilinas70. Se trata de una molécula con estructura pe—

nam con un grupo amino en el carbono 6, obtenida en cantidades

considerables por fermentación, que también se ha logrado con

posterioridad por eliminación química o enzimática de la cadena

lateral de la penicilina G. Las modificaciones estructurales

que permite su molécula, por adición de diferentes radicales al

grupo amino en C
6 y los cambios que ello conlíeva en la activi-

dad antimicrobiana, facilitaron la consecución de nuevas peni-

cilinas con mayor espectro y actividad intrínseca
71.

La penicilina C se mostraba esencialmente activa frente a cocos

gram—negativos y gram—positivos, incluyendo la práctica totali-

dad de cepas de estafilococo. En 1944, Kirby, correlaciona la

producción de penicilinasa con la resistencia de 5. aureus a la

penicilina8. En 1948, el 50% de las cepas eran resistentes por

producción de penicilinasa y 10 años después la incidencia de

resistencia alcanzaba cifras próximas al 80%, En otras palabras

la penicilina O había dejado de ser útil en el tratamiento de

las infecciones por 5. aureus, y se precisaba una alternativa

eficaz. El desarrollo de penicilinas semisintéticas con elevada

estabilidad a la betalactamasa (Qla> estafilocócica no se hace

esperar. La meticilina, 2,6—dimetoxifenil penicilina, aparece

en 1960 como una solución válida a la producción de penicilina-

sa por su baja afinidad72. Nafcilina y oxacilina, provistas de

cadenas laterales relacionadas, mejoran su actividad intrínse-

ca. La introducción de uno o más halógenos en la molécula de la

oxacilina, permitió la síntesis de la cloxacilina, dicloxacili—

na y flucloxacilina, más estables a la inactivación metabólica

y absorbibles por vía oral62,63.

La síntesis de la ampicilina en 1961 y su posterior uso clíni—
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co, constituyen uno de los hitos más relevantes de la moderna

antibioterapia73. Se trataba de la primera penicilina de amplio

espectro activa frente a bacilos gram—negativos, que en aquel-

los momentos comenzaban a desplazar a los microorganismos gram—

positivos como causa más frecuente de infeccion. Sin duda, la

ampicilina constituye un antibiótico emblemático pués a las

propiedades de la penicilina O agrega su actividad frente a al-

gunas Enterobacteriaceae y Raemophilus. y la posibilidad de ad-

ministración oral. Despues, su biodisponibilidad por esta vía

seria mejorada con prodrogas del tipo de la hetacilina, pivam—

picilina, talampicilina y bacampicilina, y de manera más efi-

ciente con la síntesis de la amoxicilina, antimicrobiano con el

mismo espectro de actividad, mayor actividad bactericida frente

a algunos microorganismos y una excelente absorción y estabili-

dad oral74. Por otra parte, las características de los nuevos

ABL comienzan a diferenciarlos de la penicilina G inicial. En

1972, se sintetiza el mecilinam o ácido 6B-amidino peniciláni—

co, que se fija esencialmente a la PBP 2, poco activo en gram—

positivos y más eficaz en gram—negativos incluyendo Serratia y

alguna cepa de Proteus resistentes a la ampicilina75.

La actividad frente a BGNNF, Pseudomonas y Acinetobacter, fue

hastal967, una de las “asignaturas pendientes” de las penicili-

nas naturales y semisintéticas. En ese año la síntesis de la

carbenicilina mitiga este problema y evidencia que la introduc-

ción de un grupo carboxilo contribuye a incrementar el espectro

y proveer a la molécula de cierta estabilidad frente a las Blas

cromosómicas de gram—negativos76. La ausencia de absorción por

vía oral promueve la obtención de prodrogas en forma de a—car—

boxi ésteres, carindacilina y carfecilina, que mejoran parcial-

mente este problema, aunque sólo estan indicadas en infecciones

localizadas en sitios donde el fármaco se concentra de manera

más significativa.

A partir de la carbenicilina la investigación de nuevas penici-

linas se conduce a expensas de modificaciones en su molécula,

ticarcilina y sulbenicilina, o mediante la síntesis de deriva-

dos N-acil ureido o 2,3 dioxopiperacínicos de la ampicilina:

mezlocilina, azlocilina y piperacilina62,63. Todos ellos mues-

tran una mayor potencia que la carbenicilina, esencialmente

frente a P. aeruginosa, aunque a expensas de un efecto bacteri-

cida más bajo. En ningún caso, todas estas penicilinas semisin—
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téticas de amplio espectro muestran estabilidad a las Blas

plasmídicas de gram-negativos. objetivo alcanzado en 1982 tras

la síntesis de la temocilina o 6—metoxi ticarcilina, resistente

a la inactivación enzimática, pero inactiva frente a P. aerugi—

nasa y microorganismos gram—positivos77. El espectro de activi-

dad de esta última penicilina es la imagen especular o el nega-

tivo del de la penicilina G. En poco más de 50 años, la evolu-

ción en las propiedades de las penicilinas no ha sido sino el

reflejo de la evolución de la etiología de la infección, y de

los problemas de resistencia planteados por las bacterias en

respuesta a la síntesis de nuevos antimicrobianos.

3.2 CEFALOSPORINAS Y CEFAMICINAS

.

Las cefalosporinas constituyen un extenso grupo terapéutico de

antibióticos bactericidas, de espectro muy amplio y farmacolo-

gía diversa, cuyos efectos secundarios no son, generalmente, ni

graves ni frecuentes. Se puede afirmar, sin mucho riesgo, que

son antibióticos “cómodos” de prescribir y con fama de “segu-

ros” por la problemática poco complicada que suele acompañar a

su elección y utilización. Paradójicamente y a pesar de que su

indicación está reconocida como de 1~ elección sólo en infec-

ciones concretas y algunas en profilaxis, son ampliamente uti-

lizadas tanto en el medio hospitalario como en la comunidad64.

Su desarrollo adquiere el punto álgido a lo largo de la década

de 1970 y se ve muy beneficiado por la similitud de circunstan-

cias acaecidas años antes con la penicilina G, y por el amplio

conocimiento de la relación estructura—actividad generada en el

largo proceso de investigación de nuevas peniciíinas78,~9. Se

trata de una nueva “historia interminable” con principio en

1945, cuando Erotzu, en Cagliari <Italia), presupone un fenóme-

no de antibiosis natural en las aguas residuales de esa ciudad,

responsable de la baja contaminación por bacterias de origen

fecal80. Aisla un hongo, Cephalosporium acremonius, cuyo ex-

tracto tiene un amplio espectro de inhibición de microorganis-

mos gram—negativos, y a partir de ese momento el proceso histó-

rico de investigación seguido con la penicilina O se repite

aunque con mayor celeridad.

Inicialmente, se encuentran dos sustancias con capacidad anti-
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biótica: la cefalosporina P, un esteroide relacionado con el

ácido fusídico, y la cefalosporina N, un péptido inestable con

estructura próxima a la de las penicilinas. En 1953, de manera

“casi casual”, en un estudio cromatográfico diseñado para dife-

renciar más nítidamente la cefalosporina N, se obtiene un nuevo

producto, la cefalosporina 0, con una cadena lateral D—a—amino-

adipil, provista de una estimable estabilidad a la penicilinasa

estafilocócica y un espectro de actividad en el que se incluían

algunas bacterias gram—negativas81. Pocos años después, en

1961, Abraham y Newton82 desvelan la estructura de la cefalos—

porina C, que comienza a ser producida a nivel industrial por

diferentes compañías farmacéuticas, y algo más tarde, los mis-

mos autores establecen que el ácido 7—amino cefalosporánico (7—

ACA), producido por la hidrólisis ácida de la cefalosporina C,

es el equivalente del 6-APA y podría ser la estructura esencial

para el desarrollo de múltiples moléculas con propiedades bién

diferenciadas.

Estructuralmente, las cefalosporinas son compuestos muy intere-

santes, Tal vez, conforman la familia de antimicrobianos en cu-

yo desarrollo mejor se ha plasmado la búsqueda de un espectro

total motivado por la evolución de la etiología bacteriana de

la infección a lo largo del tiempo, y las posibilidades dc la

química farmacéutica para superar la inactivacion por Blas. A—

demás, y como otra constante, se ha ido detrás de la consecu-

ción de fármacos con características farmacocinéticas más favo-

rables, exentas de toxicidad para la célula eucariótica. El pr-

ecursor de toda la familia, ácido 7—ACA, es una molécula resul-

tado de la fusión de los anillos dihidrotiazínico y betalactá-

mico, de enorme versatilidad, que admite bién la adición de di-

ferentes radicales en 0i> 03 y C
7

78. Mientras que las sustitu-

ciones químicas en % y Cy afectan a la actividad antimicrobia—

na por inferir mayor estabilidad a las Blas o más actividad in-

trínseca, las modificaciones en C
3 varían las propiedades Lar—

macocinéticas del antibiótico
79.

Así, se han ido desarrollando, al menos, tres generaciones de

cetalosporinas, en las que progresivamente se ha buscado una

mayor estabilidad a las Blas plasmídicas y un espectro más di-

rigido hacia microorganismos gram—negativos, en detrimento de

su eficacia frente a bacterias gram—positivas64. En otro orden,

se ha pasado de fármacos de administración parenteral a otros
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con buena biodisponibilidad oral, sin disminución relevante del

espectro amplio ni de la actividad antibacteriana. En este sen-

tido, las cefalosporinas más antiguas, cefalotina y cefaloridi—

na, introducidas en la terapia antiinfecciosa a mediados de la

década de los 60, difieren notablemente de las más recientes,

cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefixima y cefdinir.

Las cefalosporinas primigenias, denominadas de la 1~ genera-

ción, cefalotina (1962) y cefaloridina (1964>, mostraban una

elevada actividad “in vitro” frente a microorganismos gram—po-

sitivos, Staphylococcus y Streptococcus excepto enterococo64.

Por el contrario, su espectro frente a gram—negativos estaba

limitado a E. coli, Klebsiella y P. nirabilis, siempre que la

producción de Bla no alcanzara niveles elevados. Los problemas

locales derivados de su administración parenteral y sus carac-

terísticas farmacocinéticas poco favorables, propiciaron el ha-

llazgo de otras moléculas de aplicación parenteral, cefazoli—

na83, cefapirina. ceforanida. o bién de administración oral,

cefalexina, cefradina, cefadroxilo, que sin aumentar el rendi-

miento microbiológico, si favorecían su utilización clínica. De

esta manera se configuró un conjunto de cefalosporínas conside-

radas, entonces y ahora, de elección en infecciones causadas

por los microorganismos citados y fármacos de primer orden en

la profilaxis quirúrgica64.

Las cefalosporinas de la 2~ generación ubicadas en la década de

1970 tanto a nivel de investigación como de aplicación clínica:

cefamandol84, cefuroxima, cefonicid, cefotiam y cefaclor, supo-

nen en conjunto un proyecto muy interesante64. La coinciden-

cia, en el tiempo, de su desarrollo con una etapa de amplia in-

vestigación en los mecanismos de resistencia a ABL, concita que

estas moléculas puedan considerarse, a modo de precursores, un

anteproyecto estructural para el diseño químico de ABL poste—

riores.Ciertamente, las modificaciones individualizadas en cada

una de las moléculas y las características que les infieren

dieron paso, pocos años más tarde, a modificaciones en conjunto

que determinaban la yuxtaposición en una sola molécula de las

propiedades de varias previas. Así, el grupo imino sustituido

de la cefuroxima, el 2—aminotiazol del cefotiam, y el N—tiote—

trazol del cefamandol, se van a repetir conjuntamente en muchos

ABL aparecidos a partir de 1980~~. En consonancia con ello, las

cefalosporinas de la 2~ generación amplian notablemente su es—
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pectro en relación con las previas, aunque como grupo pierden

cierta homogeneidad en la actividad microbiológica frente a

gram-negativos, de manera que, dentro de ciertos márgenes, cada

cetalosporina viene a ser más específica de una o varias espe-

cies. Desde una perspectiva clínica, han demostrado su eficacia

en infecciones graves por Enterobacteriaceae y, con la excep-

ción de cefamandol, pueden ser de elección en la patología in-

fecciosa comunitaria por H.influenzae y N. gonorrhoeae produc-

tores de ¡Ala64.

Las cefamicinas también suponen un proyecto estructural de gran

interes, aunque originalmente, como penicilinas y cefalospori—

nas, se obtienen de microorganismos del suelo. En 1972, y como

productos obtenidos en la fermentación a expensas de Streptomy—

ces lactamdurans, se diferencian las cefamicinas A, B y C, de

las que la última parece la más prometedora85. La presencia de

un grupo metoxi en posición Ya le otorga elevada resistencia a

las Blas plasmídicas, aunque parece ser el responsable de la

disminución de la potencia antimicrobiana frente a gram—positi-

vos

La cefoxitina es el antibiótico piloto del grupo, y además del

grupo metoxi posee en 713 un grupo tienilacetil en vez del ácido

a—aminoadípico de la cefamicina C, y en C
3 un grupo carbamoil

que incrementa “in vivo” la estabilidad metabólica
86. Sus apor-

taciones microbiológicas son sustanciales tanto en espectro,

primer ABL realmente eficaz en B. fragilis, como en proporción

de aislamientos de Enterobacteriaceae inhibidos, dada su resis-

tencia a la hidrólisis enzimática por las Blas plasmídicas, muy

frecuentes en esa familia bacteriana. Posteriormente, se han

desarrollado otras cefamicinas con ventajas marginales sobre lo

ofrecido por cefoxitina64; el cefmetazol es prácticamente su-

perponible a la cefoxitina y el cefotetan con un espectro coin-

cidente tiene mayor actividad intrínseca en microorganismos

gram—negativos. El uso clínico de las cefamicinas nunca ha sido

muy amplio, aunque se han mostrado eficaces en el tratamiento

de infecciones intraabdominales y pélvicas, en las que la par-

ticipación de Bacteroides es relevante, y también han sido pre-

conizadas en la profilaxis de la cirugía intraabdominal64.

Las cefalosporinas de la 34 generación, o cefalosporinas de los

años 80, suponen junto a otros MAL, monobactams y carbapenems,
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el intento más sólido y ambicioso de la quimioterapia antimi-

crobiana de alcanzar la quimera del antibiótico ideal, dotado

de amplísimo espectro de actividad, estabilidad a los mecanis-

mos de resistencia bacterianos, farmacocinética propicia para

la administración más cómoda y espaciada, y ausencia o minimi—

zación de efectos secundarios64, 87

Las aminotiazol—oxiimino cefalosporinas, cefotaxima88, ceftizo-

xima, cefmenoxima, ceftriaxona, cefpiroma y ceftazidima89, son

consideradas el grupo más genuino. Su analogía proviene de com-

partir en Cy el grupo 2—aminoatiazol “heredado” del cefotiam y

el grupo imino sustituido “tomado” de la cefuroxima. Estos ra-

dicales les otorgan, mayor resistencia a las Blas plasmidicas

clásicas y mayor actividad intrínseca, como consecuencia de la

mejor afinidad por las proteínas esenciales que fijan la peni-

cilina, y de las mayores posibilidades de entrada al interior

de la célula bacteriana79. En consecuencia, y aunque su activi-

dad “in vitro” frente a gram—positivos no aporta nada de inte-

rés en relación a las primeras cefalosporinas, son excepcional-

mente activas en gram—negativos, particularmente Enterobacte—

riaceae y también en Haeaophilus y Neisseria independientemente

de la producción de ¡Ala. Además, la ceftazidima, por su grupo

carboxipropil—oximino en C
7 que la diferencia de las demás, es

la única aminotiazol—oxiimino cefalosporina con importante ac-

tividad “in vitro” frente a P. aeruqinosa y algo inferior en

otros BGNNF
89.

La gravedad de las infecciones por P. aeruqinosa en un tipo de-

terminado de pacientes, y el reducido número de antibióticos

eficaces carentes de efectos indeseables, propició la investi-

gación de MAL con tal espectro. El precedente de las penicili-

nas semisintéticas, fue remedado con las cefalosporinas agre-

gando al núcleo central de la molécula radicales del tipo car—

boxipropil, carboxilo, sulfónilo y 2,3 dioxopiperazina79,87.

Así, además de la ceftazidima que bién pronto gana el merecido

crédito en el tratamiento de infecciones por este microorganis-

mo, surgen, cefoperazona, cefpiramida y cefpimizol, con un es-

pectro similar, y la cefsulodina, que tiene limitada la activi-

dad antimicrobiana a P. aeruginosa64
3

87. Moxalactam, un anti-

biótico oxa—f3-lactámico, con O en vez de 5 en C
1, un grupo me—

toxi en 7a, y un grupo carboxilo en 7B, fué un estimable inten-

to de aglutinar en una misma molécula el espectro de las amino—
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tiazol cefalosporinas, y la eficacia de las cefamicinas en B.

fraqilis90. Lamentablemente, su toxicidad en relación con los

mecanismos de coagulación desaconseja su uso y prácticamente

está descartado de los formularios antimicrobianos.

Las posibilidades de elevar el rendimiento clínico de estas ce—

falosporinas a expensas de replantear sus características far—

macocinéticas se buscaron, esencialmente, introduciendo nuevos

grupos químicos en c
3

79A’. De esta forma se fueron desarrol-

lando fármacos con propiedades en cierto modo dispares, no ab-

sorbibles por vía oral, por lo que la administración es exclu-

sivamente parenteral. Con la excepción de ceftriaxona y cefope—

razona que muestran eliminación hepática, el resto se excretan

fundamentalmente por vía renal como productos activos. La cefo—

taxima es metabolizada a su forma desacetilada menos activa,

eliminándose el 20%—40% de esta manera. La vida media de elimi-

nación oscila entre 1 hora para la cefotaxima y 8 para la cef—

triaxona, diversificando sus posibilidades terapéuticas. Sin

duda, la característica más relevante de estos fármacos es su

capacidad de pasar la barrera hematoencefálica con las meninges

inflamadas, lo cual permite para la mayoría, alcanzar niveles

terapéuticos en LCR sin recurrir a la vía intratecal. Todo el-

lo, y los efectos secundarios no frecuentes y de moderada tras-

cendencia clínica, han hecho de las cefalosporinas de 34 gene—

racion, antimicrobianos eficaces y seguros cuyo empleo es cada

dia más comun.

En los últimos 4 años se ha sugerido la conveniencia de “abrir

cauce” a una nueva generación de cefalosporinas, que se denomi-

narian de 44 generación, y que albergaría a un grupo interesan-

te de nuevas moléculas de administración oral, algunas desarro-

lladas como prodrogas, que persiguen unificar en la misma molé-

cula el espectro de las anteriores y la comodidad de su admi-

nistración. Así nacen, sucesivamente, ceftetrame, cefetamet,

cefixima, cefpodoxima y cefdinir, que a su biodisponibilidad

oral añaden un espectro amplio en gram—negativos, aunque son

inactivas en 1’. aeruginosa. y, generalmente, y mucho más redu-

cido frente a gram—positivos. La posibilidad de continuar en el

medio extrahospitalario, el tratamiento de infecciones graves

por gram—negativos, debería ser el enfoque más conveniente de

estas nuevas cefalosporinas.
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3.3 MONOBACTAMS, INHIBIDORES DE BETALACTAMASAS Y CARBAPENEMS

.

El éxito en la consecución de nuevos MAL con características

microbiológicas y farmacocinéticas estimadas casi quiméricas

años atrás, refuerza la investigación en nuevas sustancias con

capacidad antibiótica producidas por microorganismos. En este

sentido, y en pocos años, se avanza considerablemente en el es-

tudio de nuevos antibióticos producidos por bacterias de los

géneros Gluconobacter, Acinetobacter, Pseudouonas y Chromobac—

terium, y en Strepto¡nyces. Los resultados no se hacen esperar,

y la década que comienza en 1980 es prolija en el desarrollo de

antibióticos monobactámicos y carbapenémicos, y en otro tipo de

MAL carentes de actividad antibacteriana relevante “per se’~, si

bién estan dotados de un potente efecto inhibidor de betalacta—

masas 65

Los monobactams son antibióticos monocíclicos, naturales y de

síntesis, caracterizados por tener solamente el anillo 13—lactá—

mico con diferentescadenas laterales en C1. C3 y C4
91. El sul—

fazecin (1979), es un monobactámico natural obtenido de p. acx—

dophila, que principia una serie de múltiples sustancias proce-

dentes de bacterias, caracterizadas por poseer el anillo 2 oxo-

azetidina-1 ácido sulfónico, una cadena lateral acil en 313, y

un grupo metoxi en 3a. El denominado SQ 26,180, procede de C.

violaceuxn y es la base para la obtención de diferentes monobac—

támicos de síntesis, en un intento de mejorar la moderada acti-

vidad antimicrobiana de los productos naturales. La síntesis

química posibilita la adición al núcleo central, de los dife-

rentes radicales con actividad específica de penicilinas y ce—

falosporinas, en un proceso de antimicrobianos “a medida”. Sor-

prendentemente, el eficaz grupo metoxi dificulta la síntesis de

antibióticos con estabilidad química. Por el contrario, su re-

emplazo por hidrógeno y la introducción de grupos aminotiazol—

oxima en 313 y 4—alquil, da lugar a antimicrobianos similares a

las cefalosporinas de 3~ generación.

El aztreonam es el primer monobactam de síntesis con excelente

actividad en gram—negativos, aunque exento de la misma en gram—

positivos y anaerobios por carecer de afinidad sobre sus PBPs

esenciales92. Sus características antibacterianas y su activi-

dad frente a Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Haeniophilus y

Neisseria, son superponibles a los de las cefalosporinas de 3~
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generación, aunque es hidrolizado por la ¡Ala de Xl. oxytoca.

Se administra exclusivamente por vía parenteral y es muy ade-

cuado, por su único anillo, para pacientes hipersensibles a o-

tros MAL. En un intento de potenciar sus propiedades y conse-

guir la biodisponibilidad oral, en los últimos 6 años se han

desarrollado con relativo éxito, diferentes monobactámicos de

síntesis. El carumonan, es un antibiótico parenteral con mayor

estabilidad a 1<1, similar espectro de actividad que aztreonam y

2/4 veces más activo en Enterobacteriaceae y P. aeruginosa. Pi—

razmonan. con un grupo piperazina, ofrece mayor actividad sola-

mente en P. aeruginosa.

Los monobactamicos orales se inician con el oximonam, provisto

de un grupo acetoxi en C1, inactivo en P. aeruqinosa y menos

activo que aztreonam en otros gram—negativos. Tigemonan posee

un grupo carboximetil en C3 y dos grupos metil en C4, y parece

más estable que aztreonam a K1. Su actividad es inferior en En—

terobacteriaceae, es inactivo en P. aernginosa, e incluye en su

espectro algunas cepas de Streptococcns. Los monocarbans son

MAL monocíclicos con un grupo sulfonilaminocarbonil y diferen-

tes radicales en C1. El U—78608 es el más representativo y sólo

superior a aztreonam en P. aeraginosa. En síntesis, ninguno de

los nuevos monobactámicos supera claramente al aztreonam, un

antimicrobiano de reconocido prestigio en el tratamiento de in-

fecciones por gram—negativos. Ello, unido a problemas de dife-

rente etiología surgidos en las fases experimentales, han de-

terminado que, por el momento, ningún otro monobactam distinto

del aztreonam esté introducido en la práctica clínica.

El periodo comprendido entre los años 1965 y 1980 es pródigo en

hallazgos que van a solidificar la interdependencia Blas—MAl.

En la medida que se van conociendo mejor los diferentes aspec-

tos bioquímicos y cinéticos de las Blas, se desarrollan progra-

mas de investigación dirigidos a potenciar la búsqueda de sus-

tancias naturales que contrarresten la actividad enzimática.

Dos grupos de compuestos se delimitan con nitidez: inhibidores

de Blas sin otra actividad antimicrobiana, y penems y carbape—

nems, con un singular efecto inhibidor al que se añade un am-

plísimo espectro antimicrobiano
65.

Los inhibidores de Blas se caracterizan por una elevada afini-

dad por los enzimas, que les permite proteger de manera selec—
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94

tiva a otros AM lábiles a la acción hidrolítica93, . El más

representativo, a. clavulánico, se obtuvo como producto natural

de 5. clavuligerus, y asociado a amoxicilina y ticarcilina, ha

alcanzado un prestigio singular en el tratamiento de infeccio-

nes causadas por microorganismos productores de blas plasmídi—

cas95, 96, posteriormente, sulbactam, asociado a ampicilina, y

tazobactam, asociado a piperacilina, han evidenciado eficacia

en un ámbito similar al del a. clavulánico, y en cierto sentido

poseen un efecto inductor de Blas cromosómicas inferior al de

aquél97. Recientemente, el compuesto BRL 427155 asocia al po-

tencial de inhibición de los anteriores sobre enzimas de codi-

ficación plasmídica, un extenso poder inhibitorio de Blas cro—

mosómicas, con ausencia de efecto inductor, abriendo un intere-

sante camino en la consecución del “inhibidor total”98. Es in-

teresante resaltar que estas moléculas con estructura betalac—

támica también son inhibidores de la mayoría de las nuevas Blas

plasmídicas de espectro ampliado, caracterizadas desde 1983,

que comprometen seriamente la eficacia de penicilinas, cefalos—

porinas y monobactams.

Los penems son antimicrobianos de síntesis, con estructura pró-

xima a las de las penicilinas de las que se diferencian por te-

ner un enlace insaturado entre los carbonos 2 y 3. Tienen un

espectro amplio, con actividad en gran negativos, excepto en P.

aeruqinosa. Se han desarrollado hasta fases muy avanzadas di-

versos compuestos de administración parenteral, FCE—22101, SCH—

34343, y otros absorbibles por via gastrointestinal, SCH-29482,

SUN-5555 y FCE-22891 como acetoximetilester de FCE—22101. En

cierto sentido se les podría calificar de “ABL malditos”, toda

vez que problemas de inestabilidad, y otros relacionados con

efectos secundarios indeseables, han limitado de manera absolu-

ta su aplicación clínica.

El complejo conocido como ácidos olivánicos, obtenido como pro-

ducto de la fermentación de 5. olivaceus, fue el resultado más

incipiente de los programas de investigación de inhibidores de

Blas, dotados, además, de actividad antimicrobiana amplia99. La

caracterización de su estructura revela la presencia de un nu—

cleo carbapenem en el que se ha sustituido el azufre del anillo

penam por un átomo de carbono. Algo después, en 1978, y par-

tiendo de 5. cattteya, se encuentran en España en mezclas de

fermentación, tienamicina, N—acetil tienamicina y N—acetildehi—
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drotienamicina, también con el núcleo carbapenem como estructu-

ra central, y un grupo hidroxietil en 06 que les confiere una

gran estabilidad a las Blas100. La investigación de nuevos car—

bapenems con un grupo hidroxietil en trans dio lugar al desar-

rollo sucesivo de otros a. olivánicos, tienamicinas semisinté-

ticas, carpetimicinas Cstreptomyces spp, 1980), asparenomici-

nas (5. tokunononesis y s. argenteolus, 1981>, pluracidomici-

nas <5. sulfonofaciens, 1982), y carbapenems de la serie PS

(S. cremeus, 1984>. La inestabilidad química y metabólica y el

pobre rendimiento de las vías semisintéticas ha determinado que

la mayoría se hayan quedado por el camino, en diferentes fases

experimentales

El imipenem, N-formimidoiltienemicina, resultado de la estabi-

lización de la tienemicina, es un excelente antimicrobiano con

amplísimo espectro de actividad101. La presencia del grupo hi—

droxietil en 06 posibilita una gran estabilidad frente a la ma-

yoría de las Blas, exceptuando algunas de tipo metaloenzima in-

dividualizadas en Flavobacteriu¡n, Xanthomonas, Aeromonas y Bac—

teroides, y en cepas aisladas de Enterobacter y Serratia. La

existencia de un grupo alquiltio en 02, y su buena penetración

a través de la ME dado que es un compuesto zwitteriónico, hacen

posible una elevada actividad intrínseca frente a la mayoría de

las bacterias gram-negativas, excepto en Proteus, y gram—posi-

tivas. La hidrólisis por la dehidropeptidasa 1 renal (DHP 1).

su elevado poder inductor de Blas cromosómicas inducibles, aun-

que no es selector de cepas con producción desreprimida, y el

desarrollo de resistencia en infecciones por P. aeruqinosa, son

los escasos aspectos negativos, que estimularon el desarrollo

de otras moléculas relacionadas estructuralmente.

El meropenem, un nuevo carbapenem con excelentes expectativas,

difiere de imipenem por disponer de un grupo metil en C
1 que le

otorga resistencia a la DPH 1, y un grupo dimetilcarbamoilpir—

rolidintio en 02 que le confiere mayor actividad intrínseca en

gram—negativos
102. Blinda la PBP

2 y además la PBP3, es tan re-

sistente como el imipenem a todas las Blas plasmídicas y peor

inductor de Blas cromosómicas inducibles. El meropenem es 2/16

veces más activo que imipenem en Enterobacteriaceae; 2/4 veces

en P. aeruqinosa; 2/8 veces menos activo en gram—positivos; e-

quiparable en anaerobios; y como imipenem inactivo en X. mnalto—

philia, SAMR y E. taecius. Ofrece una actividad bactericida si-
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milar a la del imipenem. aunque más lenta, y tiene mayor efecto

postantibiótico en Enterobacteriaceae •Los primeros datos far—

macocinéticos indican que no parece necesaria la asociación con

la cilastatina. LJC 10627 es un nuevo carbapenem también pro-

visto de un grupo metil en Ci y resistente a la DHP 1. Semejan-

te al meropenem, ambos suponen el proyecto más prometedor en el

desarrollo de nuevos carbapenems.

4. MEMBRANAEXTERNA Y RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS BETALACTAMI-ET
1 w
245 575 m
526 575 l
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Los mecanismos de resistencia bacteriana más frecuentes suponen

la inactivación del antibiótico después de penetrar en el inte-

rior de la célula, y/o la falta de reconocimiento del lugar

diana donde ejercen su accion. Existe, además, un mecanismo co—

mun a la mayor parte de las bacterias, esencialmente gram—nega—

tivas, debido a la existencia de una “membrana extra” en la su-

perficie, denominada membrana externa (ME), que actua como una

barrera de permeabilidad que dificulte y a veces impide la en-

trada de antimicrobianos al interior de la célula. Este efecto

“disminuidor” de la eficacia de los antibióticos se ejerce de

forma universal sobre todos los grupos de antimicrobianos. Con

relación al amplio grupo de antibióticos betalactámicos (ABL>,

tal efecto es pontenciado por la presencia de betalactamasas

(rAía> en el espacio periplásmico con efectiva capacidad hidro-

lítica del antibiótico. Ambos efectos de barrera, actuando si—

nérgicamente, dificultan la llegada del ArAL a su lugar diana,

PBPs, y deben de ser estudiados de forma relacionada.

4.1 ESTRUCTURADE LA MEMBRANAEXTERNA

.

Las bacterias gram—negativas estan literalmente envueltas por

la ME, protección de la que carecen los microorganismos gram-

positivos. En su estructura se diferencia una doble capa lipí—

dica que confiere baja permeabilidad tanto a solutos hidrofóbi-

cos, como presumiblemente, también, a compuestos hidrofilicos.

En consecuencia, las posibilidades de entrada de nutrientes y

la salida de productos secundarios de deshecho, se realiza a

expensas de canales inespecíficos formados por proteínas deno-

minadas porinas. Además, algunos microorganismos y en determi—
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nadas situaciones, utilizan otras vías de permeabilidad más es-

pecíficas. Tanto la estructura y funciones de la ME, como las

posibilidades de difusión de ArAL a través de ella, han sido am-

pliamente revisados en los últimos años103-106.

4.1.1 DOBLE CAPA LIPIDICA

.

Como en la mayoría de las membranas biológicas, en la ME bacte-

riana el componente estructural básico es una doble capa lipí-

dica. De manera diferente a otras membranas usualmente muy per-

meables a solutos lipofílicos, la ME ofrece una permeabilidad

muy baja a sustancias hidrofóbicas103. Diversos estudios reali-

zados con microscopia electrónica y con técnicas de modifica-

ción y digestión enzimática han demostrado una elevada asime-

tria para la ME. En su estructura se distinguen dos capas bién

diferenciadas: una externa constituida esencialmente por lipo—

polisacáridos de muy baja permeabilidad, y otra interna, inte-

grada por glicerofosfolípidos más proclives al paso de molécu-

las hidrofóbicas. Según esta disposición, se puede asumir que

la parte externa lipopolísacarídica puede actuar como una bar-

rera de permeabilidad muy efectiva, debido a que las cadenas

hidrocarbonadas unidas covalentemente dan lugar a una estructu-

ra casi cristalina y mucho menos fluida que la que forman la

capa interna de tosfolípidos107. Además, esta parte exterior de

la b¶E contiene residuos cargados negativamente que determinan

una estructura en malla, obstáculo adicional al paso de catio-

nes divalentes103.

Que la resistencia bacteriana es debida, en parte, a la ME lo

evidencian los estudios de sensibilidad realizados después de

que la estructura en doble capa haya sido alterada por modifi-

caciones de su componente lipolisacarídico. Diversos mutantes

de E. ccli y 5. typhiaurium muestran alteraciones en sus cade-

nas de lipopolisacáridos, con moléculas de fosfolípidos situa-

dos hacia el exterior de la membrana, que confieren mayor per-

meabilidad para sustancias hidrofóbicas. El resultado, conside-

rando valores de CMI, no difiere mucho del obtenido tras la ac-

ción de EDTA que remueve la estructura de la capa de lipopoli—

sacáridos.
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4.1.2 PORINAS

.

Las bacterias gram—negativas, ante las dificultades de difusión

a través de la doble capa lipídica, han establecido vías alter-

nativas poco especificas que facilitan la llegada de los más

diversos nutrientes al interior de la célula. Esta difusion in-

específica se efectua, casi exclusivamente, a expensas de pon—

nas — Omp. outer membrane protein — o proteínas de peso molecu-

lar intermedio, PM 30—40.000 D, que forman canales de difusión

que contribuyen a incrementar de forma importante la permeabi-

lidad de la ME108. Los antimicrobianos, muchos de ellos de ca-

racter hidrofóbico, utilizan preferentemente la vía porina para

alcanzar el espacio periplásmico. En E. coli, la mayoría de A¡AL

llegan al interior de la célula bacteriana a expensas de los

canales porina, y otros antibióticos como los aminoglicósidos,

tetraciclina y cloranfenicol siguen, en todo o en parte, dicha

vía109.

Las porinas se han estudiado con mayor profundidad en Entero—

bacteriaceae y más concretamente en E. cali. Constituyen una de

las proteínas más abundantes, 10~ copias por célula, y muestran

una estructura en forma de trímeros muy estables. En otros mi-

croorganismos adoptan la estructura en dímeros e incluso en mo-

nómeros. En Enterobacteriaceae, con la excepción de los géne-

ros Proteus, Morganella y Providencia, las porinas muestran e—

levada homología secuencial103 ,1~0• En E. coil se han caracte-

rizado dos porinas esenciales, OmpF y OmpO. que forman canales

de 1,2 y 1,1 nm respectivamente, y una tercera. Omp PhoE, en

medios deficientes en fosfato. En 5. typhimurium se han descri-

to OmpE, OmpC y OmpD. Su síntesis es regulada por las condicio-

nes ambientales, osmolaridad y temperatura, cuyas modificacio-

nes favorecen la producción preferente de una sobre las demás.

Aunque se trata de canales no específicos, la tasa de penetra-

ción esta influenciada por las propiedades fisico—quimicas de

cada compuesto. El tamaño molecular juega un papel preponderan-

te, y dado el estrecho diámetro de las porinas esenciales in-

cluso el paso de moléculas pequeñas puede entrañar alguna difi-

cultad, En E. cali, los canales porina son responsables del 90%

de la entrada de los MAL al espacio periplásmico. Su discreto

tamaño molecular, inferior a 700 D, y el elevado número de po—

rinas por célula, hace posible la permeabilidad a niveles acep-

tables.
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4.1.3 VíAS ESPECIFICAS ALTERNATIVAS

.

La célula bacteriana necesita para su desarrollo de algunos nu—

trientes que difunden pobremente a través de las porinas. Ante

tal situación, las bacterias gram—negativas utilizan vías espe-

cíficas de difusión para sustancias como las maltodeXtrinas, la

vitamina B12 o complejos de hierro, cuyo tamaño impide el paso

por los canales porina
103. Estas vías son demasiado específicas

para permitir la entrada de antimicrobianos al citoplasma, aun-

que algunos microorganismos como P. aeruqinosa. que plantean

problemas serios de permeabilidad por conductos inespecíficos,

sintetizan proteínas que mejoran la permeabilidad para algunos

MAL.

4.2 PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANAEXTERNA

.

La permeabilidad de la ME a los antimicrobianos es un fenómeno

multifactorial, no solo por las diferentes caminos que la hacen

posible, sino también porque intervienen distintos factores:

hidrofobicidad, tamaño y carga molecular, de cuya conjunción se

derivan las concentraciones alcanzadas en el espacio periplás—

mico. Las características más relevantes de este fenómeno se

han estudiado de forma preferente tomando como modelo E. ca—

‘u11

4.2.1 FACTORES RELATIVOS A LA PERMEABILIDAD

.

La hidrofobicidad de cada compuesto es el primero de los facto-

res que intervienen en el grado de permeabilidad. Distintos he-

chos experimentales han sugerido una relación inversa entre hi—

drofobicidad y permeabilidad, que influye en sentido negativo

en la eficacia de los MAL como antimicrobianos. Zimmermann y

Rosselet demuestran tal correlación inversa en E. coli, utili-

zando un método que evalúa de forma combinada la permeabilidad

y la hidrólisis enzimática en el espacio periplásmico109. Ni—

Raido et al. encuentran una correlacion similar estudiando la

penetración en E. cali de diversas cefalosporinas de 1~ gene-

ración112. Aplican un método de trabajo que determina el coefi-

ciente de partición etanol/agua como indicador de hidrofobici-

dad, y afirman que un incremento de 10 veces en el coeficiente
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de partición ocasiona una disminución de 5 veces en la tasa de

permeación a través de OmpF. Estos resultados fueron confirma-

dos con posterioridad por Yoshimura y Nikaido para penicilinas

y cefalosporinas de las tres generaciones, quienes advierten

que algunos compuestos no siguen esta norma con fidelidad111.

En general, la hidrofobicidad de un ABL parece modificarse en

relación con la estructura química, de forma que la sustitucion

del átomo de azufre en posición 1 por oxígeno - oxicefalospori-

nas - conlíeva menor hidrofobicidad y en consecuencia mayor ta-

sa de penetración a través de la ME113. Nikaido y Rosemberg po-

nen de manifiesto ciertas diferencias en la interrelación hi-

drofobicidad/porinas en E. co1i112. Demuestran que en estudios

con proteolisosomas la hidrofobicidad afecta más a OmpO que a

OmpF, tal vez en función del menor diámetro de la primera. Los

ensayos con células intactas evidencian, por el contrario, un

efecto similar de la hidrofobicidad para ambas porinas. Consi-

deradas como grupo, existe una pequeña diferencia en la hidro—

fobicidad de penicilinas y cefalosporinas. Aunque diversos da-

tos experimentales sugieren que las penicilinas difunden algo

mejor a través de la doble capa lipídica, la generalización es

dificil pués es preciso comparar compuestos con radicales idén-

ticos. En este sentido parece que la naturaleza de los sustitu—

yentes es la que determina las diferencias observadas en el a—

nálisis comparativo de los diferentes ArAL.

En sentido amplio, el tamaño molecular parece tener una in-

fluencia decisiva en la penetración de diferentes solutos a

través de la ME. No obstante, esta norma de comportamiento tie-

ne menos importancia en relación con los ArAL, toda vez que su

tamaño molecular, entre 350 y 450 D, es lo suficientemente pe—

quefio para no interferir de forma relevante la entrada al inte-

rior de la célula bacteriana105. De cualquier forma se advier-

ten algunas diferencias cuando se analiza el paso por la ME de

nuevos MAL, mas voluminosos estereoquimicamente como consecuen-

cia de la adición de radicales mayores. Piperacilina y cefope-

razona, difunden marginalmente a través de OmpF como consecuen-

cia de su tamaño inusual. Las cefalosporinas con un grupo oxi—

imino, cefuroxima, cefotaxima, ceftizoxima, ceftriaxona y cef—

tazidima, también difunden algo peor que lo que correspondería

por su hidrofobicidad111.
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Finalmente, la carga molécular es el último factor a considerar

cuando se tratan de determinar los niveles de entrada de los

distintos MAL en el espacio intracelular. Yoshimura y

Nikaido111 en 1985, y Nikaido et al.114 en 1990 establecieron

la tasa relativa de difusión a través de OmpF y OmpO en E. co—

II, para diferentes ArAL. En general los compuestos zwiterióni-

cos, ampicilina, cefaloridina, cefalexina, cefpiroma e imipe—

nem, difunden más rápidamente que el resto. Las moléculas mono—

aniónicas, cefazolina, cefoxitina, ceftizoxima, cefotaxima, o—

cupan un lugar intermedio en el rango de permeabilidad, y los

MAL dianiónicos muestran tasas de difusión inferiores como con-

secuencia del potencial Donnan negativo.

4.2.2 EFECTO DE BARRERA Y EFICACIA ANTIMICROBIANA

.

La eficacia de un antimicrobiano en su función inhibitoria y

bactericida, radica en alcanzar su lugar diana en concentración

suficiente y en ser “aceptado” o “reconocido” por ella de mane-

ra que pueda desarrollar su accion. Los ABL en absoluto se sus-

traen a estas premisas y además de requerir concentraciones pe-

riplásmicas que posibiliten la inhibición de las PBPs, requie-

ren que estas concentraciones no se vean modificadas por la ac-

ción hidrolítica de las ¡Alas situadas en dicho espacio peri—

plásmico. Por tanto, la eficacia de los ABL en gram—negativos

no está condicionada exclusivamente por la mayor o menor per-

meabilidad de la ME — “efecto barrera de la ME” — sino que de-

pende de la interrelación entre dicho efecto, el efecto hidro-

lítico de las Blas periplásmicas — efecto barrera de las Blas —

y la afinidad por las distintas pBPs esenciales de cada micro-

organismo. Ambos efectos de barrera actúan sinérgicamente y

contribuyen a disminuir la eficacia de los ArAL.

Si los factores que intervienen en la permeabilidad ya han sido

considerados, para poder evaluar el efecto sumatorio de ambos

mecanismos conviene precisar que las limitaciones atribuidas a

las Blas son casi exclusivamente hidrolíticas y no debidas a un

fenómeno de obstaculización tísica del ABL en su camino hacia

su lugar diana. En 1983, Sanders emite una imaginativa hipóte-

si5 que atribuye la resistencia a los nuevos ArAL en Enterobac—

teriaceae y Pseudomonas, a un fenómeno no hidrolítíco de “atra—

pamiento” o “efecto esponja” en el espacio periplásmico115. Se-
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gún esta teoría, las moléculas de antibiótico son bloqueadas

por el elevado número de moléculas de rAía existentes como con-

secuencia de la hiperproducción enzimática ocurrida después de

la desrepresion. Aunque posteriormente analizaremos más amplia-

mente la resistencia por Blas, conviene precisar aquí que tal

efecto, aunque posible en situaciones concretas, no es decisivo

en la resistencia. Estudios posteriores pusieron luz sobre as-

pectos no tenidos en cuenta en los trabajos inciciales. Por una

parte no se evaluó la hidrólisis enzimática a bajas concentra-

ciones, similares a las que se alcanzan en el espacio periplás—

mico. Por otro lado se atribuyó una resistencia absoluta de los

nuevos ArAL a la Blas cromosómicas inducibles, que en mayor o

menor grado son capaces de hidrolizar la mayoría de los AI3L. Vu

y Nikaido en 1985, después de efectuar un análisis cuantitativo

del fenómeno en E. cloacae, muestran que el “trapping” peri—

plásmico da lugar a niveles de resistencia extremadamente ba-

jos. mientras que la hidrólisis enzimática explica el elevado

nivel de resistencia 116

4.2.3 ESTIMACION CUANTITATIVA DEL EFECTO DE BARRERA

.

La relevancia que la ME tiene en el paso de los ABL al cito-

plasma bacteriano es dificil de cuantificar en términos absolu-

tos. Los MAL no pueden clasificarse de manera tajante en dos

grupos: capaces e incapaces de pasar. Para comprender bién el

“efecto barrera de la ME” es preciso estimar en valores cuanti—

ficables las tasas de difusión de cada fármaco a través de la

misma. Habitualmente estas tasas son expresadas como coeficien-

tes de permeabilidad, parámetros que dificultan la formación de

una idea real de la magnitud de la difusión 106, Por ello, pare-

ce más conveniente transformar los coeficientes en tiempo medio

de equilibrio (ti’.), que corresponde al tiempo requerido para

que en el espacio periplásmico se alcance una concentración de

antibiótico igual a la mitad de la concentración externa, asu-

miendo que no hay degradación enzimática posterior y que la

membrana citoplásmica es completamente permeable104.113.

Para ArAL que muestran un t Y~elevado, la entrada en el espacio

periplásmico será baja y la efectividad antimicrobiana de poco

valor. Para compuestos cuyos valores de tY~reflejen una rápida

penetración la efectividad será potencialmente elevada. Los
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valores definitivos de la efectividad vendrán condicionados por

la posibilidad de hidrólisis una vez atravesada la ME, dado que

ambas barreras deben ser soslayadas de forma sucesiva por su

proximidad. En el primer caso, la efectividad solo empeorará

discretamente si además de baja permeabilidad existe hidrólisis

enzimática; en el segundo, la efectividad dependerá de la mag-

nitud de la inactivación por Blas. Para la mayoría de los AIZL,

el factor decisivo en su eficacia como antimicrobianos no radi—

ca en la tasa absoluta de penetración a través de la ME, sino

en el balance entre la misma y el resultado de la potencial hi-

drólisis enzimática en el espacio periplásmico, asumiendo la

inexistencia de falta de afinidad por las PBP5.

La estimación cuantitativa del efecto de barrera ha sido estu-

diada con amplitud en relación con los ArAL, por la posibilidad

de evaluar con fiabilidad la actividad hidrolítica en el espa-

cio periplásmico. Zimmerman y Rosselet109 y Sawai et al.117, en

1977, propusieron modelos equiparables en los que asumen la e-

xistencia de difusión simple a través de la ME y que la hidró-

lisis por Blas en el espacio periplásmico obedece la cinética

de Michaelis—Menten. Posteriormente, Nikaido y Normak118 en

1987, analizan la validez de estos modelos determinando la con-

centración externa de ArAL que da lugar a una concentración pe—

riplásmica capaz de ejercer un efecto inhibitorio sobre las

PBPs en E. colí. En síntesis, ratifican la interdependencia y

la sinergia entre ambos efectos de barrera y afirman que la

disminución de la permeabilidad de la ME no incrementa sustan-

cialmente las CMIs de los MAL si el antibiótico no es hidroli-

zado, o incluso si tal hidrólisis es baja o lenta. Por el con-

trario, una inactivación significativa del ArAL afectaría de

forma relevante la efectividad final, si además existe disminu-

ción de la permeabilidad que motive concentraciones periplásmi—

cas más bajas.

La probabilidad de que una molécula de MAL alcance su diana de

manera eficaz, debe ser proporcional al producto de la probabi-

lidad de su paso a través de la ME y la probabilidad de no ser

hidrolizada en el espacio periplásmico. Nikaido y Normak, ex-

presan matemáticamente tal probabilidad, definiendo el “target

access index” (TAl>, índice numérico de la probabilidad de que

un MAL alcance en concentración suficiente sus PBPs diana des-

pués de atravesar con exito ambas barreras118.
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TAl = P.A . Vmax / (Km + Cinh> ~

El valor P.A indica la probabilidad de difusión a través de

la ME, mientras que el cociente Vmax ¡ <Km A- Cinh) ~ está in-

versamente relacionado con la tasa de hidrólisis a la concen-

tración de MAL necesaria para inhibir la diana. En esta expre-

sión Vmax y Km son, respectivamente, la tasa de hidrólisis y la

constante de afinidad de la ¡Ala, y Cinh la constante de inhibi-

ción de PBPs.

La determinación de la máxima hidrólisis enzimática (Vmax> y de

la constante de afinidad (Km>, deben efectuarse en condiciones

que remeden las verosimilmente alcanzadas en el espacio peri—

plásmico. La afinidad de una ¡Ala por los diferentes substratos

betalactámicos puede variar ampliamente entre 0,05 y 30.000 uM,

de manera que un sólo valor de Km determinado con una concen-

tración única de MAL, no indica la especificidad y afinidad

real del enzima. Por ello es imperativo, sobre todo, trabajar

con concentraciones bajas de substrato CO, lmM>, similares a las

que se obtienen en el espacio periplásmico. Si estas concentra-

ciones son alcanzadas varias veces y no hay hidrólisis efecti-

va, la eficacia del ABL está mucho más garantizada116,119.

La interrelación simple entre el índice numérico TAl y la con-

centración de un ArAL que inhibe un microorganismo fué estable-

cida por Nikaido y Normak118. Una sencilla ecuación permite

predecir la CMI, con poco margen de error sobre el valor expe-

rimental, conociendo la permeabilidad de la ME para un determi-

nado MAL y su sensibilidad a una rAía, dado que el parámetro

Cinh es constante para cada ArAL:

CMI= (TAI~1 + 1) Cinh

Aplicando esta fórmula, Nikaido y Normak calculan las CHIs de

13 ArAL frente a 5 cepas de E. cali con un índice de predicción

del 78%íí8. Recientemente, Frere, propone un procedimiento para

el cálculo de estos parámetros con el que predice correctamente

la CMI en 61 de 65 casos 120, De acuerdo con estos planteamien-

tos matemáticos, los valores de TAl muy superiores a 1 no tie-

nen apenas influencia en la CMI. Por el contrario, cuando di-

chos valores sean notablemente inferiores a 1, una disminución
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importante de la permeabilidad afectará, incrementandola, la

CMI. Esta situación tiene lugar cuando la inactivación enzimá—

tica del MAL es muy superior a su tasa de penetración a través

de la HE, y aún en este caso el incremento de la CMI suele ser

interior al calculado teóricamente, debido a la posibilidad de

paso a través de otras vías específicas diferentes de las pon—

nas. Todas estas consideraciones ratifican la dificultad de a—

venturar hipótesis sobre problemas relacionados con la permea-

bilidad, en base a incrementos de la CMI.

4.2.4 PERMEABILIDAD EN BACILOS GRAN-NEGATIVOS

.

Todos los aspectos referentes a la permeabilidad de la ME han

sido estudiados, preferentemente, en E. coli. Con algunas ex-

cepciones, en el resto de Enterobacteriaceae la situación no es

muy diferente. En 5. typhimurium LT2 y E. cloacae se han carac-

terizado tres porinas, OmpF, OmpC y OmpD, y como en E. coli

OmpE da lugar a canales más anchos que 0mpC
105, 121.En E. cloa—

cae y en medios de baja osmolaridad, OmpE es la porina respon-

sable de la entrada de ArAL de manera similar a lo descrito pa-

ra E. coíi. En medios hiperosmolares la producción de OmpF es-

tá completamente reprimida y, a diferencia de E. coli, la sín-

tesis de Omp C no se incrementa significativamente.

Remedando a E. col1, en 1<. pneumoniae y E. cloacae se han des-

crito mutantes deficientes en poninas que muestran resistencia

moderada a cefalosporinas y otros A¡AL122—124. En 5. marcescens

y de manera contumaz en el curso o después del tratamiento con

A¡AL, se han aislado cepas con poninas alteradas o modificadas

en su nivel de producción, que analizaremos posteriormente de

forma más detallada125—127. En microorganismos del género Pro—

teus, así como en Morganella y Providencia, parece demostrada

la producción de una sola proteína esencial110. En estas espe-

cies, también se han caracterizado mutantes deficientes en po—

rinas, seleccionadas por su bajo nivel de resistencia a cefoxi—

tina 110~

Con respecto a los BGNNF, y en concreto en relación con P. ae—

ruginosa, se ha mantenido durante mucho tiempo la hipótesis de

que la elevada resistencia intrínseca a los antimicrobianos era

debida a la baja permeabilidad de su ME. Nikaido y Hancock de-
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demuestran experimentalmente este supuesto, ratificando estu-

dios previos de otros autores que demostraban que la permeabi-

lidad de la ME de P. aeruginosa es 100-500 veces inferior a la

de E. co1i128. La situación no es muy diferente en otros micro-

organismos próximos, P. cepacia y A. faecalis, en los que se ha

demostrado la existencia de porinas de pequeño diámetro funcio-

nal que justifican su elevada resistencia intrínseca a la mayor

parte de los antimicrobianos129.

En 1983, Yoshimura et al. caracterizan una proteína esencial

en P. aeruqinosa, denominada proteina F, cuyo amplio diámetro

(2um> no se correlaciona bién con el bajo coeficiente de per-

meabilidad de su ME130. Sugieren que solamente una pequeña fra-

cción de sus porinas forman canales abiertos útiles para la en-

trada de solutos, de manera que la mayor parte de los canales

porina estan cerrados o no son funcionales fisiológicamente.

Como contrapartida positiva, dado el diámetro de estas porinas,

las tasas de difusión a través de los escasos canales funciona-

les se ven poco afectadas por modificaciones en la carga, tama—

no molecular o hidrofobicidad. Esta indiferencia relativa a las

propiedades estructurales de los solutos, evidencian que la

proteina F es responsable de la entrada de la mayoría de los

MAL y probablemente de la mayoría de los antimicrobianos.

La existencia de vias más específicas para la entrada de A¡AL

en P. aeruqinosa se sugirió antaño, ante la escasa operatividad

funcional de las porinas. Livermore et al. revelan que la au-

sencia de correlación entre las CHIS de imipenem y las de otros

MAL en cepas de P. aeraginosa resistentes a imipenem, sugiere

que éste atraviesa la ME por vía diferente que el resto de AfAZ-
131• Quinn et al. demuestran que varias cepas de P. aerngino—

sa de procedencia clínica, moderadamente resistentes a imipenem

pero no a otros ABL sin alteraciones en cuanto a Blas y PBPs,

carecen de una proteína de membrana de 45.000 D132. Biischer et

al, aislan mutantes similares de P. aeruginosa y sugieren que

esta proteína puede tratarse de las denominadas D
1 o D2 involu-

cradas en la permeabilidad de este microorganismo
133. Hoy pare-

ce comprobado que imipenem y meropenem, utilizan otras vías al-

ternativas, proteínas D
1 y D2, para conseguir niveles efectivos

en el espacio periplásmico, pero que la ausencia de D2 es la

responsable específica de la resistencia
134-136.
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4.3 RESISTENCIA Y PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANAEXTERNA

.

La resistencia ofrecida por la ME al paso de los A¡AL puede

plantearse bajo prismas diferentes. Inicialmente, considerare-

mos aspectos referentes a las dificultades naturales de distin-

tos antimicrobianos motivadas por sus características estructu-

rales y por las peculiaridades de la propia membrana. En segun-

do término, es preciso detenerse en el análisis de la resisten-

cia motivada por mutaciones y alteraciones que afectan a las

tres vías habituales de entrada de antimicrobianos y otros so-

lutos al interior de la célula bacteriana.

4.3.1 RESISTENCIA INTRíNSECA

.

Las bacterias gram—negativas muestran, en mayor o menor grado,

cierta resistencia a los antimicrobianos motivada por las ca-

racterísticas de su ME. Se trata de una dificultad natural,

propia o fisiológica, pero en ningún caso adquirida como conse-

cuencia de cambios o mutaciones genéticas. Las sustancias lA—

drofóbicas no pueden difundir fácilmente a través de la ME. La

parte externa de la doble capa lipidica. compuesta por lipopo-

lisacáridos, tiene una baja permeabilidad natural que dificulta

mucho el paso de solutos hidrofóbicos10¾112. Por este motivo

la mayoría de las bacterias gram—negativas son resistentes a

antibióticos muy hidrofóbicos activos en gram—positivos, tales

como los macrólidos y la novobiocina. La resistencia debida a

la hidrofobicidad decrece drásticamente cuando se modifica la

estructura de la ME por agentes físicos, elementos catiónicos,

o por mutación105, 137,

El carácter hidrofilico de muchos antimicrobianos permite una

difusión valorable a expensas de las porinas, que contribuye a

su sensibilidad a MAL, aminoglicósidos, tetraciclinas y doran—

fenicol. En Enterobacter y Serratia, el estrecho diámetro de

los canales porina determina resistencia intrínseca a distintos

antibióticos105. En P. aeruqinosa, sólo una pequeña fracción de

los canales de proteína F forman poros abiertos, lo que deter-

mina resistencia natural a muchos AfAZ. En BGNNF, la baja difu-

sión al espacio periplásmico y la inactivación por Blas cromo—

sómicas inducibles son los determinantes mayores de la resis-

tencia a AfAZ.
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4.3.2 MUTACIONES QUE AFECTAN A LA DOBLE CAPA LIPIDICA

.

Alteraciones mutacionales en la región lipopolisacaridica o en

la capa interna de fosfolípidos. originan resistencia a algunos

antimicrobianos en los que la contribución de esta doble capa a

la permeabilidad es de mayor relevancia. Godfrey et al. han

descrito mutantes de P. aeruginosa resistentes a ArAL por alte-

raciones en la estructura de lipopolisacáridos138. Puede tra—

tarse de una mutación pleiotrópica que afecte a más de una vía

de entrada, aunque en este microorganismo la permeabilidad por

porinas está considerablemente disminuida. En P. aeruginosa la

entrada de aminoglicósidos tiene lugar como consecuencia de mo-

dificaciones en la doble capa lipídica. Nikaido y Hancock re-

fieren mutantes resistentes en los que no tiene lugar la desor—

ganización de la doble capa inducida por aminoglicósidos128

4.3.3 MUTANTES DEFICIENTES EN PORINAS

.

A lo largo de los últimos 10 años se han aislado, inicialmente

en el laboratorio y después de muestras clínicas, mutantes de-

ficientes en porinas resistentes a ABL. Al ser las porinas el

camino usual por el que transitan estos antibióticos, la pre-

sencia de mutantes es la causa más frecuente de resistencia ad-

quir ida.

Harder et al. aislan en 1981, mutantes espontáneas de E. coli

K12 con resistencia moderada a carbenicilina y deficientes en

0mpF139. Aunque estas cepas conservan su permeabilidad a expen-

sas de OmpC, sus canales de inferior diámetro determinan CHIs

discretamente más elevadas para ABL que penetran más lentamen-

te. Jaffé et al. refieren mutantes similares de E. coli K12 de-

ficientes en OmpF y OmpC, cuyos valores de CMI para distintos

MAL son más elevados como corresponde a mutaciones que afectan

la producción de ambas porinas esenciales140. Komatsu et al.

obtienen un iwutante de E. ccli 1<12 con resistencia incrementada

a moxalactam, CMIs de 0, 1 y 12,8 ug/ml en la cepa normal y el

mutante respectivamente, que mantiene la sensibilidad a otros

ABí incluyendo ampicilina141. Mientras que la afinidad por PBPs

y la producción de ¡Ala no cambian, la penetración a través de

la ME para moxalactam, está notablemente alterada como conse-

cuencia de modificaciones en las proteínas de membrana, objeti—
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vandose una reducción importante de una de las porinas. Sawai

et al. en 1982, consiguen mutantes de E. coli, P. inirabilis y

E. cloacae, con permeabilidad alterada como consecuencia de la

pérdida de proteínas de membrana, que ocasionan elevaciones de

la CMI particularmente relevantes para cefalosporinas de 1~ y

2~ generación, incluyendo cefoxitina122. En resumen, práctica-

mente en todas las Enterobacteriaceae, y tanto en relación con

ArAL como respecto a otros antimicrobianos, aminoglicósidos,

cloranfenicol, tetraciclinas y quinolonas, se han descrito mu—

tantes de laboratorio deficientes en

Como consecuencia del uso clínico de A¡AL, en el curso del tra-

tamiento se han aislado mutantes resistentes deficientes en po—

rinas. Nikaido atribuye las todavía escasas referencias a ais-

lamientos de este tipo, a la desventaja en que se encuentran

estas cepas en sus nichos ecológicos en relación con sus cepas

progenitoras, y a la tecnología más compleja precisa para su

caracterización, no disponible en la mayoría de los laborato-

rios clínicos105.

Goldstein et al. aislan en 1983, durante un episodio de bacte—

riemia tratado con cefotaxima y amicacina, mutantes de S. mar—

cescens de baja permeabilidad, como consecuencia de la ausencia

casi absoluta de una proteína de membrana de 41.000 0125. Las

concentraciones de A¡AL y aminoglicósidos requeridas para su in—

hibición son 8—64 veces superiores a las que precisan las cepas

originales. Guttmann y Chabbert caracterizan, en 1984, mutantes

de permeabilidad en 5. marcescens aisladas a lo largo del tra-

tamiento con moxalactam126. De nuevo se objetiva la disminución

en la síntesis de una proteína de membrana de 41.000 0, que mo-

tiva elevaciones de la CMI entre 8 y 16 diluciones para casi

todos los MAL estudiados. Sanders y watanakunakorn describen

una cepa de S. marcescens defectiva en una proteína de membrana

de 42.000 D, que desarrolla resistencia a ABL y aminoglicósidos

durante el tratamiento con ticarcilina, cefazolina, gentamicina

y tobramicina 147 • Como vemos, el aislamiento de mutantes de

permeabilidad deficientes en porinas parece especialmente fre-

cuente en Serratia. Nikaido, sustenta una hipótesis que descan-

sa en las dificultades de desarrollo de este microorganismo

frente a los nuevos A¡AL a expensas de la hiperproducción de ¡Ala

cromosómica inducible, que muestra baja afinidad por los nuevos

ABL ~ Estas dificultades de supervivencia motivarían el desa-

rrollo de mutantes de permeabilidad.
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En otras Enterobacteriaceae también se han descrito mutantes

deficientes en porinas obtenidas de muestras clínicas. Hedeiros

et al. encuentran una cepa de 5. typhimnrium deficiente en Omp—

C, seleccionada durante el tratamiento con cefalexina121. Bak—

ken et al. refieren el hallazgo de un mutante de E. coli obte-

nido en el tratamiento con ceitazidima, que muestra disminución

de OmpC y 0mpA148. Sorprendentemente, en esta cepa el ácido

clavulánico induce la producción de ambas porinas restituyendo

en parte la permeabilidad. La cepa muestra CMIs incrementadas

100 y 8 veces con respecto al aislamiento inicial para ceftazi-

dima y ceftriaxona respectivamente, mientras que la actividad

de otros ArAL no sufre modificaciones apreciables.

Desde 1978, se ha suscitado la posibilidad de que la disminu-

ción de la producción de porinas esenciales esté relacionada

con plásmidos de resistencia. Yyer et al. refieren alteraciones

en la síntesis de proteínas de membrana en E. coli asociadas a

la presencia del plásmido rRM98149. Rossouw y Rowbury relacio-

nan la ausencia de OmpF en E. cali con la presencia del plásmi-

do R124í50. No hemos encontrado en la literatura referencias

más actuales, que atribuyan la resistencia por impermeabilidad

a genes plasmídicos. Indudablemente, la posibilidad de un meca-

nismo de transmisión plasmídica que afectara el paso de antimi—

crobianos por la ME, ensombreceria el panorama de la resisten-

cia a AfAZ.

4.3.4 MUTANTES PLEIOTROPICOS

.

El nivel de resistencia conferido como consecuencia de mutacio-

nes que determinan deficit de alguna proteína de membrana no es

muy elevado, habitualmente, sino se complementa con la hidróli-

sis enzimática. Además, puede afectar a grupos concretos de an-

timicrobianos, sin que necesariamente suponga resistencia cru-

zada entre antibióticos no relacionados estructuralmente.

En ocasiones, se han aislado mutantes con un fenotipo de resis-

tencia amplio que incluye además de ArAL, aminoglicósidos y nue-

vas fluorquinolonas.Esta resistencia es difícil de atribuir a

una sola causa individualizada para cada grupo de antimicrobia—

nos y sugiere, más bién, la existencia de una mutación regula-

dora que ocasiona resistencia debida a alteraciones pleiotrópi—
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cas, entre las que se incluye la expresión disminuida de OmpF.

El fenómeno no está exento de cierta confusión, no obstante

distintos casos de resistencia múltiple asociados con disminu-

ción de la producción de porinas, pueden eXplicarse más fácil-

mente si se atribuyen a mutaciones pleiotrópicas que afectan a

grupos de antimicrobianos no relacionados estructuralmente105
1—

106

Tanto en Enterobacteriaceae como en P. aernqinosa, se han des-

crito mutantes pleiotrópicos con afectación de la sensibilidad

a los A¡AL y otros antimicrobianos. Están caracterizadas mutan—

tes deficientes en porinas en cepas de Kebsiella, Enterobacter,

Saluonella y Serratia, con resistencia a múltiples antibióticos

incluyendo AfAZ, aminoglicósidos, quinolonas. trimetoprim y cío-

ranfenicol, debida a mutaciones en un gen regulador pleiotrópi—

co 105, 143,144, 147~ También en P. aeruginosa se han aislado mu-

tantes con resistencia múltiple, en los que es verosimil pensar

en la existencia de alteraciones de esta índole
151 ,152•

4.3.5 MUTANTES DE VíAS ESPECIFICAS

.

Algunos microorganismos gram—negativos poseen vías alternativas

específicas para la entrada de nutrientes que no pueden pasar

al citoplasma a través de las porinas. El concepto de transpor-

te específico ha sido sugerido y demostrado para diversos anti—

microbianos en relación, sobre todo, con BGNNF. No obstante,

esta “entrada de contrabando”, apelativo debido a Nikaido, se

ve distorsionada por mutaciones que conllevan la pérdida de

proteínas específicas de transporte.

La entrada de ABL en P. aeruginosa se efectúa a expensas de la

proteina F y de otras proteínas específicas D
1 y D2. La resis-

tencia a carbenicilina, ureidopenicilinas y ceftazidima pero no

a imipenem, en la que no median mecanismos hidrolíticos ni de

falta de afinidad, se relaciona con la proteina F y una mayor

proporción de poros de pequeño diámetro. La resistencia a imi—

penem, en ocasiones cruzada con meropenem, es debida a mutacio-

nes que determinan la pérdida de la proteína 02 de aproximada-

mente 45.000 0, que permite el paso cuantitativamente más im-

portante del antibiótico al interior de la célula
132-136. Este

fenómeno tiene singular trascendencia en la utilización clínica
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de imipenem y verosimilmente de otros nuevos carbapenems, en

infecciones por P. aeruginosa. Está demostrado que el desarrol-

lo de resistencia “in vivo’~ a imipenem en P. aeruqinosa alcanza

cifras del 25% del total de tratamientos153. Este hecho es re-

levante dado que imipenem es resistente a la mayor parte de los

mecanismos hidrolíticos, cromosómicos o plasmídicos, por Blas.

De nuevo, se pone en evidencia la respuesta del mundo microbia-

no ante la presión selectiva ejercida por antimicrobianos dise—

fiados para obviar los mecanismos de resistencia más comunes.

5. PBPs Y RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

.

5.1 ASPECTOS ESENCIALES

.

El descubrimiento de la penicilina G a finales de la década de

los años 20 no solamente es un hecho de enorme trascendencia

terapéutica. También, abre el camino de la investigación básica

en los aspectos moleculares de la estructura bacteriana y su

relación con los mecanismos por los que los antimicrobianos e—

jercen su acción. El interés por la forma en la que la penici-

lina inhibía el crecimiento bacteriano comienza de manera inme-

diata al hallazgo de Fleming y se intensifica en los años pos-

teriores, En ese periodo inicial, tres observaciones fundamen-

tales revelan la complejidad del problema y suscitan enormes

expectativas 154,

Los estudios morfológicos de Gardner en 1940, ponen de mani-

fiesto que las concentraciones bajas de penicilina inducen la

filamentación de E. ccli, con formación de abultamientos o pro-

tuberancias y posterior lisis al trabajar con concentraciones

elevadas de antibiótico155. Duguid, en 1946, cuando no se había

descubierto la existencia de la pared celular <PC>, afirma que

la penicilina interfiere con la síntesis de alguna estructura

superficial de la célula bacteriana156. En 1956, Cooper, resu-

miendo los trabajos previos de diversos autores, revela que la

penicilina G radiactiva se une a la membrana celular citoplás—

mica (MC>, relacionando este hecho con el mecanismo de acción

de los antibióticos betalactámicos (ABL)157.

Posteriormente y de manera progresiva, una serie de hallazgos

concatenados cimientan el estado actual de conocimientos sobre
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la estructura bacteriana y sobre el mecanismo de acción de la

penicilina y otros AfAZ que sucesivamente se fueron desarrollan-

do. En 1952, park demuestra que el peptidoglicano es el compo-

nente básico y esencial de la PC y que su precursor es un un—

din—nucleótido158. Más tarde se dilucida su estructura química

y se determinan las fases de su biosíntesis159. Con todo, esta

etapa inicial alcanza su punto más relevante al identificarse

las “peptidoglicano transpeptidasas” como dianas letales de los

ArAL160. Estas enzimas, presentes en la MC de la mayoría de las

bacterias, son denominadas PBPs — Penicillin—Binding Proteins —

por su habilidad para unirse covalente e irreversiblemente a la

penicilina. Contribuyen de una parte a la síntesis de la PC y

por otro lado son dianas letales y base del mecanismo de acción

de los MAL. Su hallazgo fué definitivo para la profundización

en ambos procesos, de manera que de forma ininterrumpida se han

ido planteando interrogantes y cuestiones diferentes, que han

consolidado el estado actual de conocimientos. Algunas de estas

cuestiones son:

- ¿Cuantas PBPs distintas integran la dotación enzimática de la

MC y en que aspectos son diferentes unas de otras?

— ¿Cual son las funciones de las múltiples PBPs en la síntesis

de la PC y que implicaciones tienen en la fisiología bacte-

riana?

— ¿Las reacciones de transpetidación y carboxipeptidación, fun-

damentales en la síntesis del peptidoglicano, figuran entre

las catalizadas por las PEPs?

4Todas las PBPs son esenciales para la viabilidad celular y

en que medida contribuyen a la diferenciación morfológica que

tiene lugar?

— ¿Todas las PBPs son esenciales para la viabilidad celular y

en que medida contribuyen a la diferenciación morfológica que

tiene lugar?

- ¿Existen otras proteínas sensibles a la penicilina sin misión

específica en la síntesis de la PC?

¿Todas las PBPs son esenciales para la viabilidad celular y
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en que medida contribuyen a la diferenciación morfológica que

tiene lugar?

— ¿Existen otras proteínas sensibles a la penicilina sin misión

específica en la síntesis de la PC?

— ¿Cual es el mecanismo preciso por el que los AfAZ ejercen su

efecto inhibitorio y bactericida, y en que modo se efectua la

unión PBPs-ABL?

— De todas las PBPs caracterizadas, ¿cuales son dianas letales

para los diferentes ArAL?

— ¿Son, realmente, los AfAZ substratos análogos de algún compo-

nente del peptidoglicano?

— ¿Que relación evolutiva existe entre las PBPs de bacterias no

relacionadas taxonómicamente?

— ¿Que interrelación existe entre P¡APs y betalactamasas <Blas>?

El arduo trabajo de muchos investigadores ha permitido resol-

ver, a lo largo de los últimos 20 años, muchas de las cuestio-

nes planteadas. Sobre el tema se han publicado magníficas revi-

siones que resumen “el estado del arte” en el momento actual y

profundizan en la contribución de las PBPs a la resistencia

bacteriana a MAL154 ,16 11169,

5.2 PARED CELULAR Y MECANISMODE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS

BETALACTAMICOS

.

En las últimas dos décadas, el compendio de conocimientos rela-

cionados con la PC, su biosíntesis, y las enzimas que intervie-

nen y la controlan, se ha enriquecido de forma considerable.

Actualmente disponemos de excelentes artículos de revisión, que

permiten comprender los aspectos relacionados con su estructu-

ra, síntesis y funciones170—172

La PC es una estructura externa a la MC que envuelve a la célu-

la confiriéndole rigidez y protección. En microorganismos gram—

positivos la PC está formada por varias capas finas y constitu—
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ye la estructura externa de la célula, si exceptuamos la cápsu-

la en las bacterias que la posean. En gram-negativos, la PC es

una capa única situada, en sentido figurado, entre la ME y la

MC. El componente fundamental de la PC es el peptidoglicano,

común a todas las bacterias, en cuya síntesis interfieren los

AfAZ. Consiste de bandas lineales de polisacáridos unidos y en-

trecruzados por medio de péptidos de cadena corta. El polisacá-

rido como tal, está constituido por moléculas unidas y alter-

nantes de N—acetil glucosamina y ácido N—acetil murámico a cuyo

grupo lactil se une un péptido de 5 aminoácidos en el que al-

ternan estereoisómeros D y L. La composición del pentapéptido

es equivalente en todas las bacterias y solamente el aminoácido

situado en posición 3 varía de una especie a otra, mientras que

los dos últimos aminoácidos son siempre D—alanina. En ocasio-

nes, un péptido ramificado de composición variable está locali-

zado en el tercer aminoácido. En gram-negativos, el peptidogli—

cano está unido a las lipoproteinas de la ME formando un com-

plejo que va a caracterizar sus relaciones con el medio ambien-

te exterior. En bacterias gram—positivas se une covalentemente

a otros polimeros, como los ácidos teicoicos, dando lugar a una

estructura más gruesa y permeable que permite, con más facili-

dad, la entrada de ABL y otros antimicrobianos como bacitracina

y vancomicina.

La síntesis de la PC es un fenómeno complejo, cuya secuencia de

acontecimientos y reacciones no está establecida con precisión.

En un intento de simplificación se pueden distinguir tres eta-

pas diferentes171. La fase inicial tiene lugar en el citoplasma

bacteriano con la síntesis de un pentapéptido UDP-N-acetilmurá-

mico, como resultado de la adición de D-alanina—D—alanina como

dipéptido presintetizado proviniente del substrato donante por

transpetidacion. La segunda etapa se desarrolla en la parte más

interna de la MC e incluye sucesivamente, transferencia de áci-

do fosfo—N—acetil murámico, adición de N-acetil glucosamina, y

modificaciones especificas de especie con incorporación y en-

trecruzamiento de aminoácidos y formación de enlaces amida a

expensas de grupos amino libres. La última fase comienza con la

polimerización del peptidoglicano mediante reacciones de trans—

glicosilación y adición de subunidades disacárido-péptido. Esta

última fase finaliza con la acción catalítica de transpeptida—

sas y carboxipeptidasas, y la unión covalente de otros políme—

ros.
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Las PBPs pueden catalizar más de una reacción específica en la

síntesis del peptidoglicano y funcionar de manera intercambia-

da, aunque alguna de ellas, sin embargo, desempeñan funciones

únicas y esenciales requeridas para el crecimiento celular173.

Ejercen su acción enzimática a nivel del enlace D—alanil—D-ala—

nina situado en la posición 4—5 del pentapeptido. Los enzimas

con acción carboxipeptidasa hidrolizan este enlace, por el con-

trario los que desarrollan una acción específica transpeptidasa

unen entrecruzando dos péptidos contiguos, y la ruptura entre

péptidos previamente entrecruzados es misión desempeñada por

enzimas con actividad endopeptidasa. Mientras que el papel fi-

siológico de las transpeptidasas está bién establecido, el de

las carboxipeptidasas y endopeptidasas está por determinar de-

finitivamente.

Sin duda, la transpeptidación es la reacción fundamental, pues-

to que entrecruzando subunidades del peptidoglicano da lugar a

una tupida red o malla que infiere longitud e integridad a la

PC. En principio, el enzima cataliza la hidrolisis del enlace

D-alanil—D—alanina entre 4 y 5 reemplazando al residuo terminal

alanína en el pentapéptido. Después, el penúltimo grupo alanina

situado en posición 4 de la cadena y unido a la PB?, actua como

aceptor de un grupo amino del aminoácido en 3 del péptido con-

tiguo, promoviendo de esta forma el entrecruzamiento peptidico.

En la fase final, la PEP se regenera y queda libre y potencial-

mente activa para repetir de nuevo el proceso. Estas reacciones

originan modificaciones estructurales que señalan lugares espe-

cíficos en la PC, tanto en la septación como en el proceso de

división celular.

Si la secuencia de reacciones que se desarrollan en la síntesis

de la PC celular no está definitivamente establecida, mucho me-

nos lo está el mecanismo por el que la penicilina y demás ABL

ejercen su acción antimicrobiana. Con anterioridad hemos comen-

tado la sospecha, muy inicial en el tiempo, de que la penicili-

na ejercía su acción interfiriendo con la síntesis de alguna

estructura superficial de la célula. De forma más concluyente,

el mecanismo de acción de los MAL fué postulado en 1965 por Ti-ET
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pper y Strominger, considerando una reacción en dos fases en la

que está involucrado un acil—enzima intermedio160. La penicili-

na se une covalentemente al lugar activo del enzima mediante

una reacción no reversible bajo condiciones fisiológicas. Se
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origina un complejo inactivo peniciloil—enzima. análogo del a—

cil-enzima formado en la síntesis del peptidoglicano, que impi-

de el entrecruzamiento peptídico inhibiendo la síntesis del

peptidoglicano y la estructuración de la PC174
1

175. La lisis y

muerte celular posteriores no son un proceso pasivo, sino el

resultado de la degradación de la PC por enzimas—autolisinas.

Zas PBPs de forma directa o indirectamente pueden ser las de-

sencadenantes del proceso autolitico176.

En la tesis de los autores citados se observa una similitud con

la reacción de transpeptidación precisa para la síntesis de la

PC. En efecto, la interacción de una transpeptidasa y un subs-

trato donante acil—D—alanil-D—alanina da lugar a la formación

de un acil—D—alanil—enzima intermedio, con posterior liberación

de D-alanina y transferencia del acil-D-alanil residual al gru-

po amino libre de un substrato aceptor. Se ha propuesto que la

penicilina acila la enzima, inhibiendo la transpeptidación, im-

pidiendo la síntesis de la PC y provocando la muerte celular.

De esta forma los MAl, interferirían con la biosíntesis de la PC

al actuar como análogos de la molécula D—alanil—D--alanina del

pentapéptido, substrato natural de las PBPs154. En esta analo-

gía radica la afinidad de los A¡AL por el lugar catalítico del

enzima. De hecho existe evidente similitud estereoquímica entre

la estructura básica de los ArAL y la del acil—D-alanil—D—alani—

na del pentapéptido, de tal forma que el enlace amida del anil-

lo betalactámico es reconocido por la PB? como similar al enla-

ce amida del pentapéptido. En cierto sentido, no parece muy e—

xagerada la afirmación de que la penicilina y otros A¡AL “enga—
u

fian a las bacterias

5.3 CARACTERíSTICAS Y FUNCIONES DE LAS PBPs

.

Desde que Cooper’57, en 1956, demostró que la penicilina O mar-

cada con 535 era capaz de unirse mediante enlace covalente a un

número determinado de “sitios” en la MC, se ha avanzado consi-

derablemente en la comprensión de las características y funcio-

nes de las PBPs. Con raras excepciones,como Mycoplasnia y halo—

bacterias, todas las eubacterias estudiadas contienen en su

membrana PBPs, entre 1.000 y 10.000 moléculas por célula, que

suponen aproximadamente el 1% del total de las proteínas de

membrana. El número de PBPs diferentes caracterizadas en cada

microorganismo oscila entre 3 y 9, de manera que a mayor com—
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plejidad celular, mayor es el nQ de PBPs distintas presentes en

la membrana.

La técnica descrita por Spratt y Pardee en 1975 y modificacio-

nes posteriores de la misma, han permitido la separación y el

análisis de las diferentes PBPs en distintos microorganismos-
175, ~ proteínas son detectadas y cuantificadas mediante la

incubación de membranas bacterianas con penicilina G marcada

con C167. Después de la desnaturalización inmediata con deter-

gentes iónicos, que estabilizan el complejo peniciloil—PBP y

previenen la fragmentación e hidrólisis enzimática, las distin-

tas proteínas son separadas por electroforesis en gel de polia-

crilamida y dodecil—sulfonato sódico, y visualizadas por técni-

cas fluorográficas.

Para su identificación y reconocimiento en cada bacteria, las

PBPs son numeradas en orden decreciente de PM, que varía entre

140.000 y 40.000 D, aunque en ocasiones se ha detectado alguna

proteína de menor tamaño. De esta forma las proteinas con mayor

PM reciben un n2 de orden más bajo, mientras que a aquellas

PBPs relacionadas, con tamaño similar, se les asigna el mismo

número ordinal y se les diferencia por una letra. Conviene se—

Halar la ausencia de relación física y funcional entre pBPs que

reciben el mismo ng en microorganismos alejados en su clasifi-

cación taxonómica. Utilizando como modelo E. coil se ha estu-

diado, el ng de mps y sus funciones fisiológicas en la divi-

sión celular, en el mantenimiento de la morfología y aspecto, y

su interrelación con los diferentes ArAL. En E. coli se han ca-

racterizado entre 6 y 9 PBPs diferentes, aunque el nQ más usual

es 7 <30,31b>, numeradas por Spratt del 1 al 6173. El PM oscila

entre 96.000 y 40.000 y son codificadas por genes distintos

dispersos en el cromosoma.

La delimitación de funciones para cada PBP se ha conseguido por

diferentes procedimientos que incluyen: el análisis de la es-

tructura detallada del peptidoglicano sintetizado en células

tratadas con eter, el estudio de mutantes deficientes en alguna

proteína, y la investigación de su papel fisiológico en cepas

en fase de crecimiento en medios con A¡AL que se unan preferen-

temente a alguna proteína concreta168. Los datos referentes a

la afinidad por diferentes MAL y el peso molecular han permiti-

do diferenciar dos categorías. Las PBPs de alto PM, entre
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140.000 y 60.000, sensibles a penicilinas y entre 140.000 y

60.000, sensibles a penicilinas y cefalosporinas y presentes en

menor nQ en la membrana, son consideradas esenciales en la su-

pervivencia de E. coli al estar involucradas en la elongación,

septación y aspecto celular. Estas PBPs, 1, 2 y 3. son enzimas

importantes fisiológicamente y catalizan las etapas finales de

la biosíntesis del peptidoglicano. Su actividad enzimática en

E. coli ha sido estudiada en profundidad por el grupo de Matsu-ET
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hashi, demostrando que son enzimas bifuncionales que catalizan

reacciones de transpeptidación, sensibles a penicilina, y

transglicosilación, no sensibles a la misma 1 77A79, para el

resto de PBPs, de bajo PM y mucho más abundantes en la membra-

na, se ha determinado su actividad D—alanina carboxipeptidasa

sensible a penicilina, pero no se han encontrado por el momento

funciones específicas ni fundamentales, considerandose innece-

sarias para la viabilidad celular168.

El complejo PBP 1, tiene acción combinada transpeptidasa-trans—

glicosilasa y es una diana letal para la mayor parte de ALAS»73,
174 180, Es posible diferenciar dos proteínas de PM similar,

PBP lA y PBP iB, y a su vez esta última puede resolverse en dos

o tres componentes. Los datos más reveladores se han obtenido

con la PB? iB, demostrándose que cataliza la síntesis de pepti—

doglicano entrecruzado de alto PM a partir de unidades de lípi-

do unidas a disacárido-pentapéptido. Admitida la capacidad bi-

funcional de la PB? iB, es probable que la PB? lA posea activi-

dad similar dado que ambas proteínas muestran gran similitud

en su secuencia de aminoácidos. Las PBPs lA y lB intervienen en

el desencadenamiento de la lisis celular mediante su unión a

los ArAL, aunque no está completamente dilucidado que componente

tiene mayor responsabilidad en la misma. Algunos estudios atri-

buyen la iniciación del proceso lítico a la PB? lA, por el con-

trario otros trabajos se inclinan por una mayor participación

de PB? 1? y estiman que la primera no es esencial para el cre-

cimiento bacteriano. Por otra parte, los ALAL que bloquean con

mayor especificidad la PB? lB muestran mayor actividad bacteri-

cida que aquellos que tienen mayor afinidad por el componente

lA. Además, la función de la PB? lA sólo parece esencial en au-

sencia de la PB? lB181.

La PB? 2, existente en E. coli en un nQ bajo de copias por cé-

lula, 20 aproximadamente, no es una diana letal para muchos
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AIAL. Sin embargo, parece controlar la fase inicial de la septa-

ción y es importante para el mantenimiento del aspecto celular

en gram—negativos173—174. Los AfAZ que se unen específicamente a

esta proteína — mecilinan, clavams y carbapenems — dan lugar a

la formación de células esféricas o redondeadas. También se ha

propuesto para la PBP 2 un papel bifuncional transpeptidasa-

transglicosilasa aunque sólo en conjunción con el producto del

gen vecino rod A182

La PBP 3 es una proteína importante en la división celular y en

la síntesis de la PC merced a su actividad transpeptidasa—

transglicosilasa. A su vez es diana preferencial de penicili-

nas, cefalosporinas y monobactams, y su inhibición origina la

formación de filamentos largos no septados a concentraciones

próximas a las CMTs. Este efecto no parece definitivamente le-

tal, toda vez que al eliminar el antibiótico la división celu-

lar y el crecimiento bacteriano se reanudan173,17~,180. En ge-

neral, las células con morfología bacilar ponen en juego dis-

tintos equipos enzimáticos a lo largo de la síntesis de la PC,

considerando las fases de división celular o de elongación 174,

De la misma forma, las características del peptidoglicano son

algo distintas en función de la fase de síntesis que se consi-

dere; muy entrecruzado durante la división en la que interviene

la PBP 3, que puede utilizar cadenas de pentapeptido como dona-

dores y tripéptidos como aceptores, y menos entrecruzado en la

fase de elongación en la que tiene mayor protagonismo la PBP 2.

Por el momento no está bién definido el papel que juegan las

proteínas de bajo PM, PBP 4, 5 y 6. No son consideradas esen-

ciales para el crecimiento bacteriano, ni tampoco está diluci-

dada su participación en el mecanismo de acción de los ABS»83.

De hecho, se ha demostrado la viabilidad celular de mutantes

de E. coli carentes de estas proteínas 184 Para la PBP 4 se ha

demostrado actividad carboxipeptidasa y transpeptidasa, y su

participación en el proceso de maduración final de la PC podría

tener alguna relevancia, desde el momento que mutantes defecti-

vos en esta proteína muestran una capacidad reducida de entre-

cruzamiento del peptidoglicano. Las PBPs 5 y 6 tienen actividad

carboxipeptidasa y su papel fisiológico en la síntesis de la PC

parece irrelevante, como lo demuestra el que bacterias que han

sufrido la pérdida completa de ambas proteínas sean perfecta-

mente viables. Por otra parte, mutantes deficientes en PBP 5 y
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6 muestran su hipersensibilidad a ArAL, corroborando la hipóte-

sis que mantiene que estos enzimas por su afinidad a algunos

MAL incrementan las concentraciones necesarias para su inhibi-

ción y lisis. En E. coli se han caracterizado, en ocasiones,

otras proteinas denominadas PBP 7 y 8 cuya función es descono-

cida.

La afinidad de una o varias PBPs por un MAL, es por tanto, la

característica fundamental de cada enzima en su interrelación

con el antimicrobiano, hasta el punto que la CMI de un antibió-

tico para un microorganismo concreto guarda relación próxima

con la concentración de antibiótico que satura el conjunto de

PBPs. El epígrafe de “esencial” atribuida a algunas PBPs en re-

lación a la PC, a veces no puede ser asignada en toda su exten-

sión cuando concierne a su interferencia con los ArAL. Habitual-

mente, el efecto letal de un ArAL es el resultado de la inhibi-

ción acumulativa de dos ó más PBPs, y adscribir este efecto a

PBPs esenciales en exclusividad, puede ocasionar equívocos.

Por otra parte, el análisis cuantitativo de la afinidad plantea

algunos problemas relacionados con las técnicas de estudio,

cuando quieren establecerse diferencias entre ArAL muy próximos

y una misma proteína. Las discrepancias observadas en relación

a la afinidad de cefalosporinas similares estructuralmente y

PBPs de E. coli, son la mejor expresión de cuanto antecede y

ratifican la necesidad de interpretar los datos con cautela. La

afinidad de una determinada PBP por un ArAL es expresada como

la concentración de antibiótico requerida para reducir al 50%,

y en otros ensayos al 100%, la unión de esa proteína a la peni-

cilina G marcada con C14. Habitualmente, la afinidad de un AfAZ

por cada PBP es determinada después de la preincubación del an-

tibiótico no marcado radiactivamente, bajo condiciones concre-

tas y preestablecidas de concentración, tiempo y temperatura—
154 166

Es comprensible la dificultad de comparar los resulta-
dos de estudios no realizados en paralelo.

Un último aspecto a reseñar en cuanto a las características ge-

nerales de las PBPs se ha suscitado al considerar la verosimil

homología o similitud entre PBPs y ¡Alas. La posibilidad de co-

nocer las secuencias de aminoácidos de proteínas con residuos

serma como lugar activo, permite plantear la hipótesis de un

origen evolutivo común 168• Comparando dichas secuencias, la si—
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militud parece mayor entre las PBPs de bajo PM y Blas con sen—

na como grupo activo. En ambas, dicho grupo está localizado a-

proximadamente a 40—50 residuos del amino terminal 185, Por el

contrario, en las PBPs de alto PM el residuo serma acilado se

localiza en la mitad de la secuencia de aminoácidos, y además,

poseen una región amino—terminal de 250—450 residuos de La que

carecen las anteriores164. La determinación de la estructura

tridimensional de la DD-peptidasa de Streptomyces R61 y la de

las Blas de la clase A de B. licheniformis y B. cereus ha reve-

lado, asimismo, una marcada identidad en la distribución de los

elementos es tructurales secundarios, aunque difieran en sus

secuencias primarias. Todo ello ha contribuido a considerar a

PBPs y Blas como miembros de una superfamilia con estructura

tridimensional común, favoreciendo la hipótesis del origen evo-

lutivo próximo.

5.4 PBPs DE BACTERIAS GRAN-NEGATIVAS

.

El patrón de PBPs y sus funciones descritas para E. cali. son

de aplicación a la mayoría de las bacterias gram—negativas186.

La mayor similitud se encuentra entre los miembros de la fami-

lia Enterobacteriaceae. En Klebsiella, Enterobacter y Salmone—

lía la coincidencia con E. cali es manifiesta tanto en cuanto

al número y cantidad de PBPs, como al sistema de numeración y

funciones161j86. En Serratia se aprecian algunas diferencias

no muy sustantivas, y es en el género Proteus donde las discre-

pancias con E. coli alcanzan alguna relevancia mayor, aunque la

coincidencia entre las diferentes especies es eíevaaal8Y. La

inferior actividad intrínseca de imipenem y otros carbapenems

frente a microorganismos del género Proteus pudiera sugerir di-

ferencias más específicas en relación con la PBP 2, diana pre-

ferente de estos MAL.

El perfil de PBPs en P. aeruginosa y otras especies de Paendo—

monas también es bastante coincidente con el de E. cali, aunque

el complejo PBP lestá formado por tres componentes188, y el PM

oscila en un rango de 118.000 y 35.000 D. Las modificaciones

morfológicas originadas por la unión de los MAL a las PBPs de

estos microorganismos muestran un paralelismo evidente con las

producidas en E.coli. En otros gram negativos, más distantes en

su relación taxonómica, las diferencias son mayores. En 14. go—
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norrhoeae se han caracterizado tres PBPs con PM entre 90.000 y

48.000. La PB? 2 parece esencial, muestra homología con la PB?

3 de E. coli y desempeña funciones análogas168. Un espectro su-

perponible se ha determinado para B. catarrhalis163. En II. in—

fluenzae se han descrito ocho PBPs, de las que PB? 2 y 4 se co-

rresponden con lA y 2 de E. coli, mientras que en E. fragilis

se han caracterizado cuatro PBPs con PM que oscilan entre

100.000 y 32.000, asignandosele a la PBP 2 las funciones esen-

ciales.

5.5 IMPLICACIONES DE LAS PBPs EN LA RESISTENCIA

.

La resistencia a MAL por alteraciones en las PBPs, que conlíeva

modificaciones en la afinidad por los substratos, es un meca-

nismo bién conocido, demostrado en el laboratorio por Spratt en

cepas de E. coli y caracterizado en muchas especies bacteria-

nas, tanto de microorganismos gram—positivos como en bacterias

gram-negativas169,174. 189~l91~ Este tipo de resistencia y la

motivada por alteraciones en la ME, se enmarcan dentro del epí-

grafe “resistencia intrínseca”. Si en la segunda, anteriormente

descrita, el ArAL tiene dificultades para llegar al interior de

la célula, en la resistencia mediada por alteraciones en las

PBPs, el MAL no es reconocido por su diana y no ejerce su ac-

clon. Ambas se diferencian claramente de la resistencia mediada

por Blas que contrarrestan la acción del ArAL por hidrólisis e

inactivación.

En el mundo bacteriano existen numerosos ejemplos de especies

que deben su resistencia a un mecanismo en el que estan impli-

cadas las PBPs. Ciertamente, este mecanismo de resistencia tie-

ne mayor relevancia en microorganismos gram—positivos. Es bién

conocida desde principios de la década de los 60, la resisten-

cia a la meticilina de s. aureus y epidermidis, hoy preponde-

rante en muchos hospitales. En nuestro país y en otras áreas

del mundo, la resistencia a penicilina en 5. viridans y 5.

pneumoniae es un motivo de seria preocupación. Ambas son debi-

das a modificaciones en el patrón de PBPs y su afinidad por la

penicilina G y otros ArAL. La pobre actividad de penicilina G

en Enterococcus y la, todavía escasa, resistencia a ampicilina,

también obedecen a fenómenos en los que las PBPs tienen una

responsabilidad casi exclusiva. En gram—negativos la hidrólisis
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por Blas es preponderante, no obstante, la resistencia mediada

por PBPs está bién caracterizada en 14. qonorrhoeae y EL. iu—

fluenzae, y es más infrecuente o al menos está menos descrita

en Enterobacteriaceae y P. aeruqinosa.

Las PBPs son enzimas bacterianas que “funcionan por afinidad”

tanto en la síntesis de la PC, como cuando actuan como diana de

los ALAL. En este sentido, cualquier modificación estructural o

funcional debería conllevar la disminución de su afinidad por

el substrato, bién el complejo acil—D—alanil-D—alanina bién los

ArAL. e implicaría una pérdida de su eficacia como enzimas. Se

habla, en general, de alteraciones o modificaciones en las PBPs

y de pérdida de afinidad por los substratos betatactámicos. En

teoría, parece un mecanismo simple con variaciones en su expre—

sion fáciles de comprender; en la práctica, no es un mecanismo

ni tan posible ni tan frecuente, sin que se produzcan otras al-

teraciones concomitantes que pongan en peligro hasta la misma

viabilidad de la célula bacteriana. En este punto parece con-

gruente preguntarse: ¿que tipo de alteraciones se producen en

las PBPs, como se modifica la afinidad y en definitiva como se

produce la resistencia?

Al tener la codificación genética de estas proteínas una base

cromosómica, serán precisas mutaciones puntuales en los genes

responsables para ocasionar la alteración estructural y funcio-

nal. Así, la resistencia a un AfAZ que tiene diferentes PBPs

dianas se alcanzaría, solamente, a través de mutaciones simul—

táneas en genes distantes entre sí, y este hecho concreto tiene

lugar con dificultad e infrecuencia. Se han descrito “vías di-

versas” que confluyen en la alteración de la afinidad: disminu-

ción de la afinidad de alguna de las PBPs que conforman el pa-

trón habitual de cada bacteria; desaparición de alguna de las

proteínas esenciales, o por el contrario, aumento considerable

en el número de moléculas de alguna de estas proteínas que, ob-

viamente, requeririan una concentración mayor de MAL para su

saturación; modificaciones en el perfil de PBPs con sustitución

de alguna de las habituales, o síntesis de nuevas PBPs con afi-

nidad selectiva por el substrato fisiológico y escasa por subs-

tratos betalactámicos. Reconociendo la comodidad de admitir al-

guna de estos caminos como posibles en la mediación de la re-

sistencia, tal vez en su propia sencillez está implícita la di—

ficultad de estimarlos verosímiles. Spratt, ha resumido recien—
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temente los cuatro mecanismos más coherentes, analizando las

posibilidades de cada uno169.

a) Alteraciones en la afinidad de PBPs habituales. Teóricamente

es un excelente mecanismo citado de forma genérica en muchos

trabajos, pero indudablemente limitado en la práctica por dife-

rentes motivos. En principio, no es muy frecuente que un ArAL

tenga una sola diana esencial. Más común es que se precise el

bloqueo de diferentes PBPs para llevar a término la inhibición

de la síntesis de la PC. Por tanto, serían precisas mutaciones

secuenciales que afectaran a genes diferentes y modificaciones

más o menos extensas en la secuencia de aminoácidos de cada

proteína, para que la afinidad se viera comprometida de forma

eficaz.

Por un principio de economía vital este mecanismo no es muy

factible en la realidad. No debemos olvidar el papel fisiológi-

co de las PBPs en la síntesis de la PC. Tampoco, que alteracio-

nes amplias en la secuencia de aminoácidos, podrían determinar

una disminución en la afinidad de las PBPs por su substrato na-

tural — el complejo acil—D—alanil-D—alanina —, que podrían a—

fectar a la propia síntesis de la pared. De esta forma, serian

precisas modificaciones que selectivamente afectaran a la afi-

nidad por los ArAL, sin alterar el comportamiento de cada PBP en

la biosíntesis del peptidoglicano. Tal hipótesis, aunque ideal,

dista mucho de la realidad. Indudablemente, este mecanismo se-

ría posible en relación con AfAZ que inhibieran una sola PBP e—

sencial para el crecimiento. Modificaciones en la secuencia de

aminoácidos conllevarían una pérdida de afinidad global, que en

el caso del substrato fisiológico seria compensada por la ac-

ción de otras PBPs integrantes del patrón habitual.

b) Incremento del número de PBps. Se trata de modificaciones al

alza en el número de moléculas de proteína por célula, lo que

implicitamente supondría la necesidad de concentraciones de an-

tibiótico mayores para alcanzar la inhibición del crecimiento.

De nuevo se trata de un mecanismo teóricamente verosimil, pero

dificil de alcanzar en la práctica, puesto que para incrementar

la resistencia a niveles terapéuticamente valorables seria ne-

cesario la hiperproducción de diversas PBPs esenciales. Apenas

descrito en cepas de origen clínico, considerando la dotacción

usual de PBPs. si se ha demostrado la hiperproducción de PEP 2’
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en cepas de 5. anreus resistentes a la nieticilina.

c) Adquisición ilegítima de una PBP de baja afinidad. Consiste

en la incorporación de material genético nuevo para ese micro-

organismo, capaz de codificar una o más PBPs de escasa o nula

afinidad por los substratos betalactámicos. La adquisición es

“ilegítima” porque el fragmento de ADN que promueve la síntesis

de la nueva PBP no tiene homólogo en la bacteria, de manera que

su integración en el cromosoma no precisa de recombinación ho-

móloga.

Ciertamente es un mecanismo ingenioso y rentable, toda vez que

la PBP de baja afinidad no es reconocida por el ArAL y por tanto

no es bloqueada, mientras que es capaz de efectuar la biosínte-

sis del peptidoglicano supliendo las funciones del grupo usual

de PEPs que si son inhibidas. La síntesis de PBP 2’ por cepas

de 5. aureus resistentes a meticilina, es el ejemplo más evi-

dente de un mecanismo de resistencia eficaz, aunque poco difun-

dido entre las bacterias.

d) Adquisición homóloga de una PBP de baja afinidad. Constituye

un buen exponente de la búsqueda y logro del mismo fin por me-

dios distintos. En este caso el fragmento de ADN que va a codi-

ficar la síntesis de la PBP de baja afinidad se integra en el

genoma bacteriano por recombinación homóloga. Además, este me-

canismo, ampliamente demostrado en aislamientos clínicos de 5.

pneumoniae y ti. gonorrhoeae, supone el reemplazo de una de las

PBPs habituales por otra u otras de baja afinidad. Como en el

caso anterior la síntesis de la PC es asumida por estas nuevas

PBPs cuando los ArAL inhiben la dotacción habitual. Aunque exis-

ten mecanismos para limitar la adquisición de secuencias homó-

logas, la presión selectiva del extenso empleo de los antimi—

crobianos es un factor que hace propender a la incorporación de

material genético por medio de la adquisición homóloga.

Todos estos procesos, propician en mayor o menor grado, la re-

sistencia a ArAL por falta de reconocimiento de la diana habi-

tual y conforman el segundo mecanismo de resistencia, en orden

de relevancia, en microorganismos responsables de patología in-

fecciosa. Sorprendentemente, la resistencia por alteración en

las PBPs es común entre los gram—positivos y tiene mucha menos

entidad en microorganismos gram—negativos. Parece como si estos
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últimos estuvieran ya suficientemente protegidos con otros me-

canismos de resistencia, esencialmente Blas, como para incorpo-

rar más información genética y más actividad biosintética. De

hecho, Neisaeria y Haemophilus, escasamente protegidos por la

ME y superada terapéuticamente la resistencia por Blas plasmí-

dicas, son los únicos ejemplos de gram—negativos en los que la

implicación de PBPs alteradas es partícipe de la resistencia a

ABL. Las bacterias gram positivas carecen de ME y la resisten-

cia por impermeabilidad no es posible. Además, la producción de

Blas es muy infrecuente en Streptococcus, o está superada por

ALAL resistentes a la hidrólisis enzimática en Staphylococcus.

De esta forma, la resistencia por modificaciones en las PBPs es

el unico recurso de que disponen las bacterias gram—positivas

para oponerse a la acción de los ArAL. 11o deja de ser reseñable

que este modo de resistencia haya proliferado, con mayor asi-

duidad, en aquellas especies habitualmente tratadas con penici-

lina O.

5.6 PBPs Y RESISTENCIA EN ENTERORACTERIACEAE Y P. AERUGINOSA

.

En Enterobacteriaceae, Pseudonionas y otros BGNNF la resistencia

a ArAL es debida, fundamentalmente, a la acción hidrolítica de

múltiples Blas plasmídicas o a la hiperproducción de ¡Alas cro—

mosomícas. Además, las alteraciones en la permeabilidad de la

ME también pueden jugar cierto papel, de manera más relevante

en Pseudomonas. Por el contrario, la resistencia motivada por

alteraciones en las PBPs no ha sido demostrada de forma convin-

cente en cepas aisladas de muestras clínicas, y las escasas pu-

blicaciones encontradas en la literatura hacen referencia, en

su mayoría, a trabajos experimentales desarrollados en el labo-

ratorio en cepas de E. coli.

En hipótesis, son diversas las razones a las que atribuir la

carencia de mutantes con PBPs alteradas, probablemente, es un

mecanismo de resistencia “que no precisan estos microorganis-

mos” suficientemente protegidos por otros más eficaces. Tal vez

en el futuro y ante la presión selectiva de ArAL con resistencia

a un amplio grupo de Blas, puedan adquirir cierta preponderan-

cia formas de resistencia en las que estén más implicadas las

PBPs. Por otra parte, la afinidad de varias proteínas por el

substrato betalactámico infiere la necesidad de mutaciones múl-
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tiples para obtener un nivel de resistencia terapénticamente

valorable. El alcance de estas modificaciones de la afinidad

podría afectar al papel fisiológico de las PBPs en la síntesis

del peptidoglicano. Todo ello determina la infrecuencia de este

tipo de resistencia en Enterobacteriaceae y P. aeruginosa.

La afinidad selectiva de la cefalexina por la PB? 3 ha permiti-

do el desarrollo de cepas de E. coli, resistentes por modifica-

ciones en dicha proteína tras la acción de agentes mutágenos—
192, El máximo nivel de resistencia alcanzado en un solo paso

es, solamente, diez veces superior al inicial. En estas cepas

se han detectado tres sustituciones en la secuencia de aminoá-

cidos de la proteína, y se ha demostrado que el cambio de un

solo aminoácido infiere incrementos de la resistencia pequeños,

que pasarían inadvertidos en las pruebas de sensibilidad habi-

tualmente realizadas en el laboratorio clínico. La remodelación

del sitio activo del enzima por modificaciones más amplias en

la secuencia de aminoácidos, con niveles más altos de resisten-

cia, y sin comprometer la estabilidad del enzima parece proble-

mática. No obstante, Hedge y Spratt creen que podrían alcanzar-

se ambos objetivos si de forma concomitante otras sustituciones

consiguieran reestabilizar el enzima193.

En P. aeruqinosa la situación no es muy diferente a la descrita

en Enterobacteriaceae con relación a la resistencia motivada

por PBPs. Mirelman et al. describen resistencia a ALAL en un

aislamiento de origen clínico, como resultante de un efecto

combinado de alteraciones en la permeabilidad y disminución en

la afinidad de PBPs194. En otro estudio desarrollado con cepas

resistentes, seleccionadas durante el tratamiento con piperaci-

lina y tobramicina en un paciente con fibrosis quistica, God-

frey et al. demuestran diversas modificaciones en el patrón de

PBPs y su afinidad195. En cepas del serotipo K con bajo nivel

de resistencia, la PB? 3, diana preferente de la piperacilina,

está ausente o muestra muy bajo perfil de afinidad por el anti-

biótico. En una cepa del serotipo M, con un nivel de resisten-

cia intermedio, se detecta afinidad disminuida por el patrón de

PBPs esenciales y una cantidad considerable de PEP 6. A juicio

de los autores, estas modificaciones se correlacionan adecuada-

mente con los niveles de resistencia.

En concluston, las repercusiones que en la sensibilidad a los
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MAL tienen las alteraciones en las PBPs son mayores en los mi-

croorganismos gram—positivos. En ellos, el fenotipo de afinidad

se traduce bién en el de sensibilidad, con valores de CMI pró-

ximos a las concentraciones requeridas para inhibir las PBPs.

En gram—negativos “es otra historia”, y hasta es posible que

las supuestas modificaciones en la afinidad no sean facilmente

detectables por los tests “in vitro”, enmascaradas por valores

de inhibición más concordantes con mecanismos más eficaces y

mucho mejor conocidos.

6. BETALACTAMASAS Y RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

.

6.1 INTRODUCCION Y PERSPECTIVA HISTORICA

.

Las betalactamasas (Blas), en estricto sentido conceptual, son

enzimas cuyo substrato son los antibióticos betalactámicos

<ArAL) naturales, semisintéticos ó de síntesis total, desarrol-

lados desde la bencilpenicilina hasta hoy. No obstante, esta

sencilla definición encierra la historia del mecanismo bacte-

riano de resistencia que más ha contribuido al progreso de la

antibioterapia. Ciertamente, en estos 60 años han ocurrido múl-

tiples acontecimientos, en íntima dependencia unos de otros,

siempre con el substrato común de la interrelación ¡Alas—ArAL.

Las primeras referencias de esta “historia interminable”, están

muy próximas en el tiempo al descubrimiento de la penicilina

O. En 1929, Eleminq pone de relieve que el crecimiento de algu-

na bacteria del grupo “coli—tifoidea” no es inhibido por la pe-

nicilina1, Años después, en 1940, y con anterioridad a su in-

troducción como antimicrobiano de uso habitual en la práctica

clínica, Abraham y Chain demuestran que el extracto de un cul-

tivo de E. coli inactiva la penicilina y adelantan la hipótesis

de un mecanismo de hidrólisis enzimática denominando al enzima

peniciíinasa67. El trabajo tiene gran relevancia y su fecha de

publicación fué considerada en 1979 por Hamilton-Miller, en su

“An Historical Introduction to fA—Lactamase”, con el epígrafe

“Penicillinase was born a December
25th 1940~~í96. Algo más tar-

de, Kirby en 1944, demuestra que la producción de penicilinasa

se correlaciona bién con la resistencia de S. aureus a penici-

lina, de forma que este fenotipo de resistencia pasa muy pronto

a ser dominante tanto en el medio hospitalario como en la comu-

nidad
8.
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El término “penicilinasa” aparece por vez primera en el volumen

36 de Quaterly Cumulated índex Medicus publicado en 1944, tota-

lizando 91 trabajos hasta 1956. Posteriormente, y ya en el ac-

tual Cumulative índex Medicus se citan 22 estudios en 1960, año

de su aparición. Desde entonces la bibliografía sobre Blas ha

desbordado cualquier previsión y hoy constituye uno de los ca-

pítulos más profusos de la resistencia bacteriana a los antimi—

crobianos. Las sucesivas revisiones de la Enzyme Commission y

la nomenclatura oficial asignada a las Blas no han sido muy a—

fortunadas, e incluso han motivado alguna confusión. Inicial—

mente, en 1965, fueron incluidas como “Penicillin Amido B—Lac—

tam Hydrolases” EC 3.5.2.6. La denominación “cefalosporinasa”

no aparece hasta la revisión de 1972 con las siglas EC 3.4.2.8

como si se tratara de un enzima completamente diferenciado. La

distinción entre ¡3-lactamasa 1 — penicilinasas - y rA—lactamasa

II — cefalosporinasas — lejos de ser esclarecedora introdujo

más elementos de confusión. Actualmente, ambos conceptos estan

incluidos en el término genérico 13—lactamasas nominado con la

abreviatura SC 3.5.2.6196

La década de los años 60 fué definitiva en la consolidación de

las Blas como mecanismo de resistencia de gran repercusión. En

1963, Novick demostró que el gen que codificaba la producción

de penicilinasa en 3. aureus era plasmídico197. Poco después,

1965, Datta y Kontomichalou documentan fehacientemente que en

Enterobacteriaceae la síntesis de penicilinasa también es codi-

ficada por plásmidos198. En paralelo a estos hallazgos y siem-

pre en interdependencia la llegada de las penicilinas semisin—

téticas, ampicilina y carbenicilina, a los formularios hospita-

larios tiene una enorme trascendencia no sólo porque inicia pa-

ra los ArAL las vías terapéuticas frente a gram—negativos, sino

porque motiva el estudio en profundidad de los mecanismos bio-

químicos de resistencia bacteriana a ArAL. A partir de este mo-

mento, la síntesis plasmídica de Blas y la interrelación Blas-

ArAL adquieren nuevas y múltiples dimensiones, que configuran un

fenómeno muy dinámico en constante evolución.

La década de los años 70 atianza a las Blas plasmídicas como un

dispositivo de resistencia de primera magnitud. Durante su dis-

currir tienen lugar la “explosión numérica” de estas enzimas y

su difusión a la mayoría de las bacterias gram—negativas. Tres

hechos parecen más sobresalientes: el hallazgo de Hedqes y Ja—
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cob en 1974 de los elementos de transposición como vehículos de

codificación y diseminación de la resistencia199; la posibili-

dad, ofrecida por Matthew et al. en 1975, de diferenciar bién

dos Blas por medio del isoelectroenfoque analítico <lEE)200; y

la caracterización, por Sutcliffe en 1978, de la secuencia de

nucleótidos y aminoácidos de TEM-1201. Desde 1951, Abraham, ha-

bía especulado con la variabilidad enzimática. Smith y Hamil-ET
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ton-Miller, en 1963, adelantan una hipótesis según la cual cada

especie bacteriana, al menos en gram—negativos, produce una ¡Ala

diferente196, Matthew y Harris en 1976, confirman esta última

presunción y afirman la especificidad de las ¡Alas a nivel de

especie y sub—especie202. La caracterización de las Blas pías—

mídicas de los tipos OXA y PSE203, la diseminación de TEM—1 a

otros microorganismos como Haemophilus y Neisseria204, y la

constatación de este mecanismo en Streptococcus205, ratifican

las premoniciones anteriores y dejan el camino expedito a otras

alternativas futuras de resistencia.

En los años 80 tienen lugar, en relación con el universo de las

Blas, dos acontecimientos que expanden los caminos de la resis-

tencia. Por una parte, la configuración de las Blas cromosómi—

cas inducibles y su derrepresión, como un mecanismo eficaz que

determina resistencia clínica a los ArAL y fracaso terapéutico—
206, En otro sentido, “el estallido” a expensas de TEM—l y 2 y

SHV—l de más de 40 nuevas Blas plasmídicas de espectro muy am-

pliado, que confieren resistencia a los nuevos ArAL y limitan de

forma significativa las opciones terapéuticas207. Por el momen-

to, estos son los últimos capítulos de esta “historia intermi-

nable”. Con seguridad, en breve, se hará preciso abrir nuevas

páginas.

Es conveniente, por tanto, aproximarse al “universo de las

¡Alas” por caminos diferentes. En su acepción más estricta, se

trata de enzimas que hidrolizan el enlace amida cíclico del a—

nillo betalactámico, dando lugar a productos exentos de cual-

quier actividad antimicrobiana. La inactivación, por hidrólisis

de los ArAL, parece el objetivo más explícito y desde luego el

mejor conocido de estas hidrolasas, No obstante, la elevada

probabilidad de que una ¡Ala regida por el cromosoma esté pre-

sente en todas las bacterias202; la síntesis enzimática por ce-

pas nunca tratadas con A13L208; el mantenimiento de estas enzi-

mas en la diferenciación evolutiva de las bacterias; y el fra—
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caso en el desarrollo de organismos viables carentes de enzima,

sugieren que las Blas pueden desempeñar un papel, por concre-

tar, en la fisiología bacteriana209. Se ha sugerido relación

entre Blas y metabolismo bacteriano, propiciada por su locali-

zación periplásmica y su facilidad para ser inducidas por un

componente del peptidoglicano210. Tal vez, la función fisioló-

gica habitual de las ¡Alas esté más cercana a la rotura de algu-

na estructura betalactámica considerada transitoria o interme-

día en la síntesis de la pared celular209.

Desde una perspectiva diferente se pueden considerar las Blas

como el determinante mayor, aunque no único, de la resistencia

a ArAL en gram-negativos y la causa inmediata del desarrollo i—

nusitado de los ALAL. Entre la población bacteriana de origen

clínico se han caracterizado más de 100 tAlas diferentes, codi-

ficadas por el cromosoma o por plásmidos y transposones, que

constituyen un arsenal genético de resistencia de primera mag-

nitud. La identificación progresiva de nuevas tAlas no sólo debe

responder a una mejora evidente en las técnicas de estudio, si-

no también a la respuesta del universo microbiano al desarrollo

de nuevos ArAL cada vez más eficaces y resistentes a enzimas

previos. La resultante de esta dinámica es que no exista un so-

lo ABL que no sea hidrolizado por alguna ¡Ala. No es aventurado

afirmar, por tanto, que las Blas constituyen el mecanismo de

resistencia de mayor responsabilidad en la terapia antimicro—

biana.

Son muy variados los aspectos interesantes que el mundo de las

Blas ofrece al investigador básico, al microbiólogo clínico y

también al médico interesado en el tratamiento de las enferme-

dades infecciosas. Con independencia de lo que conceptualmente

se entiende por ¡Alas y de las distintas perspectivas de aproxi-

mación, la profundización en el mundo de estas enzimas requiere

conocer: a) como es posible presuponer su existencia en una ce-

pa aislada en el laboratorio de microbiología; b) como identi-

ficarlas, caracterizarlas y en definitiva diferenciarlas unas

de otras; c> cuantas existen y como es posible clasificarlas;

d> cual es su distribución entre los microorganismos de proce-

dencia clínica, y finalmente; e) en que medida participan en la

resistencia a ArAL y cual es su repercusión en el tratamiento.
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6.2. CARACTERíSTICAS GENERALES DE LAS BETALACTAMASAS

.

La actividad hidrolitica es la constante más característica de

las Blas y su primordial propiedad. l~o obstante, el enfoque más

adecuado de las Blas tiene dos vertientes: una como enzima y

otra como proteína. La resultante de este examen dual, sumariza

las características generales de las Blas.

La hidrólisis por Blas del enlace betalactámico determina la

formación final de productos biológicamente inactivos211. En el

caso de las penicilinas se produce ácido peniciloico en propor-

ciones estequlométricas, provisto de dos grupos ácidos que le

confieren estabilidad y permiten su detección por distintas

técnicas. En el caso de las cefalosporinas, las circunstancias

son más complejas y difieren según el grupo químico dispuesto

en C
3. El teórico ácido cefalosporoico, formado tras la hidró-

lisis enzimática, es muy inestable y se descompone con rapidez,

dando lugar a sustancias distintas en función de los radicales

presentes en C3. Esta inestabilidad conlíeva ardúas dificulta-

des en la detección y cuantificación de los productos finales

de la reaccion.

Por varias razones, y fundamentalmente por su significación en

la resistencia a MAL, conviene distinguir las ¡Alas de otras en-

zimas bacterianas, penicilin—acilasas o amidasas y esterasas,

que actuando a otros niveles en la molécula de AfAZ consiguen la

hidrólisis de estructuras colindantes al núcleo betalactámico y

originan productos que mantienen cierta actividad antimicrobia—

na 211~ Las amidasas o acilasas hidrolizan la cadena lateral a—

cil en C6 de penicilinas y C7 de cefalosporinas, originando

sustancias con actividad biológica algo inferior a la del ArAL

original. Las esterasas solo actúan sobre cefalosporinas, obte-

niendo por hidrólisis la separación del grupo acetil contenido

en el radical acetoximetil sustituyente en C3 de alguno de es-

tos compuestos. Cefalotina y cefotaxima son dos buenos ejemplos

de esta degradación enzimática que siempre conlíeva pérdida de

la actividad antibacteriana, aunque la sustancia desacetilada

muestre sinergia, en algunos casos, con el AIAL del que procede.

Algunos autores incluyen en este apartado las dehidropeptidasas

renales de mami.feros, activas frente a ABL del tipo carbape—

nems.
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En tanto en cuanto una ¡Ala es un enzima, el desarrollo de la

reacción catalizada es prioritario y puede expresarse de acuer-

do con la formulación siguiente:212

E= Enzima ¡Ala.

E+S ~ E.S .> E—S .~.—> E+Si S Substrato ALAL.

Si=Substrato hidrolizado.

Inicialmente, la enzima se une al substrato originando un com-

plejo no covalente sin actividad antimicrobiana. En ese esta-

dio, enzima y substrato pueden disociarse, o continuar la reac-

ción para formar un complejo covalente acil—enzima a través de

un grupo activo serma. La deacilación de este complejo, que

también es biológicamente inactivo, con hidrólisis del substra-

to como producto final y la liberación del enzima activo, com-

pletan el proceso.

El desarrollo pormenorizado de la reacción no es igual para to-

das las ¡Alas, o expresado de otra manera, no todas las Blas hi-

drolizan a los diferentes A¡AL con la misma eficacia. TEM—2, una

¡Ala con un promotor eficaz, se muestra altamente eficicente

frente a bencil-penicilina, hidrolizando 2.000 moléculas por

segundo por cada molécula de enzima. En sentido opuesto, esta

¡Ala es ineficaz frente a la cefoxitina y las cefalosporinas de

3~ generación, de las que hidroliza 0,1 moléculas por segundo

por cada molécula de enzima. El denominado “turnover number”,

representado por Kcat o por la constante K
3 de la reacción an-

tes citada, expresa numéricamente la mayor o menor eficacia hi—

drolítica
2 12

Cualquier reacción catalizada por un enzima viene caracterizada

por dos parámetros cinéticos, Vmax y Km. diferentes para cada

combinación enzima—substrato y determinados mediante diagramas

estandarizados213. Vmax representa la máxima velocidad de hi-

drólisis de la reacción, mientras que Km. constante de equili-

brio de Michaelis, significa la afinidad del enzima por el

substrato y es equivalente a la concentración de ArAL hidroliza-

da a 0.5 de Vmax. Las distintas expresiones matemáticas que se

pueden establecer en función de los valores \lmax y Km. permiten

representar la actividad hidrolítica de una ala con propósitos

comparativos. La tasa de hidrólisis de un antimicrobiano por

una ¡Ala puede venir expresada por el valor NI o velocidad de hi-
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drólisis (1), aunque parece más representativo hacerlo por me-

dio de la “eficiencia hidrolítica” o “eficiencia fisiológica”.

simbolizada por el cociente <2). Esta relación es más útil con

fines comparativos entre diversas ¡Alas y un determinado subs-

trato betalactámico. Tiene en cuenta afinidad e hidrólisis, es-

pecialmente cuando se trabaja con concentraciones de A¡AL meno-

res que Km, situación habitual o más frecuente en el espacio

periplásmico de las bacterias gram—negativas142,214, 215,

Vmax (5> Vmax

(1) Eficiencia hidrolítica = <2>

Km+ (5> Km

La determinación de la actividad ¡Ala debe realizarse frente a

un amplio rango de concentraciones de ArAL que remeden las más

usuales en el espacio periplásmico. A este respecto, parece más

propicia la sensibilidad de los métodos espectrofotométricos,

en relación con los que utilizan técnicas yodométricas o acidi-

métricas214. Con todo, tiene varias limitaciones en relación

con los cambios de absorbancia a concentraciones próximas a la

Km, que implican la necesidad de lecturas, al menos, por dupli-

cado. Además, es preciso tener en cuenta que una tasa de hidró-

lisis lenta puede imposibilitar la determinación correcta de

Vmax y Km. Todo ello implica obtener datos comparativos dentro

de un mismo laboratorio, expresar los resultados dentro de un

límite y nunca con valores de 0, y en definitiva ser cauteloso

en el análisis de los resultados.

La reacción catalizada por una ¡Ala no siempre determina la hi-

drólisis del substrato, ya que en función de las característi-

cas del mismo puede seguirse de la inhibición enzimática212. El

desarrollo de la reacción es superponible al de la hidrolítica

formulada anteriormente, sin más que Sustituir el substrato (5)

por el inhibidor (1) y la interacción está caracterizada por

una constante de equilibrio Ki que equivale a k</kí. En fun-

ción del inhibidor, puede ser más conveniente expresar la acti-

vidad inhibitoria en términos de ~ o concentración que pro-

porciona el 50% de inhibición bajo una serie de condiciones de

ensayo prefijadas. Existen diversos tipos de inhibidores de

¡Alas divididos en: no betalactámicos - EDTA, 0-fenantrolina,

pCHE, a. borónicos -; AOL - cloxacilina, cefoxitina, cefalospo-

rinas de 3~ generación, aztreonam, imipenem, meropenem —; y be—
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talactámicos con escasa actividad antimicrobiana “per se” — a.

clavulánico, sulbactam, tazobactam, BRL 42715B —. Las posibili-

dades de inhibición de una ¡Ala por diferentes inhibidores va-

rían entre las enzimas haciendo posible su diferenciación. En

general, y con los betalactámicos de forma obligada, los ensa-

yos de inhibición deben efectuarse con y sin incubación previa

del enzima con el inhibidor, efectuando una determinación de la

tasa constante de inhibición212

La estimación de una ¡Ala como enzima no finaliza con su activi-

dad hidrolitica. También, y de nuevo en cuanto que es un enzi-

ma, una ¡Ala puede considerarse como la expresión de un gen, lo-

calizada una vez sintetizada, en el espacio periplásmico y pro-

ducida en cantidades variables y susceptibles de modificación

por inducción o mutación. Estas características permiten dis-

tinguir entre ¡Alas codificadas por el cromosoma, y ¡Alas regidas

por elementos extracromosómicos, plásmidos y elementos de

transposición, conformando dos grupos bién diferenciados con

propiedades y fisiología dispares, que facilitan, al menos en

gram—negativos, su clasificacion.

Además, el nivel de expresión tras su síntesis puede modificar—

se por inducción específica con substratos betalactámicos, o

por fenómenos de mutación en la maquinaria genética responsa-

ble. Esta nueva diferenciación permite discriminar entre Blas

constitutivas no susceptibles de inducción, cuyo nivel de pro-

ducción es constante, y ¡Alas inducibles cuya producción se au-

menta transitoriamente como consecuencia de la inducción, dis-

minuyendo su nivel a un “status” basal cuando cesa la acción

del agente inductor. Hoy por hoy, todas las ¡Alas plasmídicas

parecen constitutivas dependiendo su nivel de producción de la

regulación genética del plásmido o transposón, y en ningún caso

susceptibles a fenómenos inductivos. Por el contrario, entre

las Blas cromosómicas existen ambas modalidades fisiológicas,

aunque desde el punto de vista clínico tienen mayor relevancia

las enzimas inducibles, frecuentes en algunas Enterobacteria—

ceae y Pseudouonas. y responsables de no pocos fracasos tera—

peuticos -

La posibilidad de ser excretada al exterior divide, un poco ar-

tificialmente, a las ¡Alas en intra y extracelulares. La confor-

mación de las estructuras externas de los gram—positivos con—
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siente la salida de enzimas al exterior celular y en este sen-

tido tildamos a las ¡Alas de gram-positivos de extracelulares.

Esta propiedad está abolida para los gram—negativos, salvo es—

casisimas situaciones de excepción, y por ello hablamos de en-

zimas intracelulares y periplásmicas.

Las propiedades físicas de las ¡Alas como proteínas son también

parámetros habituales para la diferenciación entre enzimas. Al-

gunas como el peso molecular (PM) y la movilidad electroforéti—

ca son consideradas, actualmente, obsoletas o de aplicación

marginal. El punto isoeléctrico (pI), en primera línea de la

caracterización durante 10 años, ha perdido singularidad ante

la aparición de nuevas ¡Alas plasmídicas con valores de pI coin-

cidentes. No obstante, es un parámetro muy util en combinación

con estudios genéticos relativos a las secuencias de nucleóti—

dos del gen codificador o a la secuencia de aminoácidos de la

proteína relacionada.

Nuestra comprensión de las Blas se ha ampliado notablemente al

conocerse la estructura molecular y la secuencia de aminoácidos

de alguna de estas proteínas y su posible semejanza evolutiva y

funcional con las PBPs216. Los trabajos de Ambler217 en 1980,

Jaurin y Grundstrom218 en 1981, y Bergstrom et al.219 en 1982,

han perfilado la diferenciación de tres clases moleculares con

estructura y PM distintos, aunque una gran parte de las Blas

está todavía por secuenciar y clasificar a nivel molecular. En

la clase A, caracterizada por la presencia de un grupo serma

como sitio activo, se incluyen las ¡Alas plasmídicas más comu-

nes: TEM—1 en gram—negativos y PCi de 5. aureus. La clase E a—

coge un grupo de Blas con características de metaloenzimas cuyo

representante más genuino es la cefalosporinasa de E. cereus.

Sus integrantes son poco frecuentes entre las cepas clínicas,

aunque la resistencia enzimática a carbapenems en x. aaltophi—

ha y la recientemente descrita en P. aeruqinosa son debidas a

enzimas de esta clase. La clase C está exclusivamente formada

por Blas cromosómicas de Enterobacteriacaeae y P. acruginosa.

también con serma como lugar activo. La cefalosporinasa AmpC

de E. cohi es la enzima tenido por prototipo. Muestra amplia

homología secuencial con la ¡Ala de Sbiqehla y en menor grado

con las de Klebsiella, Salmonehla, Serratia y P. aeruqinosa..

Recientemente, Huovinen et al.2220 han propuesto una nueva da--

se D para distinguir las oxacilinasas y alguna de las carbeni-
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cilinasas, cuya secuencia de aminoácidos difiere sensiblemente

de otras Blas plasmídicas de la clase A220.

La similitud estructural y funcional entre PBPs y Blas ya ha

sido citada en el capitulo previo referente a PBPs. Mucho se ha

especulado sobre el origen común de ¡Alas y PBPs, en base a la

homología entre ¡Alas de la clase A y L—alanina carboxipeptidasa

de B. cereus221, 222, Esta hipótesis inicial se ha reforzado

considerando que la estructura terciaria o configuración tridi-

mensional de la ¡Ala de B. licheniformis, guarda similitud mani-

fiesta con la PBP de Streptoniyces R6223. Además, ambas proteí-

nas exhiben semejanza a nivel funcional estimando su genética y

fisiología. La posibilidad de incrementar el nivel de produc-

ción por inducción no es algo que afecte solo a las Blas, sino

también a la PBP 2’, responsable de la resistencia a meticilina

en Staphylococcus224. En este género la regulación de los genes

que codifican ambas proteínas se efectúa por mecanismos reía—

c ionados 225

Algunas PBPs tienen debil actividad ¡Ala hidrolizando, con tasas

bajas, distintos ArAL226, si bién la actividad fisiológica de

las Blas está todavía a nivel de mera hipótesis. Lo que si está

comprobado es que mutaciones que determinan modificaciones en

la afinidad por las cefalosporinas, afectan a genes que gobier-

nan la síntesis tanto de PBPs como de Blas, y que los genes que

codifican PBPS pueden ser plasmídicos, al igual que los genes

¡Ala, confiriendo resistencia a A¡AL cuando se transfieren a una

célula huesped donde se replican originando un elevado número

de copias193. Finalmente, la enorme ubicuidad de Blas y PBPs en

bacterias sensibles y resistentes a ArAL, sustenta la hipótesis

de una estrecha correlación entre ambos tipos de proteínas.

6.3 DETECCION Y ENSAYO DE BETALACTAMASAS

.

Conforman el conjunto de técnicas que permiten identificar y

cuantificar la presencia de una o varias ¡Alas en un microorga-

nismo. Inicialmente, el patrón de sensibilidad—resistencia a

ArAL, conocido como fenotipo, es una traza suficientemente indi-

cativa de la codificación enzimática. La expresión de la resis-

tencia a través de los datos de sensibilidad, bién diámetros de

halo de inhibición, bién valores de CMI, son un reflejo bastan—
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te fidedigno del patrón hidrolitico del enzima, y aunque la hi—

drólisis enzimática no determina siempre resistencia clínica,

los parámetros obtenidos en los estudios de sensibilidad permi-

ten una presunción bastante fundada de la ¡Ala implicada. Estas

pruebas son, por tanto, un paso inicial en la diferenciación de

Blas.

La detección de Blas tiene dos vertientes según que solamente

ponga de manifiesto la presencia enzimática, aspecto cualitati-

vo, o avance en la estimación de la cantidad de enzima produci-

da por la bacteria, aspecto cuantitativo. Ambos aspectos com-

parten tecnología similar en cuanto a sus fundamentos, dife—

riendo en su realización práctica.

El análisis cualitativo de ¡Alas se efectúa por distintos méto-

dos, químicos o microbiológicos, basados siempre en los cambios

que tienen lugar como consecuencia de la hidrólisis del ArAL. La

formación de un compuesto ácido a expensas de un carboxilo adi-

cional, puede detectarse por su capacidad para reducir el yodo

o mediante el empleo de indicadores de pH, dando lugar a méto-

dos yodométricos o acidimétricos214. Los primeros no gozan de

mucha sensibilidad, mientras que los segundos no permiten la

distinción entre actividad ¡Ala y acilasa. Actualmente, ambas

tecnicas han caido en desuso en favor de la detección con ni—

trocefin o cefalosporina cromoqénica, que aprovecha el salto

electrónico que tiene lugar en la molécula para, mediante el

cambio de color originado, detectar la presencia del enzima22Y,

Es un método muy sensible que puede ponerse en práctica con

discos de papel o barritas impregnadas con la sustancia, o de

manera más concluyente utilizando la técnica del “spot test”.

Se puede trabajar directamente con una suspensión del microor-

ganismo supuestamente productor de ¡Ala, o mejor con extractos

enzimáticos obtenidos después de la sonicación de un cultivo en

fase logarítmica. En Staphylococcus ambas técnicas proporcionan

buenos resultados, si bién en cepas debilmente productoras del

enzima es conveniente recurrir a la inducción previa. En gram—

negativos, la localización periplásmica de la ¡Ala invalida el

empleo de discos o barritas excepto en Haeuuopbilus y Neisse—

ria. mientras que para el resto es conveniente trabajar con ex-

tractos que no precisan purificación.

Además de estos métodos químicos, se han usado con éxito dife—
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rente dos técnicas microbiológicas basadas en la inactivación

del AfAZ revelada por la técnica de difusión por disco. En la

primera de ellas, test descrito por Masuda en 1976228, se ob-

serva la destrucción del A¡AL por medio de discos cargados con

extractos bacterianos que contienen el enzima y su influencia

en la sensibilidad de un microorganismo testigo, generalmente —

Micrococcus luteus. El segundo es el test denominado “hoja de

trébol” descrito por P4cGhie un año después229, que mantiene i—

déntico fundamento aunque en vez de emplear extracto utiliza un

cultivo en fase logarítmica del microorganismo cuya producción

de ¡Ala se quiere detectar. Esta técnica se ha empleado de mane-

ra más asidua en Haemophilus y Neisseria.

El ensayo cuantitativo de la cantidad de Bla producida por una

bacteria requiere la obtención de extractos bacterianos por so—

nicaclon. Las técnicas de estudio se agrupan en dos apartados

según que se efectúe el análisis de los productos de la hidró-

lisis enzimática: métodos yodométrico230. acidimétrico231 o es—

pectrofotométrico de Samuni214, 6 bién se determine la concen-

tración de substrato que queda sin hidrolizar: metodos micro-

biológico232, de la hidroxilamina233 o espectrofotométrico de

O’Callagham234. Este último descrito en 1968, se ha hecho muy

popular y con distintas variantes que afectan al programa o al

substrato, es el más utilizado. La hidrólisis del anillo beta—

lactámico supone disminución de la densidad óptica de la solu-

ción a la longitud de onda de máxima absorción. Esta disminu-

ción puede ser detectada por el espectrofotómetro en términos

de substrato no hidrolizado y transformada en unidades de tAla o

concentración de ArAL, generalmente en micromoles hidrolizados

por unidad de tiempo, minutos ó segundos, y por miligramo de

proteína en el extracto enzimático. Se han empleado múltiples

substratos betalactámicos aunque los más comunes son la cefalo—

ridina, por sus amplias posibilidades de ser hidrolizada por

casi todas las Blas, y el nitrocefin.

6.4 CARACTERIZACION DE BETALACTAMASAS.

.

La caracterización de Blas persigue la individualización enzi—

mática. Esta tarea de poner “nombre y apellido” a cada enzima,

diferenciar a las de familias distintas y distantes, y distin-

guir también entre las muy próximas, además de atractiva ha su—
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puesto un reto de progreso tecnológico. En efecto, en la medida

en que se ha ampliado la oferta de AfAZ, las bacterias han ido

evolucionando y perfeccionando sus dispositivos enzimáticos de

supervivencia. Las nuevas Blas encontradas sucesivamente son

fruto de esta dinámica, pero también del esfuerzo tecnológico

que ha hecho posible la distinción entre enzimas con propieda-

des enormemente cercanas. Una ¡Ala solamente puede ser caracte-

rizada a través de la información combinada sobre parámetros

diferentes. Algunos de ellos no han soportado el paso del tiem-

po y hoy se consideran obsoletos; otros han mantenido su utili-

dad y están vigentes aunque precisan de información adicional.

La mayoría no pueden individualizarse como parámetros patogno-

mónicos de un enzima y sólo es de su yuxtaposición cuando surge

la diferenciación,

El peso molecular (PM), un parámetro utilizado inicialmente con

asiduidad, es hoy una dato poco relevante por su escasa sensi-

bilidad. Historicamente, la determinación del PM se ha realiza-

do mediante técnicas decromatografia de exclusión en gel o fil-

tración en gel, que tienden a subestimar los valores reaíes2O9.

Después, se han utilizado ampliamente métodos de electroforesis

en gel de poliacrilamida y dodecil sulfato sódico, que han a-

proximado cifras reales obtenidas del análisis de aminoácidos y

cifras experimentales235. De cualquier manera es un parámetro

de valor relativo en la diferenciación entre ¡Alas.

La comunicación por Matthew et al. en 1975, de que dos Blas po-

dían diferenciarse con nitidez por su punto isoeléctrico (pI)

fue una noticia científica de primer orden y contribuyó decisi-

vamente a avanzar con rapidez en la identificación de nuevas

Blas, así como en su clasificación200 ,20 2, En definitiva, la

determinación del pí por isoelectroenfoque (lEE> no es más que

un método de separación de proteínas en el cual las ¡Alas se a-

linean como bandas diferenciadas en su pI, en un gradiente de

pH producido electroforéticamente en geles de poliacrilamida.

También se han utilizado geles de agarosa muy purificada que

acortan el tiempo de enfoque236. El patrón especifico de cada

Bla consta de una banda principal y varias bandas adicionales

que una vez separadas se revelan mediante la aplicación de una

solución de nitrocefin, sólo, o en combinación con algún inhi-

bidor, esencialmente cefoxitina y ceftriaxona237. Con esta téc-

nica se alcanza un alto grado de resolución, toda vez que el
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enfoque en el gel es causado por fuerzas que actúan contra la

difusión, de manera que las Blas son concentradas durante su

separación.

El lEE es un método sencillo y de excelente rendimiento, cuya

duración se ha acortado notablemente mediante dispositivos co-

mercializados - PHAST GEL - que utilizan elevados voltajes y no

requieren refrigeración. Además, el extracto bacteriano conse-

guido por sonicación no necesita, en principio, un alto grado

de purificación previa, aunque es conveniente conocer con ante-

lación la actividad ¡Ala del mismo. La obtención de conclusiones

firmes respecto al pI, precisa la utilización en paralelo de

Blas prototipos de pI bién conocido que permitan extrapolar con

objetividad los datos leidos en el gel. A este fin, es conve-

niente la comparación de los hallazgos entre laboratorios que

sigan técnicas idénticas y extractos de prototipos similares.

El lEE permite distinguir bién entre Blas muy próximas; desa-

fortunadamente, la reciente aparición en número inusitado de

nuevas ¡Alas plasmídicas de pI coincidente ha quitado protago-

nismo a esta técnica que ahora, y en algunos casos, debe com—

plementarse con otras más avanzadas que facilitan la individua—

lizacion.

El perfil de substrato <PS) hace referencia al rango de A¡AL hi-

drolizados por cada ¡Ala, resumiendo la actividad hidrolítica de

un enzima concreto sobre un número determinado de substratos

betalactámicos. Algunos expertos consideran al PS como la pie-

dra angular en la interrelación Blas--ABL.Existen diferentes

formas de expresar parámetros relacionados con el PS. Idealmen-

te, deberían obtenerse para cada binomio ¡Ala—ArAL datos referen-

tes a Vmax y Km. En la práctica cotidiana, los datos más fre-

cuentes en cuanto a PS vienen expresados como tasa de hidróli-

sis, o tasa relativa de hidrólisis, obtenidos a una sóla con-

centración de substrato pero en relación con un número extenso

de ArAL45. Adscribiendo a 100 la tasa de hidrólisis de la peni-

cilina G. ampicilina o cefaloridina, se expresan el resto de

los valores hidroliticos referidos a ese valor, de manera que

un análisis comparativo permita catalogar como penicilinasa,

cefalosporinasa o ¡Ala de amplio espectro al enzima en cuestión.

El “estado del arte” se ha ido complicando progresivamente con

la aparición de substratos nuevos y nuevas ¡Alas, de forma que

hoy es obligatorio ampliar el elenco de ArAL ensayados a cefa—
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losporinas de Th generación. monobactams y carbapenems.

La determinación en el laboratorio de la tasa relativa de hi-

drólisis no es excesivamente complicada, aunque precisa de

ciertos requisitos que la validen a efectos comparativos. El

extracto enzimático debe contener una sola ¡Ala, dato obtenido

por lEE previo, y debe poseer un alto grado de pureza y concen-

tración, alcanzadas por técnicas de fraccionamiento y concen-

tración en columnas cromatográficas. La concentración de AfAZ y

¡Ala utilizadas en los ensayos tienen una importancia trascen-

dental en el momento de obtener conclusiones. Una proporción

que remede lo más fidedignamente posible la fisiológica en el

espacio periplásmico, adecúa los hallazgos a la realidad hidro-

lítica aproximandola a los resultados obtenidos en los tests de

sensibilidad “in vitro”, e incluso a los resultados clínicos,

Muchas Blas muestran inhibición del substrato a elevadas con-

centraciones por encima de lmM, en consecuencia las determina-

ciones que emplean esta o superiores concentraciones adolecen

de fiabilidad. En esta situación están los datos reflejados en

la literatura de los años setenta, cuando eran usuales concen-

traciones de 5—6 mM235. Estudios más recientes recomiendan con-

centraciones bajas de 100 ug/ml, o bién 200 uM o incluso 100

ub1212. Por otra parte, el empleo de concentraciones fijas e i—

guales de substrato para todos los MAL implica conclusiones er-

róneas a menos que todos los A¡AL tengan Km similar. De cual-

quier forma, es imperativa la obtención de datos por triplicado

y con distintas concentraciones para asegurar el papel hidrolí—

tico de una ¡Ala frente a diferentes AfAZ.

El perfil de inhibición (PI) de una rAía, o grupo de compuestos

betalactámicos y no betalactámicos que inhiben la actividad hi—

drolítica, es tan importante como el PS en la caracterización

enzimática235. De hecho, todas las clasificaciones de ¡Alas a

partir de la propiciada por Jack y Richmond en 1970, incluyen

los datos de inhibición para identificar las enzimas, y la úl-

tima clasificación, por el momento, de Bush, concede a la inhi-

bición por a. clavulánico un carácter preponderante. En este

sentido, a. clavulánico, sulbactam y tazobactam son el mejor

ejemplo de los inhibidores betalactámicos con escasa actividad

antibacteriana “per se”, a los que se ha añadido recientemente

el compuesto BRL 42715B de mayor espectro inhibitorio y efica-

cia, al menos “in vitro”, frente a Blas cromosómicas inducibles

y constitutivas.
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La cloxacilina fué el primer AfAZ utilizado en la caracteriza-

ción, a la que se han sumado cefoxitina, cefalosporinas de 3~

generación, aztreonam e imipenem en algún caso. Cuando es posi-

ble y sobre todo para substratos pobres, la expresión de la ac-

tividad inhibidora se hace a través de la Ki, no obstante pare-

ce inapropiado hacerlo para algunos inhibidores, a. clavulánico

o sulbactam, por su complejo modo de acción y porque no expresa

bién la interacción entre enzima e inhibidor238. En estos casos

y en algún otro, parece más oportuno recurrir a la 150 como ín-

dice de afinidad, que supone la concentración de inhibidor re-

querida para inhibir al 50% la actividad enzimática, bajo con-

diciones de ensayo bién definidas en cuanto a substrato y tiem-

po de preincubación. También se han usado otros compuestos no

betalactámicos, dNa, pCMB y EDTA, en la caracterización de

¡Alas, El empleo del primero tiene ya matices exclusivamente

históricos. La actividad inhibitoria del pCMB. expresada habi-

tualmente en términos de sensible (+) o resistente (—), indica

la presencia de residuos cisteina cataliticamente importantes.

La inhibición por EDTA suele implicar la necesidad de un metal

para que el enzima sea operativo.

Recientemente, Papanicolaou y Medeiros han descrito un método

basado en la inhibición competitiva de la hidrólisis del nitro—

cefin, muy útil en la discriminación entre ¡Alas239. La tasa de

inhibición de la hidrólisis enzimática del nitrocefin es medida

en un fotómetro mediante el cambio en la absorción <A
480) du-

rante 45 minutos y frente a múltiples inhibidores betalactámi—

cos. Utilizando un grupo de Blas bién caracterizadas, estos au-

tores confirman la eficacia del método en la diferenciación de

Blas al correlacionar bién el patrón de inhibición obtenido con

el pI y con la secuencia de aminoácidos, lo que en su opinión

sugiere que el perfil de inhibición refleja alteraciones en la

configuración del sitio activo del enzima. El método parece es-

pecialmente conveniente en la determinación de la afinidad re-

lativa de Blas frente a substratos pobremente hidrolizados y en

los ensayos de caracterización de Blas entre grupos extensos de

microorganismos. Parece, por tanto, que disponemos de una her-

ramienta eficaz en la búsqueda de nuevas Blas activas frente a

los nuevos ABL.

Las características de inducibilídad de un enzima son paráme-

tros positivos en la descripción y diferenciación de ¡Alas, de
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tal manera que los estudios de inducción se incluyen habitual-

mente tanto en en la clasificación de Blas, como en el análisis

de nuevos ArAL. La inducción es cuantificada por métodos espec—

trofotométricos o por la técnica del doble disco, después de

crecer los microorganismos en presencia de substratos betalac—

támicos206. Una vez determinada la concentración idónea que

proporciona la máxima inducción, y el tiempo en que se alcanza,

se valora la diferencia en la producción de enzima antes y des-

pués de la inducción y se comparan los resultados. Los buenos

inductores betalactámicos interaccionan con el enzima como

substratos y como inhibidores, lo cual es preciso conocer como

condición previa en los estudios de inducción.

Las reacciones inmunológicas entre Blas detectadas utilizando

antisueros policlonales, constituyen un instrumento eficaz aun-

que limitado en la diferenciacion de Blas216. Los estudios de

reactividad cruzada entre antisueros obtenidos con diferentes

enzimas y ¡Alas concretas se han llevado a cabo mediante técni-

cas de inhibición de la actividad enzimática, métodos de inmu-

noprecipitación, inmunoelectroforesis, e inmunoisoelectroenfo—

que. Para su desarrollo se precisan enzimas muy purificadas y a

pesar de ello la especificidad conseguida no es muy elevada,

Con esta tecnología se ha evidenciado la proximidad estructural

entre diversas ¡Alas del tipo TEM, SHV, OXA y PSE.

El progreso espectacular de la genética molecular en los pasa-

dos 15 años, ha influido de manera prominente en la profundiza—

ción que, tanto a nivel estructural como funcional, se ha pro-

ducido en el conocimiento de las Blas. Za preparación de sondas

ADN, la hibridación ADN-ADN, la moderna tecnología inherente a

los ácidos nucleicos, la tipación con oligonucleótidos, la se—

cuenciación de nucleótidos de los genes Ma y la de aminoácidos

de las propias proteínas, han completado los aspectos metodoló—

gicos aplicados a la caracterización de ¡Alas. Indudablemente el

esfuerzo tecnológico realizado para la identificación y discri-

minación entre enzimas, ha discurrido de forma paralela a los

“progresos bacterianos” en la evolución de sus mecanismos de

resistencia a A¡AL,

La hibridación con sondas ADN no solamente ha facilitado el re-

conocimiento de secuencias ADN y genes, independientemente de

su expresión, sino que ha permitido el hallazgo de nuevos genes
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¡Ala de resistencia> ha contribuido al análisis de su evolución,

y ha clarificado la interrelación entre el amplísimo grupo de

Blas plasmídicas y la posible derivación de alguna de ellas a

expensas de enzimas inicialmente codificados por el cromosoma—
21,207,216 ,240...242, La tecnología adecuada para la hibridación

ADN-ADN se extrae de la referente a los ácidos nucleicos, y se

basa en la capacidad de desnaturalización y renaturalización de

la molécula de ADN, que permite que dos cadenas con secuencias

de bases complementarias se reunan para formar un híbrido. Za

posibilidad de marcar enzimáticamente o con radioisótopos una

de las cadenas y la disponibilidad de un sistema de detección,

completan los requerimientos metodológicos para identificar una

diana génica mediante la hibridación.

Las sondas ADN estan formadas por fragmentos, más o menos pe-

queños, de ADN de una sola cadena marcados con enzimas o radio-

isótopos, que permiten la unión a una secuencia complementaria

con suficiente especificidad. En su elaboración, en muchas oca-

siones “artesanal”, se aisla la secuencia apropiada, se clona

para disponer de material suficiente, y se marca para su poste-

rior identificación. Las sondas de mayor tamaño adolecen, a ve-

ces, de especificidad, por lo que se hace preciso trabajar con

oligonucleótidos que permitan la diferenciación entre estructu-

ras genéticas, como las Blas TEM, que difieren entre uno y cin-

co nucleótidos. La hibridación con colonias resulta de especial

utilidad cuando se pretende investigar con rapidez la presencia

de alguna ¡Ala concreta entre un número elevado de microorganis-

mos. La técnica de Southern—Transfer, a expensas de mayor len-

titud goza de mucha más especificidad al hacer posible la loca-

lización del gen concreto bién sea cromosómico o plasmídico.

Za hibridación ADN-ADN ha demostrado el alto grado de interre-

lación genética y la proximidad entre diversos grupos de Blas

plasnídicas tanto tradicionales como de espectro ampliado207,—
216, Entre la primeras, se ha demostrado hibridación entre:

TEM-1, TEM-2 y TLE-1; SHV-1 y 2; OXA-1 y OXA-4; OXA-2 y OXA-3;

PSE-1, PSE-2 y CARB-3; y PSE-2 y OXA-6. La derivación por muta-

ción a expensas de TEM-1 y 2 y SHV-1 de las nuevas J3PEA y las

escasas diferencias entre las secuencias de nucleótidos y ami-

noácidos observadas, han ratificado la enorme utilidad de esta

técnica de caracterizacion. Jouvenot et al. comparan la efica-

cia del lEE y la hibridación con una sonda TEM-1 y analizan su
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concordancia en la detección del enzima en 182 aislamientos

clínicos243. En 158 se llega a la identificación por ambos me—

todos, mientras que 8 son positivos sólo para el lEE y 16 para

la hibridación, probablemente por tratarse de genes silentes no

expresados fenotípicamente. Huovinen et al. en una experiencia

similar comparan el lEE con la hibridación de colonias usando

sondas ADN de las siete Blas plasmídicas más comunes244. Sola-

mente encuentran seis falsos positivos y concluyen que la hi-

bridación es un excelente procedimiento en la búsqueda rápida

de Blas en grupos amplios de bacterias.

La irrupción ininterrumpida de nuevas ¡APEA acaecida en los úl-

timos 7 años ha cambiado sustancialmente el rendimiento de los

métodos previos de caracterización de ¡Alas. La coincidencia de

pís y la homología estructural y genética entre enzimas ha im-

pelido a la búsqueda de otras técnicas que, aisladamente o en

solapamiento con las anteriores, faciliten la identificación

enzimática. A finales de 1990, Mabilat y Courvalin publican los

resultados del estudio con una nueva técnica de caracterización

de ¡Alas - oligotipado - que hace posible la detección de muta-

ciones puntuales con oligonucleóridos21. El diseño de heptanu-

cleótidos a expensas de TEM-1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 permite dis-

criminar mutaciones puntuales en 5 locus genéticos y determi-

nar, por hibridación de colonias, los perfiles de hibridación

de 225 cepas de Enterobacteriaceae que sintetizan enzimas del

tipo TEM, contribuyendo a la identificación de cada enzima. Los

resultados son muy prometedores al conseguir no sólo la carac-

terización de nuevas variantes TEM, sino la ratificación de las

escasas diferencias en la secuencia de aminoácidos entre las 21

alas plasmídicas con estructura y propiedades TEM. En definiti-

va, esta técnica de oligotipado parece un paso progresivo muy

significativo en la discriminación entre distintas ¡Alas plasmí—

dicas.

La utilización combinada de: pI. perfiles de substrato e inhi-

bición, patrón de inhibición competitiva de la hidrólisis del

nitrocefin, secuenciación de nucleótidos y aminoácidos y oligo-

tipado, facilitará, en el futuro, la identificación de nuevas

Blas y la distinción entre enzimas que hoy no están definitiva-

mente bién caracterizadas.
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6.5 CLASIFICACION DE BETALACTAMASAS

.

Con independencia de las distintas perspectivas de aproximación

al “universo de las Blas”, su estudio requiere establecer un

sistema de clasificación que haga posible La adscripción de ca-

da nueva enzima a grupos bi~n definidos. El disefio de un esque-

ma racional de clasificación de Blas ha sido una lógica preten-

sión de muchos investigadores relacionados, de una forma u o—

tra, con estas enzimas. Los primeros intentos datan de los aHos

iniciales de la d6cada de 1960; no obstante, los sucesivos es-

quemas se han visto obstaculizados por el propio crecimiento

del número de enzimas y por la complejidad de los criterios que

progresivamente se han seguido para su caracterización y orde-

namiento235. En principio, parece congruente discernir entre

Blas de bacterias gram—positivas y gram—negativas. Las prime-

ras, mucho más reducidas en cuanto a su número, se constrii’ien,

casi, a las enzimas de staphylococcus. La clasificación de las

Blas de gram—negativos es mucho más ardúa, y ha sido objeto de

múltiples intentos de los que revisaremos los más relevantes.

En Stapbylococcus es posible diferenciar cuatro Blas distintas:

A, B, C y ID, atendiendo al pI y a criterios inmunológicos y en—

zimáticos245-250.Todas ellas son primariamente penícilínasas,

aún con diferencias marcadas en la afinidad y estabilidad a

distintos substratos betalactámicos, y con la excepción de las

del tipo ID son inducibles y extracelulares. Sus genes codifica-

dores son portados en plásmidos pequeHos que habitualmente se

transfieren por transducción. No obstante, existen plásmidos

mayores que además de codificar Blas, contienen genes responsa-

bles de la resistencia a otros antimicrobianos251 ,252, Estos

plásmidos pueden ser transferidos por conjugación y se han en-

contrado tanto en S. aureus como en S. epidernildis.

La resistencia a ABL en Streptococcus y Enterococcus no es, ha-

bitualmente, debida a la siintesis de Blas. En 1976, se publica

el hallazgo de dos cepas productoras de Ma, una en 5. uberis y

otra en E. taecalis202. En 1983, se describe la primera Ma

plasm~dica en E. faecalis HH—22205; desde entonces se han ca-

racterizado en escasos aislamientos en Estados Unidos, Argenti-

na y LZbano2S2,254. Estas Blas no han sido objeto de una clasi-

ficación especial, y su probable procedencia y relación con las

de Staphylococcus, exime, de momento, de un ordenamiento dis—
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tinto. Otras Blas de granx—positivos, flacillus y Clostridium

tampoco han merecido una atención clasificatoria concreta y

hasta muy recientemente no se han incluido en los esquemas ha-

bitua les.

Los microorganismos gram—negativos producen una variedad mayor

de Blas cromosómicas y plasmídicas. El primer bosquejo de cia—

sificación se debe a Ayliffe255 (1963), y es contemporáneo con

el inicio del uso clínico de la ampicilina. Las diferencias en

el perfil de substrato suponen el parámetro esencial de los mo-

delos de clasificación de sawai et ai.256 <1968) y Jack y Rich

—

mond257 (1970>. Los primeros, diferencian tres grupos de Blas

que responden al perfil cefalosporinasa, amplio espectro, y pe—

nícilinasa, respectivamente. Jack y Richmond combinan la acti-

vidad hidrolítica con la movilidad electrofor~tica y los datos

incipientes sobre el perfil de inhibición. Caracterizan ocho

enzimas diferentes que acomodan en cuatro grupos: 1) Blas de

amplio espectro; 2> penicilinasas; 3> cetalosporinasas con es-

casa o nula actividad penicilinasa; y 4> cefalosporinasas con

alguna actividad penicilinasa.

Richmond y Sykes211 en 1973, conjugando datos relacionados con

el perfil de substrato, actividad de algunos inhibidores y co-

dificación genética, consolidan una clasificación con cinco

clases de Blas de gram—neqativos que ha hecho historia y es

punto de referencia para cualquier ordenamiento posterior (Ta-

bla 1). Con el tiempo esta clasificación universalmente seguida

ha mostrado sus limitaciones. No obstante, ha sido la base para

futuros intentos y aGn hoy su terminología es tenida como punto

de referencia.

La clase 1, subdividida en cuatro subclases: a, b, c y d, in-

cluye las Blas de origen y codificación cromosómica, preferen-

temente activas frente a cefalosporinas, y en ella es posible

diferenciar dos tipos en función de la expresión. La subclase b

corresponde a las enzimas constitutivas de E. cali y Shigella

con un nivel de producción muy bajo, que puede modifícarse por

mutación en el gen que codifica el enzima. Tal estado de desre-

presión constitutiva afecta, en términos de resistencia clíni-

ca, a la mayoría de los ABL. Las subclases a y d engloban las

Blas inducibles de Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Morga—

nella, Providencia y Psendomouas. Tienen mayor repercusión en
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la resistencia microbiana y desde 1980 son de plena actualidad,

en relación con los fenómenos de inducción y desarrollo de re-

sistencia “in vivo’ a los ABL de 3! generación. La subclase c

está formada a expensas de un número reducido de Blas induci—

bles caracterizadas más frecuentemente en P. vulgaris, e impli-

cadas en la resistencia a cefotaxima y otras cefalosporinas re-

lacionadas estructuralmente.

La clase II la integran un escaso número de enzimas cromosómi—

cas, con actividad primordialmente penicilinasa y de nula rele-

vancia clínica. Se diferencian dos subclases a y b en base a la

movilidad electrofor~tica y sólamente fueron identificadas en

P. juirabilis y E. cali. La clase IV está formada por un número

relativamente pequeffo de enzimas de origen cromosómico agrupa-

das en tres subclases: a, b y c por su movilidad, identificadas

de manera más específica en Klebsiella. Aunque se consideran

Blas de amplio espectro, dan lugar a un fenotipo de sensibili-

dad caracterizado por valores intermedios de resistencia a am—

picilina y carbenicilina, y en ocasiones son las responsables

de la resistencia a los antibióticos monobactámicos desarrolla-

dos con posterioridad.

Las clases III y y de la clasificación de Richmond y Sykes in-

cluyen exclusivamente Blas de carácter plasmídico. En la clase

III un enzima, TEM—1, de marcada significación clínica por su

extensa distribución en gram—negativos y por conferir resisten-

cia a ampicilina, carbenicilina y en ocasiones, dependiendo del

nivel de producción, a las cefalosporinas de la 1! generación

de amplio uso en aquellos momentos. Esta fila es la de mayor

trascendencia biológica y clínica de las existentes y ha dado

lugar posteriormente a una familia muy extensa con implicacio-

nes sumamente relevantes. En la clase y, subdividida en cuatro

subclases: a, b, c y d, se incluyen el resto de las Blas pías—

midicas de Enterobacteriaceae y Pseudamonas conocidas hasta el

momento. Las subclases a y b hidrolizan cloxacilina con mayor

eficacia que penicilina, mientras que c y d son poco activas

sobre cloxacilina y tampoco son inhibidas por ese compuesto.

La descripción por Matthew et al.200 en 1975, de la t5cnica de

caracterización de Blas basada en la determinación del pI por

íES, supone un impulso definitivo para la clasificación de es-

tas enzimas de gram—negativos. Sin duda es el “punto de arran—
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que” de un corto periodo de cinco afios en el que se suceden

distintos intentos de adecuar la clasificación de Richmond y

Sykes a la realidad demandada por el hallazgo de nuevas enzi-

mas. Sykes y Matthew209 <1976). proponen una nueva clasifica-

ción considerando el pI, el perfil de substrato y la codifica-

ción genética de cada enzima. Mitsuhashi et al.258 (1977), cla-

sifican las Blas plasmídicas en cuatro tipos; 1) TEM; II> oxa-

cilinasas que hidrolizan también la meticilina; III> oxacilina—

sas inactivas frente a meticilina; y IV) Blas de P. aerugino—

sa. En 1979, Matthew203 y Matthew et al.259 describen once ti-

pos de Blas plasmidicas en gram—negativos y las agrupan en tres

clases diferentes en relación directa con su perfil hidroliti—

co. Así quedan resef¶adas en la literatura científica, las Blas

de amplio espectro que hidrolizan de forma equivalente penici-

lina y cefaloridina; las oxacilinasas que hidrolizan eficazmen-

te oxacilina y otros substratos relacionados; y las carbenici—

linasas o Blas que hidrolizan la carbenicilina y otras penici-

linas semisint&icas desarrolladas con posterioridad.

Tácitamente se configura una clasificación que respetando en

cierta forma el esquema de Richmond y Sykes de 1973, divide

inicialmente las Blas de gram—negativos en dos grandes grupos:

A) cromosómicas y B> plasmídicas, subdivididas a su vez en lo

que podrían ser seis clases bién diferenciadas (Tabla 2). Entre

las Blas cromosómicas se distinguen las clases: a) penicilina—

sas; b> cefalosporinasas y c> de amplio espectro, que mantienen

el esquema inicial de Richmond y Sykes con las propiedades e-

nunciadas por ellos, Las Blas plasmídicas se distribuyen en

tres clases: a> que acoge a TEM—1, TEM—2, SHV—1 y HMS-1; b> re-

servada para las isoxazolilpenicilinasas, CXA-1, OXA-2 y OXA-3;

y c) en la que se disponen las carbenicilinasas, PSE—1, PSE-2,

PSE-3 y PSE-4, específicas entonces de P.aeruqinosa y más tarde

encontradas en Enterobacteriaceae.

De estos esquemas, que consideran esencialmente propiedades fí-

sicas y bioquímicas, se distancian algunos proyectos de clasi-

ficación surgidos a partir de 1980, basados primordialmente en

las características estructurales de las Blas como proteínas.

Ambler217 (1980> y Jaurin y Gundstrom218 <1981>, distinguen

tres clases de Blas. La clase A, con un residuo serma en su

centro activo, está formada por enzimas de peso molecular pró-

ximo a 28.000, cuyos representantes más genuinos son la penici—
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linasa de S. aureas PCI, el enzima de B. lichenuformis 749/C y

la Bla TEM—1 de gram-negativos. En la clase B, metaloenzimas de

peso molecular 23.000, está incluida la cefalosporinasa de E.

cereus, especie de escaso significado clínico. Las cefalospori—

nasas cromosómicas de gram—negativos integran la clase C, con

la fila AmpC de E. cali como enzima representativa. Tambi6n se

consideran miembros de la misma otras cefalosporinasas con di-

ferente grado de homología con la anterior, como las enzimas

cromosómicas de Shiqella, Salmonella, Enterobacter, Citrobac—

ter, Serratia y pseudoiwnas. Recientemente, los trabajos de

Huovinen et al.220 y Oullette et al.260 han propiciado la posi-

bilidad de constituir la clase O en la que tendrían cabida OXA-

1 y OXA—2, con escasa homología con el resto de las oxacilina—

sas. Indudablemente, la estructuración de Blas a nivel molecu-

lar es la vía de futuro para la clasificación más congruente.

Por el momento, son pocas las Blas así clasificadas, aunque la

progresión de la tgcnoíogía molecular facilitará considerables

avances en los próximos años.

La década que comienza en 1980 es prolífica en hallazgos en el

campo de las Blas y su interrelacción con los nuevos ABL. Se

caracterizan un elevado número de enzimas plasmídicas y se pro—

fundiza en los mecanismos de resistencia planteados por las

Blas cromosómicas inducibles, en relación con las cefalospori—

nas de 3! generación, monobactanes y carbapenems. Como colofón

de múltiples estudios propios y de otros investigadores, Medei—

ros261 ,216 <1984, 1989> y Medeiros y ¿Jacoby262 (1986>. publican

tres excelentes revisiones que recogen el notable incremento

producido en el número de Blas plasmídicas. Configuran cuatro

clases en la línea clasificatoria seguida hasta entonces (Tabla

3>. A las conocidas Blas de amplio espectro TEM-1,2 y SHV-1,

añaden otras de tipo TEM, TLE-1, TLE-2, ROB-1, LCR—1 y OHIO-1,

identificadas en estudios realizados en Brasil y EE.UU, funda-

mentalmente, en cepas de E. cali
5 H. influenzae, 2. aeruginosa

y E. cloacae. En la segunda clase, oxacilinasas, añaden a las

ya conocidas OXA-1,2 y 3, las nuevas OXA-4,5,6 y 7 de Entero—

bacteriaceae y P. aernqinosa, alguna de las cuales hidrolizan

las cefalosporinas de 3! generacion. En la clase carbenicilina—

sas incluyen seis nuevas Blas; CARB-3 de P. aeruqinosa. AER-1

de A. hydrophila, SAR-1 de y. cholerae, BRO-1 de 14. catarrha—

lis, y dos enzimas todavía por nombrar, N—3 y N—29, raramente

encontradas en aislamientos de P. mirabilis. Como novedad se
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abre una nueva clase, cefalosporinasa o tipo ampc. configurada

por Blas plasmídicas, CEP-1 y CEP-2 de P. niirabilis y Achromo—

bacter, con perfil de substrato claramente identificado como de

cefalosporinasas por vez primera entre las Blas plasmídicas.

Los esquemas de clasificación de las Blas cromosómicas han es-

tado, en cierta medida, condicionados al interés que en cada

momento ha despertado su participación en la resistencia. El

cromosoma bacteriano, como estructura genética que promueve la

síntesis de Blas da lugar a un heterogéneo grupo de enzimas, a

cuya multiplicidad responden la diversidad de propiedades enzi-

máticas y el abanico de posibilidades de inactivación de ABL.

Virtualmente, todas las bacterias gram—negativas producen una

ala cromosómica específica de especie y, a veces, de subespe-

cie2O9. La homología genética entre estas enzimas parece eleva-

da, sugiriendo un origen evolutivo común, y tal vez punto de

partida de Blas plasmídicas263. Aunque todavía no se ha concre-

tado su posible función fisiológica en muchas bacterias, en o-

tras casos está bién delimitada su responsabilidad en la resis-

tencia y en el fracaso terapéutico.

DOS criterios fundamentales facilitan la clasificación de las

Blas de origen cromosómico: la estructura molecular y las ca-

racterísticas fisico—quimicas y cinéticas de las enzimas. Mit—
suhashi e Inoue264 (1981) diferencian dos grupos de Blas cromo—

sómicas atendiendo al perfil de substrato: cefalosporinasas

constitutivas e inducibles que se corresponderían con las sub-

clases Ib, la y íd de Richmond y Sykes, y cefuroximasas consti-

tutivas e inducibles que podrían equipararse a la clase Ic. A

efectos prácticos y sin un afán estrictamente clasiticatorio,

Sanders206 (1989), establece un esquema muy congruente dividido

en cuatro grupos, que permite el análisis de los tipos más co-

munes entre las Blas cromosómicas <Tabla 4>.

El primer grupo, denominado genéricamente cefalosporinasas,

contiene la mayoría de las Blas cromosómicas y es subdividido

en constitutivas e inducibles atendiendo a su expresión. Las

Blas cromosómicas constitutivas, clase ib de Richmond y Sykes

,

incluyen las enzimas de E. coli, Shigella y Proteus, cuyo nivel

de producción habitualmente bajo no ocasiona resistencia impor-

tante a ABL, sino a expensas de mutaciones en el operón Bla que

causan incrementos más o menos significativos de la tasa de
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producción enzímática 265, Las flías cromosómicas inducibles, de

mayor repercusión en la resistencia, han sido bién caracteriza-

das en Enterobacter, Citrabacter, Serratia. Morganella. Provi-

dencia, y Pacudomonas, están presentes en más del 90% de los

aislamientos, y corresponden a las clases la y íd de Richmond y

Sykes. Su síntesis es susceptible de modificarse, incrementán-

dose, por mecanismos de inducción con substratos betalactámicos

y no betalactámicos. o por fenómenos de mutación genética266—
268, Ambos se dan en idénticos microorganismos, de forma que la

población capaz de ser inducida transitoriamente en su produc-

ción de Bla, alberga mutantes en proporción que oscila entre

y io-8 con producción desreprimida, elevada y estable del

enzima. Estos mutantes pueden hacerse dominantes entre la po—

blación bacteriana como consecuencia de la selección “in vivo

por el tratamiento con algunos ABL80. Así se llega a la resis-

tencia clínica múltiple y al fracaso terapéutico en el 10—50%

de los pacientes infectados con estas especies266,269—271.

El segundo grupo. oxiiminocefalosporinasas, inactivan las cefa—

losporinas de 24 y 34 generación con un grupo oxiimíno en su

molécula. De nuevo la expresión genética constitutiva o induci-

ble condiciona dos entidades con personalidad propia, que a—

sientan sobre géneros bacterianos distintos. Las oxiiminocefa-

losporinasas constitutivas son responsables, en cierta medida,

de la resistencia a MTh de B. fragUAs. B. vulgatus y R. te—

thaiotaomnicro¡n. El segundo grupo, oxiiminocefalosporinasas in—

ducibles, fueron referidas en el pasado como subclase Ic por

Richmond y Sykes, y también como cefuroximasas75. Caracteriza-

das en principio en P. vulgaris, más tarde se identificaron

también en P. pennerí. P. cepacia. P. pseudomallei y X. salta-

philia. Su participación en la resistencia, importante por el

patrón hidrolítico, está condicionada por su baja incidencia en

los microorganismos en que se han caracterizado y por la infre—

cuencia de los mismos en la patología infecciosa.

El grupo tercero, penicilinasas cromosómicas, referido en la

clasificación de Richmond y Sykes como clase II, ha quedado re-

ducido en la actualidad a un uníco enzima identificado en A.

faecalis. En el último grupo se diferencian metaloenzimas y

las Blas cromosómicas de Klebsiella. Las primeras son enzimas

de amplio espectro que requieren metales divalentes para ejer-

cer su actividad y que conforman en exclusiva la clase molecu—
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lar E. A la enzima de B. cereus II, se han añadido la fila Li

de X. maltaphilia. inducible y responsable de la resistencia a

imipenem, aunque no hidroliza moxalactam ni aztreonam, y otras

caracterizadas en F. odoratum, L. garmanii y B. traqilis. De

nuevo la incidencia reducida de muchos de estos microorganismos

como causa de infección limita su repercusión en la resistencia

clínica. En Klebsiella, se han identificado Blas cromosómicas,

similares en sus propiedades, en tres especies muy relacionadas

a nivel bioquímico: R. aerogenes, K. pneumoniae y K. oxytoca.

Se trata de enzimas con pI que varía entre 4.9 y 6.8, aunque

para algunas se han reportado valores de 7.2 y 7.7, original-

mente incluidas por Richmond y Sykes en la clase IV. Son consi-

deradas de amplio espectro, si bién hidrolizan con mayor efica-

cia las penicilinas, circunstancia que queda reflejada en las

pruebas de sensibilidad. Alguna de estas enzimas encontradas

esporádicamente en K. pneumoniae y K. oxytoca, entre ellas la

denominada Kl, disponen de mayor perfil hidrolítico que atañe

también a oxiiminocefalosporinas y aztreonam, excluyendo ceta—

micinas, ceftazidima, moxalactam e imipenem272
12

73.

La combinación de parámetros bioquímicos y físicos, y la es-

tructura molecular de las Blas, parecen ofrecer las mayores po-

sibilidades para lograr un esquema clasificatorio con “sitio”

suficiente para aceptar las nuevas enzimas. Bush274 <1988) di—

seña un esquema previo a su propuesta de clasificación publica-

da en 1989235.275,276 , que por el momento supone el proyecto

más ambicioso y mejor estructurado de clasificación de Blas

(Tabla 5>. Establece cuatro grandes grupos atendiendo, esen-

cialmente, al perfil de substrato, a la actividad inhibitoria

de a. clavulánico y EDTA, y en cierta medida a la codificación

genética. Todos los grupos son homogéneos y constituidos por un

subgrupo, a excepción del grupo 2 subdividido en seis subgrupos

diferentes atendiendo, sobre todo, al patrón hidrolítico.

En el grupo 1, CEP—N, cefalosporinasas de gram-negativos no in-

hibidas por el a. clavulánico, se integran un amplio grupo de

enzimas cromosómicas en su mayoría, que se correlacionan bién

con las que forman la clase la, Ib y íd de Richmond y Sykes, y

con el grupo 1 de Sanders. Estas enzimas de pI básico, hidroli-

zan cefaloridina y cefalotina mucho más rápidamente que penici-

lina, y son inhibidas por cloxacilina y aztreonam. Todas las
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enzimas de este grupo estudiadas a nivel molecular pertenecen a

la clase C.

El grupo 2 se subdivide en seis subgrupos debido a la heteroge-

neidad de los perfiles de substrato. Se trata de Blas con gran

afinidad por el a. clavulánico, pertenecientes a la clase mole-

cular A y en su mayor parte de síntesis plasmidica. El subgrupo

2a, PEN—Y, lo integran las penicilinasas de gram-positivos, con

mención especial para las enzimas de s. aureus. Al subgrupo 2b,

BDS-Y, pertenecen las numerosas Blas de amplio espectro de

gram-negativos, representadas por las muy difundidas TEM—1,2 y

SHV—1. Son más eficientemente inhibidas por el a. clavulánico

que por la cloxacilina y el aztreonam, e hidrolizan muy somera-

mente los nuevos betalactámicos sobre todo cuando son produci-

das a elevado nivel.

El subgrupo 2b’ , EES—Y, está formado por las nuevas Blas pias—

mídicas de espectro ampliado, de aparición reciente en Entero—

bacteriaceae, que hidrolizan las cefalosporinas de 3! genera—

ción y el aztreonam y son eficazmente inhibidas por a. clavulá—

nico, tazobactam y sulbactain. Desde 1989 se han caracterizado

un gran número de nuevas enzimas con amplísimo espectro que no

están, obviamente, recogidas en este esquema y que han sido

clasificadas por Jacoby y Medeiros recientemente277 <Tabla 6>.

Un primer tipo lo forman las aminotiazolil—oxiimino Blas, deri-

vadas de TEM—1, TEM-2 y SHV-t, que hidrolizan las penicilinas,

cefalosporinas de 1!, 24 y 34 generación y los antibióticos mo—

nobactámicos. No incluyen en su espectro las cefamicinas, moxa—

lactam, ni los carbapenems y son inhibidas por a. clavulánico,

sulbactam y tazobactam. También serían susceptibles de inclu-

sión un extenso conjunto de enzimas de tipo TEM, que por el mo-

mento no han sido individualizadas definitivamente, algunas de

las cuales podrían ser similares a otras previamente descritas.

La extensión del espectro hidrolítico a metoxi—betalactámicos y

carbapenems, origina la creación de otras dos entidades con

personalidad propia, cefamicinasas y carbapenemasas, en las que

tendrían lugar las Blas CMY—1,2, MIR-1 y la única lila plasmidi—

ca de espectro ampliado descrita en P. aeruginosa. Sobre ellas

apenas tienen poder inhibitorio los inhibidores betalactámicos

clásicos, y su diseminación ocasionaría un grave problema en

función de las escasas alternativas terapéuticas que permite un

espectro casi total en relación con los ABL.
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Los subgrupos 2c, CAR—Y, y 2d, CLX—Y, no ofrecen novedades im-

portantes y corresponden a las carbenicilinasas y oxacilinasas

descritas con anterioridad, también asignadas a la clase mole-

cular A. Mientras que las primeras son bién inhibidas por el

a. clavulánico, las oxacilinasas son más resistentes a casi to-

dos los inhibidores betalactEmicos incluyendo

cloxacilina y aztreonam. El grupo 2e, CEP—Y, reune un conjunto

de cefalosporinasas equiparables a las que forman la subclase

Ic de Richmond y Sykes y el grupo 2 de Sanders, caracterizadas

por su actividad hidrolítica sobre oxiiminocefalosporinas y por

ser inhibidas por concentraciones bajas de a. clavulánico. Las

Blas de P. vulgaris activas frente a la cefotaxima y otros ABL

relacionados estructuralmente, y la lila L2 de X. mnaltophilia

son los representantes más caracterizados del grupo.

El grupo 3, HET-N, lo constituyen metaloenzimas no inhibidos

por el a. clavulánico y sí por el BOTA, cuya actividad es recu-

perada después de la adición de cationes divalentes. Son equi-

parables a las enzimas del grupo 4 de Sanders, de las que la

lila II de B. cereus prototipo de la clase molecular B. y las

enzimas de Flavobacterinin activas frente a imipenem y meropenem

son las más representativas. El cuarto grupo. PEN-N, lo confor-

man Blas con perfil penicilinasa no inhibidas por el a. clavu-

lánico, cuya adscripción molecular es desconocida por el momen-

to. Se trata de un grupo reducido de enzimas cromosómicas, a

excepción de la lila plasmidica LCR—1, con escasa repercusión

clínica.

En resumen, han sido numerosos las propuestas de clasificación

de betalactamasas, de las que hemos revisado las más relevan-

tes. El último esquema diseñado por Bush (1989k aún con cier-

tas objeciones, podría satisfacer las necesidades planteadas

hasta ese momento. La proliferación de nuevas Blas desde enton-

ces, la dilucidación de la estructura molecular de antiguas y

recientes enzimas, y el desarrollo de otros criterios de carac-

terización enzimática, obligará, en un futuro cercano, a abor-

dar el problema con alguna perspectiva diferente.
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TABLA 1.- CLASIFICACION DE BETALACTAJIASAS

.

Esquema de Ricbniond MR. y Sykes RE. (1913>.

— Clase 1 Cefalosporinasas
Cromosómicas

a> Inducible:
1,> Constitutiva:
c) Inducible:
d) Inducíble:

E. cloacae.
E. coli.
P. vulgaris.
P. aeruginosa.

— Clase II

- Clase IV

Penicilinasas
Cromosómicas

a>
b)

E. coli.
P. mirabilis.

Klebsiella spp.Amplio espectro
Cromosómicas

Amplio espectro
Plasmídicas

Clase V Amplio espectro
Plasmídicas

TEM-1.
Enterobacteriaceae.

a),b) Cloxacilinasas.
c).d> no Cloxacilinasas.

TABLA 2.- CLASIFICACION DE BETALACTAMASAS

.

Esquemas de Sykes RE y Matthew >4. (1976>,
Matthew et al. (1979).

Matthew >4. (1979) y

A> Cromosómicas — a> penicilinasas
b> Cefalosporinasas
c) Amplio espectro

(Clase II R/S)~
(Clase 1 R/S>

(Clase IV R/S>

E> Plasmídicas - a> Amplio espectro

b> Oxacilinasas

c) Carbenicilinasas

TEM-1. TEM-2.
sHv-1, HMS-1.

OXA— 1, 2, 3.

PSE—1.2,3,4.

Clase III

* R/S: Ríchmond y Sykes.
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TABLA 3.

-

CLASIFICACION DE BETALACTAJIASAS PLASMIDICAS

.

Esquemas de Medeiros A. (1984, 1989), Medeiros A. y Jacoby G. (1986).

Betalactanasa Microorganisaos Prevalencia

Enterobacteriaceae, E’. aeruginosa
H. influenzae, It gonorrhoeae
N. meningitidis, y. cholerae
Ente roba cte r i ac eae
Enterobacteriaceae
Ent erobact e r i ac e ae
E. coli
K. pneumoniae
P. aeruginosa
Enterobacteriacae
E’. aeruginosa
Enterobacteriaceae
H. influenzae, H. pleuropneumoniae
P. multocida

OXA- 1

OXA-2
OXA-3

OXA-4

OXA-5

OXA-6

OXA-7

SN (5N11499)

Enterobacteriaceae, P. aeruginosa
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa
Enterobacteriaceae
P. aeruginosa
E’. aeruginosa
E.
E.

coli
fragilis

Carbenicilinasas

PSE-1 (CARE—2>
PSE-2
PSE-3

PSE-4 (CARB-1>

CARB-3
CARE-4

AER- 1

SAR- 1
ERO- 1

SN <N—3)

SN (N—29>

E’. aeruqinosa,
E’. aeruginosa,
E’. aeruginosa,
E’. aeruginosa,
E’. aeruginosa
E’. aeruginosa
A. hydrophila
y. cholerae
M. catarrhalis
E’. mirabilis
E’. mirabilis

Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Ente roba cte r i a ce ae

Cefalosporinasas

E’. mirabilis
Achromobacter

Amplio espectro

TEM- 1

TEM-2

SHV- 1
HMS-1
TLE-1
TLE-2

LCR- 1

OHIO- 1
NPS-1
LXA- 1
ROE-1

Oxacilinasas

++
++

t

+
t
+

+

+

++
++

+

t

t

:1:

++

+

+

+

t
2k:
++

t

CEE’—1

CEP-2
t
*

* +++ Muy frecuente; ++ Frecuente; + Infrecuente, xi Muy infrecuente.
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TABLA 4.

—

CLASIFICACION DE BETALACTAMASAS CROMOSOMICAS

.

Esquema de Sanders CC. (1989).

A) Cromosómicas — 1) Cefalosporinasas - constitutivas
<Ib R/S>*

inducibles
(Ia,Id R/S)

2) Oxiiminocefalos-
porinasas

- 3) penicilinasas

- 4> Metaloenzimas.
Betalactamasas

- constitutivas
— inducibles

(Ic R/S>
CeEuroximasas

<II R/S)

(IV de R/S>
de Klebsiella

* B/S; Richmond y Sykes.

TABLA 5.

-

CLASIFICACION DE BETALACTAJ4ASAS.

Esquema de Bush K. <1973>.

GRUPOSUBTITULO SUBSTRATO fl4HIBICION ENZIMAS REPRESENTATIVAS
CLAV EDTA

1 CEP—N cefalosporinas

2a PEN—Y penicilinas
21, EDS-Y penicilinas

Cefalosporinas
212 SRS-Y penicilinas

No No Ia,Ib,Id (R/S)* Gram(—)

Si No 5. aureus PCi
Si No TEM-1,2 SIIV-1 Gram<-)

Si No TEM-3,21

Cram < +)

Gram( —>

Cefalosporinas

Monobactams
2c CAR—Y penicilinas Si No PSE—1.3,4 Gram( -)

Carbenicilina
2d CLX-Y penicilinas Si No OXA-1,2,3,4

Cloxacilina
2e OSP—Y Cefalosporinas Si No

3 MET—N Variable

4 PEN—N penicilinas

No Si t4etaloenzimas

No ? Bacteroides
E’. cepacia

Ic (BIS>

Gram( —>

Cram( -)

Gram( +->

Cram( —>

* BIS: Richmond y Sykes.
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TABLA 6..- CLASWICACICN DE BrtAL~crMosAS PLA~(EDIOW DE FSPMYEIO ANPLIAIX)

.

Esquela de de ¿Jacnby G. y Nedeiros A. (1991).

Betalactamasa

(RHH-U

(Tfl4-E3>

(CAZ-lo>

(Tfl4—101

!4icroorganisr~ ~

1 cbcibniin betalactamasas -

TflE-3

Tgd—6

md—?

T»1—8

Tfl4-9

TElA-lO

TEIA-1 1

TEN- 12

Tg4—13

TEN-14

TEN-lS

TElA- 16

TElA-li

TElA-lE

TElA- 19

(CPX-1) 1<. pneumoniae

E. cali

<CAZ—lI 1<. pneuanniae

E. cali

(TEI4—201> C. freundii

2<. pneumcniae

2<. pneumoniae

2<. pneunoniae

2<. pneumoniae

E. ccli

M. morganii

2<. pneumoniae

2<. pneumoniae

2<. pneumoniae

2<. pneununiae

2<. pneumoniae

E. cali

SHV—2

SHV—3

SHV—4 (CAZ—SI

SHV—5 (CAZ—4)

K. ozenae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

6.3

5.9

5.55

5.9

5.41

5.9

5.5

5.57

5.6

5.25

5.6

6.3

6.0

6.3

5.9

6.3

5.4

7.6

6.98

7.8

8.2

II Cefasicinasas

.

(NY- 1

0471-2 (BEL—lI

MIR-1

SN*

2<. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

8.0

8.1

8.4

P. aeruginosa 9.0

Betalactanhasa Micrcorganis¡n £1

IV Sin individualizar definitivamente

.

TEE-20

TEI4-21

TElA-El

TBA-E4

CAZ —2

CAZ—3

CAZ-6

CAZ-?

CAZ-hi

M3H-1

MEH-1

YoU-1

YGXJ-2

CrX-2

SN

SN

SN

SN

SN

SN

2<. pneunnniae

K. pneumoniae

E. ccli

<TElA-E2)

K. pneumoniae

2<. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneununiae

K. pneumoniae

5. rbandaka

K. pneuncniae

E. cloacae

E. cali

K. pneurruniae

K. pne’noniae

2<. pneunoniae

V Sin caracterizar definitivamente

.

MINi

M3—2

FUR

FEC-1

DJP-l

MEN-1

CflC-M

BIL-1

SN

SN

K. oxyLoca

C. amalonaticus

2<. pneumoniae

E. ccli

2<. pneumoniae

K. pneumoniae

E. ccli

E. ccli

2<. pneumoniae

2<. pneumoniae

5.4

6.4

5.41

5.61

6.0

5.3

6.5

6.3

6.5

5.55

5.44

5.57

5.2

5.3

5.2

5.7—5

5.2

7

5.35

5.1

9

5.35

5.55

7.5

8.2

7.9

8.4

8.9

8.8

7.65

7.0—7.8

* SN: Sin ncatrar.
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6.6 BETALACTAMASAS PLASMIDICAS DE GRAM-NEGATIVOS

.

La variabilidad genética y las amplias posibilidades de trans-

formación que permite son los pilares en los que se sustentan

la evolución del universo microbiano, y naturalmente, la ade-

cuación progresiva de los mecanismos de resistencia bacterianos

a la convivencia o tolerancia con el ambiente creado por los

antimicrobianos.

Las Blas plasmídicas son, tal vez, el mejor ejemplo de la ren-

tabilidad facilitada por esa variabilidad genética. conforman

un extenso grupo de enzimas determinadas por genes contenidos

en plásmidos y transposones, que transfieren la resistencia a

ABL de unas bacterias a otras, definiendo el mejor exponente de

diseminación de la resistencia. Son, por tanto, un conjunto de

proteínas muy diverso, que han puesto de manifiesto a lo largo

del tiempo su capacidad de evolución hacia estructuras nuevas o

modificadas, capaces de inactivar los AI3L en la medida que se

iban incorporando a los formularios terapéuticos.

De la misma manera que se tiene constancia de la existencia de

los plásmidos con antelación al desarrollo de la quimioterapia

antimicrobiana278, es muy posible que las alas plasmidicas tam-

bién antecedieran al empleo de la penicilina. Inicialmente, la

131a estafilocócica es la primera enzima plasmídica con repercu-

sión importante en la antibioterapia. La búsqueda de nuevos ABL

y el desarrollo de la meticilina y las primeras cefalosporinas,

obedece a la necesidad de encontrar alternativas válidas en el

tratamiento de las infecciones por 5. aureus productor de ala y

resistente a penicilina. Poco después, en 1965, Datta y Konto-ET
1 w
490 270 m
530 270 l
S
BT


michalou198 revelan la síntesis de TEM-1 en Enterobacteriaceae

confirmando experimentalmente tesis esbozadas muchos años an-

tes. Desde entonces, las Blas de gram—negativos constituyen un

mecanismo de resistencia de primera magnitud, a cuya resolución

han ido dirigidos los mayores esfuerzos en el diseño de antimi—

crobianos. Como consecuencia de esta competencia, de la presión

selectiva ejercida por el uso de antimicrobianos, e indudable-

mente, de los progresos en la caracterización enzimática, hoy

somos capaces de reconocer más de 75 enzimas determinadas gené—

ticamente por elementos extracromosómicos.

La codificación de Blas por plásmidos y transposones asegura
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que un enzima originalmente confinado en una especie, aparezca

con posterioridad en especies o grupos de bacterias próximos. A

este respecto conviene puntualizar las dificultades de transfe-

rencia plasmídica entre bacterias no muy relacionadas. La falta

de similitud entre plásmidos de gram—positivos y gram—negati—

vos, e incluso las dificultades de transferencia de los marca-

dores de resistencia entre microorganismos facultativos y anae-

robios estrictos, son los determinantes de las divergencias en-

tre las Blas de los distintos grupos de microorganismos.

Los plásmidos son considerados, en consecuencia, como agentes

importantes en la evolución genética y en la diseminación de

genes de resistencia. Conceptualmente, como sabemos, los plás—

midos son elementos genéticos extracromosómicos constituidos

por moléculas de ADN circular de doble banda, con tamaños que

oscilan entre 10 y 400 kilobases279. Son estructuras autónom-

as en cuanto que se autoduplican de forma independiente, si

bién requieren un origen de replicación y una región esencial

para su mantenimiento estable en la bacteria. La transferencia

de ADN plasmídico entre bacterias es un complejo proceso, por

lo que los plásmidos conjugativos que la posibilitan tienden a

tener mayor tamaño, requiriendo genes adicionales para la ini-

ciación de la autotransferencia280. En una bacteria pueden hal-

larse múltiples copias de un mismo plásmido, o pueden coexistir

diferentes plásmidos siempre que pertenezcan a distinto grupo

de incompatibilidad.

Las propiedades de los plásmidos como elementos diversificado—

res de la resistencia inciden claramente en la distribución de

las distintas Blas entre la población bacteriana262. A este

propósito, las más relevantes son la ya referida autotransfe—

rencia y el perfil o rango de huéspedes que alberga cada píás-

mido. Aquella ala encontrada en múltiples y diferentes microor-

ganismos sin duda debe ser codificada por muchos tipos de plás-

nidos; en el polo opuesto enzimas de limitada difusión serán

codificadas por plásmidos con un perfil restringido. En defini-

tiva, la epidemiología de cada plásmido interviene decisivamen-

te en la difusión de cada ala entre la población patógena y en

la repercusión clínica de cada una de las diferentes enzimas.

La distribución de alas en diferentes tipos de plásmidos ha si-

do investigada tanto en Rnterobacteriaceae como en P. aeruqino—
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sa203,281 ,282• . A este respecto, el primer trabajo y el más

esclarecedor es el publicado, por Matthew en 1979, que analiza

los resultados de un estudio de distribución de 11 Blas plasmí-

dicas en 363 plásmidos de gram-negativos203. TEM—1 era la Bla

más frecuentemente especificada, en 62% de plásmidos pertene-

cientes a 18 grupos de incompatibilidad, lo que viene a corro-

borar su relevancia en la resistencia a ABL. TEM—2 era elabora-

da por el 15,4% de plásmidos pertenecientes a 7 grupos diferen-

tes. El resto de enzimas mostraban menor índice de prevalencia

con valores en orden decreciente para CXA-1 (8,8%). OXA—2

(4,7%>, SHv—1 (4,1%>, OXA—3 (1,9%>. HMS—l, una lila muy infre—

cuentemente encontrada, era especificada solamente por un plás—

mido. Las Blas PSE, especialmente activas frente a carbenicili—

na einicialmente restringidas a P. aeruginosa. se han hallado

posteriormente en algunas Enterobacteriaceae. Las característi-

cas de los plásmidos que las codificaban concuerdan y explican

la epidemiología de estas enzimas.

La amplia distribución de genes de resistencia a AIAL entre los

microorganismos patógenos, no se puede explicar satisfactoria-

mente atribuyendola en exclusiva a plásmidos de resistencia.

I-ledges y Jacob en 1974, demostraron que los determinantes espe-

cíficos de la ala TEM—2 eran portados en fragmentos pequeños de

ADN capaces de pasar o transponerse del cromosomaa otro repli-

cón, acuñando para ellos el nombre de transposones

Posteriormente, se ha preferido la denominación más amplia de

elementos genéticos de transposición, que incluyen también se-

cuencias de inserción, restringiendo el término transposones

para aquellos que median características fenotípicas reconoci-

bles como marcadores de resistencia a antibióticos.

Los transposones son fragmentos pequeños de ADN que contienen

marcadores de resistencia a antimicrobianos y son capaces de

pasar de un área a otra del cromosoma, de éste a un plásmido, y

también a un bacteriófago. Poseen un sistema especializado de

recombinación genética, independiente del sistema general que

clásicamente permite la recombinación de secuencias homólogas

de ADN por entrecruzamiento. Esta recombinación ocurre al azar

entre secuencias no homólogas y da lugar a modificaciones im-

portantes en secuencias de ADN mayores. La transposición origi-

na una replicación del elemento de transposición desde la se-

cuencia de ADN del donador, y la inserción de una copia del
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transposón en la secuencia de ADN del receptor. Es importante

que la replicación acompañe a la transposición, de manera que

la integración del transposón en un sitio nuevo no signitiqua

su pérdida del lugar original.

La frecuencia de transposición está condicionada por algunos

factores. El tamaño del transposón se relaciona inversamente

con dicha frecuencia, de forma que fragmentos mayores de 5 Kb

pueden satisfacer, por su tamaño, un precio en términos de

transponibilidad. En sentido opuesto, los elementos de transpo—

sición de mayor tamaño pueden albergar otros determinantes de

resistencia a antibióticos no relacionados estructuralmente.

Ello explicaría que la selección de cepas resistentes por un

antimicrobiano o grupo de antimicrobianos concretos, ocasionara

al unísono la selección de cepas resistentes a familias de an-

tibióticos distantes. La transposición es un fenómeno continuo

“en y entre” las diversas poblaciones bacterianas. Cualquier

transposón puede integrarse en cualquier otro replicón, plásmi—

do, bacteriófago ó ADN cromosómico. Los transposones son esen-

ciales en la evolución de los plásmídos de resistencia que por-

tan múltiples determinantes de resistencia a antimicrobianos.

En la actualidad, 12 Blas plasmídicas son codificadas por

transposones216, mientras que no se ha podido demostrar, por el

momento, la transponibilidad de los genes que codifican las

nuevas Blas plasmídicas de espectro ampliado. Entre ellas, TEM—

1, TEM-2, SHV-1, OXA-1, OXA—2 y PSE-1, que son las enzimas más

frecuentemente encontradas entre los microorganismos patógenos.

La transponibilidad de los genes ala contribuye a explicar su

distribución en plásmidos diferentes, la síntesis de una misma

ala por el cromosoma y por un plásmido, y en definitiva la di-

seminación extensa de alguna de las alas entre la población

bacteriana.

Los transposones Tn3 y Tnl responsables de la codificación de

TEM-1 y TEM-2 respectivamente, han sido estudiados en profundi-

dad283, 284, Ambos son muy similares y constituyen unidades de 5

Kb con 3 sitios y 2 genes esenciales para la transposicion:

tnpA que determina el enzima transposasa involucrada en la re—

plicación y tnpR responsable de un producto que regula la ex-

presión del anterior. TEM—1, además, es especificada por otros

transposones de mayor tamaño, Tn4, TnAB, Tn1699, y Tnl700. Los
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transposones Tn3 y Tnl muestran 85% de homología ADN, y parece

verosimil que tras la incorporación del gen ala al transposón

una mutación determine la modificación de un aminoácido en la

secuencia, el cambio de pr y las variaciones que en la eficien-

cia hidrolítica y en el perfil de substrato se observan entre

ambos enzimas. Por otra parte, la incorporación del gen Bla en

distintos transposones tendría su reflejo en la distribución de

TEM-1 en plásmidos de diferente grupo de incompatibilidad, así

como en la diseminación del enzima en grupos diferentes de mi-

croorganismos como Enterobacteriaceae , E’. aeruginosa, Haemo—

philus yNeisseria. Todos los transposones que gobiernan la sin—

tesis de alas, excepto Tnl, Tn3 y el que codifica SHV—1, portan

otros determinantes de resistencia a diferentes antimicrobia—

nos, aunque no se conoce bién la forma en que los genes ala han

llegado a incorporarse a transposones de multiresistencia262

En síntesis, las enormes posibilidades que para el desarrollo,

“almacenamiento” y transmisión de la resistencia suponen tanto

plásmidos como elementos de transposición, son el substrato

desde el que se puede concebir el crecimiento vertiginoso del

número de enzimas que inactivan los ABL. El diseño de nuevos

antibióticos no se ha detenido desde la década de los años 60;

la caracterización de nuevas Blas tampoco. Aunque parece difi—

cil establecer una frontera entre viejos y nuevos ABL y entre

antiguas y nuevas Blas, toda vez que el proceso no ha tenido

discontinuidad, a efectos prácticos nos atrevemos a hacer una

diferenciación coincidente con el empleo clínico de los nuevos

ABL y la aparición de alas con un espectro hidrolítico enorme-

mente extendido. En este sentido, siguiendo la clasificación de

Bush de 1989, llamaremos Blas plasmídicas clásicas (SPC) a a-

quellas que conforman los subgrupos 2b, de amplio espectro; 2c,

carbenicilinasas; y 2d, oxacilinasas, y nuevas Blas plasmídicas

de espectro ampliado (BPEA) aminotiazol-oxiimino Blas, cefami—

cinasas y carbapenemasa, a las que integran el grupo 212 de di-

cha clasificación y han sido caracterizadas a partir de 1983.



Introducción — 115 —

6.6.1 BETALACTAMASAS PLASMIDICAS CLASICAS

.

6.6.1.1 BETALACTAMASAS DE AMPLIO ESPECTRO

.

Grupo de enzimas identificado de forma progresiva a raíz del

empleo clínico de penicilinas semisintéticas y cefalosporinas

de 1! generación en la segunda mitad de los años 60. Clasifica-

das como Clase lila por Richmond y Sykes en 1973, pasan a ser

denominadas Blas de amplio espectro en la clasificacion pro-

puesta por Matthew et al. en 1979. En la actualidad conforman

el grupo 2b de la clasificación de Bush e incluyen 10 enzimas

de pI comprendido entre 5.2 y 8.1, cuyas características más

relevantes están resumidas en las tablas 3 y 7. Son alas que

muestran una tasa de hidrólisis similar para penicilina y ceta—

loridina, inhibidas por el a. clavulánico y en ocasiones tam-

bién por la cloxacilina, cuya nomenclatura tiene raices varia-

bles alusivas a las más variadas circunstancias216 ,262•

Algunas de estas alas: TEM-1, TEM-2 y SHV—1, son especificadas

por transposones, y están extraordinariamente difundidas entre

la población microbiana, mientras que otras corresponden a

“aislamientos aislados”. La homología o similitud entre las

alas de este grupo se ha puesto de relieve por técnicas inmuno—

lógicas y por hibridación con sondas ADN. La secuenciación de

nucleótidos ha demostrado la breve diferencia, un aminoácido,

entre TEM-l y TEM~22Oí,282. Además de su repercusión clínica

“per se”, son enzimas de enorme interés toda vez que mutaciones

puntuales que afectan a algunos de sus pares de bases, han dado

lugar a nuevas alas con características distintas y espectro

muy ampliado.

TEM-1 es la ala representativa del grupol98,2S9,262. Está muy

difundida entre las bacterias patógenas y es, cuantitativamen-

te, la mayor responsable de la resistencia a ABL entre los mi-

croorganismos de procedencia clínica. Su denominación es tomada

de las iniciales “Temoniera” del primer paciente del que se

aisló la cepa inicial. Posee un pr de 5.4 e hidroliza de manera

equivalente a ampicilina y cefaloridina, y en menor grado a la

carbenicilina. El fenotipo de resistencia que confiere se ca-

racteriza por la resistencia a penicilinas semisintéticas y en

ocasiones a algunas cefalosporinas de 1! y 2! generación, en

función del nivel de producción. Su sensibilidad a la inhibi—
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ción por a. clavulánico, sulbactam y tazobactam, se ve refleja-

da en las pruebas de sensibilidad, aunque la producción incre-

mentada de enzima puede conferir valores de CMI incluidos en el

rango de los tomados como resistentes. La homología inmunológi—

ca y genética entre TEM—1 y otras Blas del grupo se ha demos-

trado tehacientemente. Antisuero TEN—1 reacciona con TEM—2 y

TLE-1 e inactiva parcialmente SHV—1, pero no con oxacilinasas o

carbenicilinasas286. La homología genética con TEM—2, TLE—1 e

incluso OXA-2 se ha evidenciado por hibridación con sondas ADN-
241 243 287 288, El origen genético común de TEM—1 y otras en—

zimas del grupo se ha sugerido ante la similitud en la secuen—

cia de aminoácidos de las distintas proteínas2Ol,216
1

285.

TEM-l es, sin duda, la ala más difundida entre los microorga-

nismos con posibilidades de causar patología infecciosa, y

constituye el mejor exponente de diseminación de la resisten-

cia, tanto “per seta como por las alternativas que ha abierto a

través de la mutación genética. Inicialmente caracterizada en

Salmonella y E. ccwí.198, 203 y después en el resto de las Ente—

robacteriacaeae, TEM—1 ha sido posteriormente encontrada en P.

aeruginosa, Acinetabacter, Eaemophilus, Neisaeria y Vibrio. Es-

tá considerada como la ala más prevalente y la que por mutación

ha originado mayor número de alas plasmídicas de espectro muy

ampliado. TEM-1, asimismo, posee el privilegio de ser el meca-

nismo de resistencia que más ha contribuido al desarrollo de la

quimioterapia antimicrobiana.

TEM-2 es un enzima muy similar a TEM—1 en muchas de sus carac-

terísticas216,259,262. Difiere en el pI, 5.6, en su mayor efi-

ciencia hidrolítica, en uno de los aminoácidos, lisina por gli-

cina, de su secuencia, y fundamentalmente en que es mucho menos

prevalente que TEM-1 entre las bacterias patógenas, aunque se

ha caracterizado en la mayoría exceptuando Morganella, Raemo—

philus, Neisseria y Vibrio. También a expensas de TEP4-2 y por

mutación se han desarrollado varias de las nuevas alas plasmí-

dicas de espectro muy ampliado.

SHV—1, enzima prevalente en K. pneumoniae. debe su nomenclatura

al grupo sulfidril—variable característico de su molécula259,—
262, Es una ala con aspectos peculiares derivados de su control

genético dual, ya que es codificada por determinantes localiza-

dos tanto en el cromosomoma como en plásmidos y en un transpo—
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són de 14,3 Kb289. SHV-1 muestra extensa homología genética con

TEM-l que revela un probable origen común o relacionado. Datta

a finales de los años 60 esboza la hipótesis recogida por Me—

deiros como comunicación personal, sugiriendo que TEM-1 puede

derivarse de la “ala cromosómica SHv-1”262. El fenotipo de re-

sistencia que confiere está, obviamente, muy relacionado con su

perfil hidrolítico de mayor eficiencia para ampicilina que para

carbenicilina y cefalosporinas. En K. pneuunaniae. SHV—1 otorga

resistencia específica a ampicilina y en menor grado a carbeni-

cilina, mientras que la actividad de las cefalosporinas de 14

generación está mediatizada por el nivel de producción enzimá-

tica. Aunque es un enzima muy frecuente en Klebsiella, también

ha sido identificada en E. ccli, P. mix-abilis, Salmonella y

Proteus indol <+>, y no en Enterobacteriaceae con alas induci-

bles, ni en Shiqella. Haemophilus y Neisseria. Como TEM-1 y

TEM-2, SHV-l ha dado lugar a nuevas BPEA SHV, que hidrolizan

los nuevos ABL.

Las restantes alas plasmídicas de amplio espectro se han encon-

trado de forma prácticamente “simbólica” en un escaso número de

bacterias por lo que su repercusión clínica es muy limitada.

HMS—1, una ala de pI 5.2 descrita en 1979 por l4atthew, Smith y

Hedges de cuyas iniciales adquiere el nombre259, solamente se

ha reconocido en un aislamiento de P.. mirabilis, Klebsiella y

Citrobacter, respectivamente. TLE—1, es una enzima caracteriza-

da en exclusiva en E. cali, con pI, peso molecular, perfil de

substrato y homología genética coincidentes o muy próximas a

TEM—1261
1

290. LXA-1, es un ala también “esporádica”, con baja

afinidad por penicilina para ser plasmídica, que confiere nive-

les muy bajos de resistencia a ABL por lo que su presencia pue-

de llegar a no ser advertida. Se ha identificado en cepas clí-

nicas de K. pneumaniae, 1. oxytoca, E. cloacae y C. treundii
291

ROB—1, muestra una acumulación catódica en el lEE que sugiere

una fuerte unión a la membrana o bién naturaleza lipoproteica
262, Alguna de sus propiedades semejan a TEM—1 aunque muestra

mayor tasa de hidrólisis para la ampicilina y menor de cefalo—

ridina. Fué reconocida inicialmente en una cepa de E. influen—

zae tipo b aislada de un paciente con meningitis292 y poste-

riormente se ha encontrado en otras dos cepas en USA293 y Fran-

cia294. curiosamente, ROB—1 se ha identificado en E. pleura—

pnenmoniae y E’. multocida de origen porcino293.
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LCR-1 y NPS-1, son alas obtenidas en aislamientos de P. aerugí—

nasa aunque de origen diferente. LCR—1 se halló en una cepa re-

sistente a carbenicilina aislada de un paciente quemado295.

Tiene el pI más básico entre todas las alas de amplio espectro

y un elevado PM que sugiere un dímero. Es codificada por un

plásmído de grupo de incompatibilidad P2 y por el transposón

1412 que porta, también, marcadores de resistencia a aminogli—

cósidos296. NPS-1 se ha identificado en dos cepas de E’. aerugi—

nasa con alto nivel de resistencia a carbenicilina297. Muestra

mayor tasa de hidrólisis de oxacilina que otras Blas plasmídi-

cas de amplio espectro y su actividad se ve afectada reversí—

blemente por la cefsulodina, probablemente por cambios estruc-

turales en su conformación que alteran su actividad catalítica.

Finalmente, OHIO-l, es una ala localizada exclusivamente en el

estado de EE.UU que le confiere el nombre. Por razones todavía

por esclarecer, constituye un excelente modelo del gen ala en-

démico que afecta a una sola zona o región. Inicialmente Se re-

conoció en una cepa de E. claacae aislada de una muestra am-

biental; después fue identificada en 31 bacilos gram-negativos

que comprenden 10 especies de Enterobacteriaceae obtenidas en

dos hospitales de Ohio. Por el momento no se ha encontrado en

otros microorganismos295.

6.6.1.2 OXACILINASAS

.

Estas enzimas que hidrolizan oxacilina, cloxacilina y meticili—

na, fueron incluidas por Richmond y Sykes en la Clase V, e in-

tegran en la actualidad el grupo 2d de la clasificación de

Bush. Son Blas de amplio espectro, de pI oscilante entre 6.9 y

7.7, que hidrolizan también ampicilina, carbenicilina y cefalo—

ridina y muestran un perfil de inhibición casi restringido a

pCMB (Tabla 7>. El fenotipo de sensibilidad no las separa en

exceso de las Blas tipo TEM, aunque alguna hidroliza debilmente

algunos ABL de 3! generación, por lo que un nivel alto de pro-

ducción del enzima supondrá “pérdida de sensibilidad” para ce—

totaxima, y ceftazidima262. Las oxacilinasas muestran cierto

grado de homología entre ellas; para OXA-1 y 4 se ha demostrado

reactividad inmunológica cruzada por medio de antisueros recí-

procos298,299, mientras que tal hecho es más incierto entre

OXA-2 y 3216, La homología genética se ha puesto de relieve por
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hibridación entre una sonda OXA-1 y ADN del gen OXA-2298 y en

la comparación de la secuencia de nucleótidos de las mismas

aías260,300. Entre ambas se ha comprobado un grado de homología

superior al 48%, que no se alcanza con otras Blas de las clases

A, E ó C. Esta disonancia ha llevado a proponer la creación de

una nueva clase molecular O en la que se ubicarían OXA—1 y OXA—

2.

Las alas OXA—1, 2, 3, 4 y 5 son codificadas por elementos de

transposición de tamaño molecular que varía entre 14,6 y 20

Kb216. En concordancia con ello, OXA-1, OXA—2 y OXA—3 son rela-

tivamente frecuentes en Enterobacteriaceae y E’. aeruginosa,

mientras que las nuevas oxacilinasas descritas en 1985 se han

identificado de manera muy esporádica300. En relación con ello,

la repercusión terapéutica de estas enzimas es mayor para OXA-1

y OXA—2, pero en ningún caso alcanzan el nivel de TEM—1. Aunque

OXA—1 es la segunda ala en orden de prevalencia en gram—negati-

vos, resulta algo sorprendente que no se hayan identificado,

por el momento, nuevas alas plasmídicas de espectro extendido

de tipo OXA.

CXA—1 es el enzima de mayor interés en el grupo. Se diferencia

del resto por su mayor tasa de hidrólisis de meticilina en re-

lación con oxacilina, así como por su más efectiva actividad

hidrolítica respecto de cefotaxima259A62. Codificada por el

transposón Tn2603301, se ha encontrado con un indice de preva—

lencia que oscila entre 6 y 9% para Enterobacteriaceae y E’. ae—

ruginosa respectivamente262. Aunque parece un enzima casi es-

pecífico” de cepas de Salmanella resistentes a ampicilina ais-

ladas en algunos lugares de Europa y Africa, lo cierto es que

también se ha reconocido como causa de resistencia a ampicilina

en casi todas las Enterobacteriaceae y con mayor profusión en

E. cali.

OXA-2 y OXA-3 son dímeros de PM elevado y cierta homología a

nivel genético puesta de relieve tanto por hibridación como por

la secuencia de nucleótidos259390 ,300• Ambas son codificadas

por los transposones Tn2410, para OXA—2, y Tnl4ll para OXA—3,

que además contiene el determinante de resistencia a gentamici—

na296. OXA—3 está menos difundida entre los microorganismos

gram—negativos y ha sido caracterizada en E. cali, Klebsiella,

Providencia y E’. aeruginosa. OXA—2 tiene mayor repercusión en
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la resistencia clínica, en particular respecto a Salmonella y

Pseudomonas aunque también está especificada por aislados clí-

nicos de E. cali. P. mirabilis y Serratia262.

Las nuevas oxacilinasas OXA—4, 5, 6 y 7 fueron descritas por

Medeiros et al. en 1985290. Tienen pI próximos, particularmente

las tres últimas, que varian entre 7.45 y 7.68 y un perfil hi—

drolítico algo distinto ya que OXA-4 ofrece mayor tasa de hi-

drólisis para meticilina, OXA-5 para cloxacilina y OXA-6 y 7

para oxacilina. Todas ellas inactivan en cierto grado la cefo—

taxima, y OXA-4 y 5 el moxalactam262. Aunque OXA-4 es codifica-

da por el transposón Tn 1409296, ninguna de estas oxacilinasas

son relevantes desde la perspectiva de la resistencia a AI3L,

dado que OXA—4 y 7 solamente han sido identificadas en sendas

cepas de E. cali y OXA-5 y 6 en E’. aeruginosa.

6.6. 1.3 CARBENICILINASAS

.

Conocidas como “carbenicilinasas” por su alta tasa de hidróli-

sis de carbenicilina, o alas de E’. aeruginasa por su adscrip—

cion inicial y exclusiva a este especie, fueron incluidas en la

Clase V de Richmond y Sykes junto con otras alas plasmídicas.

Si la primera designación se adecúa a la superior tasa de hi-

drólisis de carbenicilina en relación con ampicilina, muy por

encima de la registrada para otras alas, la segunda es poco a-

forturada debido a que estas enzimas han sido identificadas,

microorganismos202 259
además, en otros , . En la clasificación
más actualizada de Bush de 1989, integran el grupo 2c como alas

que hidrolizan preferentemente penicilinas y más eficazmente

carbenicilina, y son inhibidas por el a. clavulánico. Sus pro-

piedades fisico-quimicas y bioquímicas, y su distribución bac-

teriana estan resumidas en las Tablas 3 y 7. Muestran pis que

oscilan entre 4.3 y 6.83, dos de ellas, PSE—1 y PSE-2, hidroli-

zan significativamente la cefotaxima302, y cuatro, PSE-U PSE—

2, E’SE—4 y CARB—3, son codificadas por elementos de transposi-

ción216. Los estudios inmunológicos evidencian una cerrada re-

lación entre PSE-1, PSE-4 y CARB—3 y entre N-3 y N-29. La hi-

bridación ADN-ADN también revela un alto grado de homología ge-

nética entre PSE-U PSE—4 y CARB—3.

El grupo está formado por 11 enzimas, identificadas en P. aeru—

ginosa, Enterobacteriaceae, otros BCNNF y Maraxella (Branhamel—
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la). Cronológicamente, las 4 Blas PSE se pueden considerar más

clásicas en contraposición de las restantes, descritas en su

mayoría en los pasados 10 años. PSE—2 y BRO—1 podrían ser cons-

ideradas más oxacilinasas que carbenicilinasas por la mayor ta—

sa de hidrólisis de oxacilina y meticilina. La elevada homolo-

gía entre las secuencias de nucleótidos de PSE-2 y OXA-2 tam-

bién contribuye a hacer más sólida la propuesta de incluir esta

alas en el grupo 2d220. Con la excepción de PSE—1, frecuente en

cepas de P. aeruginosa resistentes a carbenicilina, y ERO—1,

habitual en II. catarrhalis, el resto son bastante infrecuentes

entre la población patógena y algunas francamente raras. Su re-

percusión clínica, por tanto, es variable y relacionada con su

prevalencia. Por otra parte, tampoco se han descrito nuevas

alas plasmídicas de espectro ampliado a expensas de estas car-

benicilinasas.

PSE-l es la ala más importante del grupo e idéntica a la ala

CARE—2 descrita por Labia et al303
5

304. Enzima de mayor preva—

lencia en P. aeruginosa. es producida por más del 50% de las

cepas que muestran resistencia plasmídica a carbenicilina216.

También ha sido identificada en aislados clínicos de E.. coli,

P. mirabilis, Salinonella y Shigella305—307. La síntesis por o-

tras especies que P. aeruginosa puede estar relacionada con la

codificación por los transposones Tnl4Ol y Tn1403307. PSE—l

confiere cierto grado de resistencia a cefotaxima, superior al

inherente al microorganismo “per sea’, y ha hecho patente su ho-

mología con otras enzimas del grupo al mostrar hibridación en-

tre una sonda PSE-1 y genes ala de PSE—4 y CAR—3244.

PSE-2 es una ala atípica dentro del grupo. Tiene una alta capa-

cidad hidrolítica para meticilina, oxacilina y cloxacilina, y

es inhibida por CíNa, pCMB y no por cloxacilina. También hidro-

liza, aunque en menor grado, cefotaxima y moxalactam302. Su se—

cuencia de nucleótidos, determinada en 1988, muestra significa-

tiva homología con OXA—2 y no con ninguna de las enzimas del

grupo PSE. Inicialmente se le consideró específica de E’. aeru—

ginosa, aunque estudios posteriores desvelaron que tiene la ta—

sa más baja de incidencia entre las enzimas PSE216. PSE—2 se ha

caracterizado también en E. cali, Klebsiella, Enterobacter,

Proteus indol (+) y Providencia 216,307,

PSE—3 es la enzima con mayor tasa de hidrólisis de carbenicili—
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na203. Mediada por el transposón Tn1404, que también contiene

genes de resistencia a gentamicina308, se puede considerar un

enzima específico” de E’. aeruginosa aunque su prevalencia

no supera el 2% de las cepas resistentes a carbenicilina. En un

estudio realizado en nuestro país por Roy et al., PSE—3 fué ca-

racterizada también en Klebsiella309.

Las diferentes lineas de investigación seguidas por distintos

grupos de trabajo, concluyeron con el hallazgo de nuevas enzi-

mas en E’. aeruginosa con propiedades coincidentes y nomencla-

tura dispar. Algunas de las Blas conocidas como PSE en la lite-

ratura inglesa son idénticas a enzimas designadas como CARB por

el grupo de Labia304. PSE—1 es análoga a CARS—2;PSE-4, también

identificada como CARB—1, es una de las alas más frecuentes en

E’. aeruginasa, y ha sido encontrada exclusivamente en este mi-

croorganismo203. Determinada por los transposones Tn2521 y Tn-

1405296, esta ala muestra un elevado grado de identidad genéti—

PSE—1241 244ca con CARB-J y , . CARB-3 y CARB-4 no tienen enzima

equiparable en la serie PSE, pero sí ciertas caracteristicas

próximas. Ambas son alas muy infrecuentes y monopolio de E’. ae—

ruginosa. CARB-3 determinada por el transposón Tnl4OB tiene

gran similitud con PSE—1 y 4296,304, CARB-4, descrita en 1986,

muestra un pI de 4.3 inusualmente bajo y conlíeva resistencia a

la cefsulodina a pesar de no haberse podido demostrar actividad

hidrolítica sobre ese substrato310.

En el discurrir de los últimos 10 años, se han caracterizado

otras Blas con perfil de carbenicilinasa en otros microorganis-

mos diferentes de E’. aeruginosa y Enterobacteriaceae. AER-1 es

una ala descrita en 198S en una cepa de A. hydrophila311. SAR—1

es una enzima peculiar identificada en una cepa de y. cholerae

biotipo El Thor, con perfil de substrato diferente de PSE-1 y

CARB-4 y perfil de inhibición más coincidente con el de TEM—1
312, BRO-l es la ¡Ala más común en 14. catarrbalis responsable

del efecto inóculo detectado respecto a ampicilina y cefaclor
313• Finalmente existen dos enzimas, todavía sin nombrar, obte-

nidas de las cepas de P.uirabilis 14—3 y N—29 con característi-

cas que permiten su inclusión en este grupo313.
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TABLA 7.- CARACTERISTICAS DE LAS BETALACTAI4ASAS PLASJIIDICAS CLASICAS.

Betalactamasa pI Tasa relat.hidrolisist E’ .Inhibición
AMP CAn OXA CFD CLX PMB CLV

Amplio espectro

12 4 60

10 5 74

8 0 56

14 2 183

13 4 52

145 4

140 11

223 18

107 19

+
+

+

+

+

+
+

55

.5 79

40 3

37 +

— + 22.000
+ 23.500

xi 21.000
+ 21.000

+ 19.800

— + 44.000
+ 22.000

— 25.000

- +

OXA- 1

OXA—2

OXA-3

OXA-4
OXA-5

OXA-6

OXA-?

SN (0N114991

7.4 419

7.7 236

7.1 178

7.45 325

7.62 188

7.68 596

7.65 545

6.9 357

65
27

10

57

40

46

48

43

271
581

336

188

210
1048

702

112
108

44

110

89

149

136
71

+

- 23.

-— 43.

41.

— 23.

— 27.

— 40.

— 25.

t + 41.

Carbenicilinasas

PSE- 1

PSE-2
PSE-3

PSE—4
CARB-3

CARB-4

AER- 1

SAR- 1

ERO- 1

SN (N—3>

SN (11—29>

(CARB-2>

(CARE- 1>

5.7

6.1

6.9

5.3
5.75

4.3

5.9

4.9

5.6
6.0

6.9

84
173
101
88

100

130

38

63
103

113
124

100

87
253
150
147

79

98

122

78

113

128

9 27

273 50
10

8 40
12.5 44

1 15

0.9 26

21

23

12

6

28.500

12.400
12.000

— — 32.000

31.000
— + + 22.000

22.000
+ — + 33.700

24.000
22.000

Cefalosporinasas

8.0
8.1 48

37.500
36.200108

- +

- +

E’. mal

T EH - 1

TEM-2

58v—1

HMS— 1

TLE-1

TLE—2

LCR- 1

0H10- 1

NE’S—1
LXA- 1

ROE- 1

72

107

212

253
67

5.4

5.6

7.6

5.2

5.55

6.5

5.85

7.0

6.5

6.7

8.1

Oxacilinasas

000
900
200

000
000

000
300
500

CEP—1

CEP-2

* Penicilina O 100. ** Datos tomados de las referencias 216, 262.
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6.6. 1.4 CEFALOSPORINASAS

.

Las alas plasmídicas además de ser constitutivas, ofrecen casi

como una característica definitoria, un perfil de substrato am-

plio con actividad hidrolítica sobre penicilinas y cefalospori-

nas. Por eso el hallazgo de alas codificadas por plásmidos con

un perfil cefalosporinasa, no deja de ser “una nota de color”

en un mundo excesivamente uniforme. Bobroswski et al. describen

en 1976 una Lila, CEP—1, obtenida en 1’. mirabilis, con caracte-

rísticas que la asemejan a la ala cromosómica AmpC de E. collA
314 Posteriormente, Levesque et al. en 1982, detallan las pro-

piedades de otra cefalosporinasa plasmídica de Achromobacter.

CEP-2, que difiere de CEP-1 en su habilidad para hidrolizar la

carbenicilina y en la resistencia a la inhibición por cloxaci-

íina~15. Ambas Blas se consideran de “aislamientos aislados” y

no tienen mayor trascendencia clínica.

6.6.2 BETALACTAMASASPLASMIDICAS CLASICAS: RESISTENCIA Y RE-

PERCUSION CLíNICA

.

Los aspectos particulares de cada ala relativos a sus caracte-

rísticas fisico—quimicas, bioquímicas, e incluso su distribu-

ción entre la flora patógena, considerados de forma no relacio-

nada, no tendrían mucho sino cristalizasen de forma conjunta en

un crisol donde se pudiera escudriñar en profundidad sus impli-

caciones en la resistencia a AIAJJ. Es este un interesante epí-

grafe que globaliza, en cuanto a repercusión terapéutica, los

aspectos generales y concretos de cada enzima y su interrela—

ción con cada uno de los AI3L.

Existen varias formas de enfocar y analizar el problema. De una

parte están los parámetros enzimáticos de cada ala, que contri-

buyen a llevar adelante la reacción hidrolítica y que variando,

de una enzima a otra y de un AÉAL a otro, siguen un modelo pare-

cido para todas las diferentes alas. En segundo término la es-

tructura bacteriana y la fisiología desigual de las distintas

enzimas contribuye a crear modelos de actuación, o “modelos hi—

drolíticos”, diferentes para alas de gram-positivos y gram—ne—

gativos. Finalmente, para aproximarnos al verdadero alcance

clínico-terapéutico del problema es necesario analizar la epi-

demiología de cada ala y cada microorganismo, la prevalencia de

cada enzima en cada grupo de bacterias, las limitaciones tera—
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péuticas implícitas a cada ala y, probablemente, la patología

infecciosa adscrita a cada microorganismo.

La competencia establecida entre un ABL y una ala se inclinará

de uno u otro lado en función de la preponderancia y eficacia

de los distintos parámetros puestos en juego por antibiótico y

microorganismo. En teoría, para que un AI3L sea eficiente preci-

sa de una farmacocinética propicia que contribuya a mantener

concentraciones en fluidos y tejidos superiores a las necesa-

rias para inhibir el desarrollo del microorganismo. En segundo

término, su tamaño molecular debe ser inferior a 700 daltons

para facilitar la penetración en el interior de la bacteria.

Además debe gozar de elevada resistencia a alas y alta afinidad

por las PBPs esenciales para cada microorganismo. En la medida

que cuantitativamente estos parámetros sean más positivos, ma-

yores probabilidades de inclinar la balanza biológica a su fa-

vor

En el otro extremo de la contienda, son varios los parámetros

que contribuyen al nivel de resistencia mediado por una ala. La

eficiencia de unaenzima en hidrolizar un ABL depende de la tasa

de hidrólisis (Vmax> expresada con relación a la de la penici-

lina o cefaloridina, y de la afinidad por el AI3L (Km>, valor

dificil de obtener con substratos que son hidrolizados débil-

mente. Además, el nivel de producción del enzima interviene de-

cisivamente y puede variar con la fase del crecimiento celular

que se considere o incluso con las condiciones de incubación.

En alas cromosómicas la producción enzimática puede incremen—

tarse por mutación genética o por inducción. En Blas plasmídi-

cas, el nivel de producción puede modificarse en función del

número de genes por plásmido que codifiquen el enzima o por el

número de copias del plásmido por célula. Existe amplia docu-

mentación bibliográfica que revela que la actividad de TEM-1

en E. cali varía entre márgenes superiores a 100 veces, deter-

minando resistencia clínica a diferentes A13L316—318. Jacoby y

Sutton demuestran que niveles incrementados de distintas alas

plasmídicas en transconjugantes de E. coli 0600 se relacionan

directamente con el incremento de los valores de CM1319. En el

trabajo experimental desarrollado en esta tesis doctoral, tam—

bién demostramos que la producción incrementada de TEM-1 y OXA-

1 se asocia con distintos niveles de resistencia a AIAL, varia-

bles y diferentes en función de cada uno de los antimicrobia—

nos.
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En el interior de la célula bacteriana, cada ala contribuye a

la resistencia mediante “modelos hidroliticos” diferentes216.

Las características de extracelularidad de las Blas en Staphy—

lococcus generan un modelo bién delimitado. Sin duda es el más

sencillo en cuanto a su “modus operandi”, ya que el enzima sale

con facilidad del interior de la bacteria al encuentro con el

MAL. En una primera fase, existe lisis bacteriana por la acción

del antibiótico e inmediatamente se produce su destrucción por

la acción del enzima. El resultado final de “la disputa” depen-

de de la existencia de bacterias viables, una vez que la con-

centración de antimicrobiano desciende por debajo de la CMI. En

tal caso, tiene lugar el sobrecrecimiento y la población bacte-

riana se considera resistente. El grado de resistencia es bajo

a nivel de cada célula, requiriéndo la cooperación de muchas

para alcanzar valores significativos209.

Un modelo hidrolítico con cinética muy similar, ocurre en gram—

negativos, Haemophilus y Neisseria productoras de TEM-1 de lo-

calización periplásmica, no extracelular, que no poseen una ba-

rrera externa consistente320. Tanto en estos microorganismos

como en Staphylocaccus el efecto inóculo es importante y los

valores de CMI varian ampliamente en función de las UFC utili-

zadas como inóculo bacteriano. El nivel de resistencia de cada

célula individualizada es muy bajo. y puede determinar la cura-

ción clínica, ocasional, de infecciones por alguno de estos mi-

croorganismos. tras el tratamiento con dosis altas de AIAL sen-

sibles a la hidrólisis enzimática. En el otro extremo del pro-

blema, se han aislado cepas de II. inflaenzae y N. gonorrhoeae

con elevado nivel de resistencia, como consecuencia de mutacio-

nes en el promotor de ala que ocasionan una expresión más efec-

tiva del enzima285.

El modelo más usual en gram-negativos y también el más comple-

jo, es el protagonizado por E. cali resistente a penicilinas

por producción de TEM—1216. A él obedecerían el resto de las

alas plasmídicas de gram—negativos independientemente de su es-

pectro de hidrólisis. En este caso la barrera de penetración al

antibiótico es significativa y el enzima, localizado estratégi-

camente en el espacio periplásmico, tiene la posibilidad de

destruir al antibiótico a medida que este penetra en el inte-

rior de la célula. En este modelo se dan niveles elevados de

resistencia considerando células individuales, aún cuando su
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expresión en valores de CMI depende, además del grado de pro-

ducción del enzima, del nivel de ABL alcanzado en el espacio

periplásmico y de la afinidad del restante antibiótico no inac-

tivado por las PBPs esenciales en cada microorganismo209,321.

Un buén ejemplo de las fluctuaciones inherentes a este modelo

lo constituyen los niveles de resistencia conferidos por alas

tipo TEM frente a las diversos grupos de cefalosporinas. inclu-

yendo las de 3! generación. La estructura de la ME en Serratia

y pseudomonas proporciona una variante añadida de un modelo

bastante análogo para Enterobacteriaceae y BGGNF.

Las alas plasmídicas son constitutivas, tienen amplia distribu-

ción en gram—negativos y su diseminación epidémica es un fenó-

meno real, garantizado por la presencia de genes ala en plásmi—

dos y transposones que aseguran la inexistencia de exclusividad

enzimática en cada especie. En paralelo la presión selectiva

que genera el uso amplísimo de AI3L favorece la selección de ce-

pas resistentes, prevalentes en principio en un pequeño ámbito

y dominantes después en nichos ecológicos mucho más amplios. La

envergadura de la diseminación, el desarrollo de brotes epidé-

micos, o la institución de situaciones con carácter endémico en

zonas restringidas o más amplias están subordinados a muchos

factores, entre ellos: las características de tamaño y transpo—

nibilidad de los transposones, el rango de huéspedes y la

transferibilidad de los plásmidos, la epidemiología de la bac-

teria que las alberga e incluso el consumo de antimicrobianos.

El éxito de TEM—1 como vehículo de resistencia a AaL se susten-

ta en la yuxtaposición de todas las características anteriores

expresadas en grado superlativo. Es una ¡Ala codificada por di-

versos transposones, alguno de ellos de tamaño pequeño y eleva-

da capacidad de transposición, que pueden intercambiarse en mu-

chas combinaciones con un elevado número de plásmidos pertene-

cientes a 18 grupos de incompatibilidad. De origen desconocido,

aunque posiblemente derivada de una Lila cromosómica, está pre-

sente en toda la gama de gram—negativos con posibilidades de

causar patología. Son, por tanto, estos atributos los que con-

fieren a TEM—1 su notoriedad entre todas las ¡3PC, más incluso

que su perfil hidrolítico del que se diferencia poco respecto a

las demás enzimas del grupo.

Con escasos matices diferenciales, todas las Blas plasmídicas
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hidrolizan las penicilinas semisintéticas, confiriendo resis-

tencia clínica en grado diverso, pero resistencia que suele in-

validar su empleo, a ampicilina, carbenicilina, ticarcilina,

azlocilina, mezlocilina y piperacilina. La presencia del grupo

metoxi en C6 confiere resistencia a temocilina. aún al precio

de disminuir su actividad intrínseca. La posibilidad e hidróli-

sis de la mayoría de las cefalosporinas de 14 generación y al-

guna de las de 2!, cefamandol, cefaclor y en cierta forma cefu-

roxima, no se corresponde con los valores de CMI que permiten

hablar de sensibilidad o resistencia en términos farmacocinéti—

cos y clínicos. Sin duda influyen varios factores que alteran

la relación AIAL-fAla en el espacio periplásmico, toda vez que la

producción incrementada de enzima evidencia sin duda la resis-

tencia.

El problema de interpretación y por ende de decisión terapéuti-

ca, se plantea con aquellas cepas que muestran valores interme-

dios de CMI que sin duda denotan la presencia de un mecanismo

de resistencia probablemente eficaz. Es este un problema menor

al considerar la efectividad de los nuevos AIAL diseñados para

eludir la resistencia por estas alas. Aún cuando con técnicas

de bioensayo, que emplean bajas concentraciones de substrato y

elevadas de enzima, se detecta la hidrólisis de buena parte de

estos antimicrobianos por enzimas de tipo TEM, OXA y PSE, la

contribución de las i3PC a la resistencia a AIAL de 34 generación

no parece importante, y precisa de un incremento significativo

de la producción de enzima y de la cooperación de alteraciones

en la permeabilidad celular.

Completar el panorama de la resistencia mediada por BPA, re-

quiere el análisis de la distribución de las diferentes enzimas

en los patógenos más habituales; con ello podemos tener una i—

dea muy aproximada de la magnitud del fenómeno. A este respec-

to, son muchos los estudios, de mayor o menor amplitud, elabo-

rados a lo largo de los cinco continentes, de los que colegir

las alas diferentes caracterizadas en cada especie, la inciden-

cia cuantitativa de cada Lila entre las cepas resistentes, y la

variabilidad geográfica que, no obstante, respeta ciertos pa-

trones de distribución
203, 262 306 309 318 322.329, El mayor nú—

mero de enzimas diferentes se ha identificado en P.aeruginosa

<16 alas>, contrastando con la incidencia baja de cepas de esta

especie resistentes a la carbenicilina o que al menos deben su
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resistencia a este mecanismo. En orden decreciente le siguen

especies que carecen de otros mecanismos relevantes de resis-

tencia: E. coli (12>, Klebsielía <10>, P. mirabilis (9>, Sal—

monella y Providencia (6>. No parece casual que aquellas espe-

cies bién dotadas para la resistencia por medio de alas cromo-

sómicas inducibles, sinteticen un número inferior de alas pías—

mídicas distintas. De nuevo, se pone de manifiesto “la economía

bacteriana de la resistencia•~, un concepto digno de la más am-

plia reflexion.

En E. coli se han identificado 12 BPC diferentes. Por el momen-

to no se han encontrado HMS-1, OXA-5 y OXA-6, PSE-3 y PSE—4, y

CARB-3 y CAR-4 así como alguna de las especificas de otros mi-

croorganismos. Obviamente, la más común es TEM—1 a la que se

debe la mayor parte de la resistencia a ampicilina. Su inciden-

cia fluctúa en los diversos estudios entre 49% y 96% con una

media de 77%. Estos datos están en manifiesta contraposición

con los obtenidos para TEM—2, ausente en E. coli en muchos de

los estudios, y con incidencia inferior al 2% en los que sí se

ha caracterizado. OXA—1 es la segunda BPC más frecuente en E.

coli, con una incidencia que oscila entre 2% y 16% y un valor

medio del 6% considerando los diversos trabajos. La presencia

de sHv—1 es reconocida en pocos estudios aunque tiene una inci-

dencia media del 4% en los positivos. No es infrecuente el hal-

lazgo de dos y hasta tres BPC distintas en E. coli, siempre

TEM-1 asociada generalmente a OXA—1, SHV—1 y PSE-1262.

La situación en P. mirabilis no parece diferir mucho de la co-

mentada en E. coli. aunque en algún estudio aparece TEM—2 con

mayor frecuencia que TEM~12íE. Se han encontrado 9 BPC entre

las que se incluyen CEP—1 y las de las cepas N—3 y N—29, y no

se han caracterizado OXA-3, OXA-4, OXA-5, OXA-6 y OXA-7 ni PSE-

2, PSE-3 y PSE—4. La resistencia a ampicilina en Salmonella y

Shigella, se ha ido acrecentando paulatinamente en muchos pai-

ses como consecuencia, verosimilmente, de la diseminación por

plásmidos y transposones. En Salmonella, se han caracterizado 6

BPC diferentes: TEM-1, TEM—2. SHV—1, CXA-1, OXA—2 y PSE-1. Aun-

que su distribución varía en las diversas áreas geográficas,

TEM-1 es la más común con cifras de incidencia superiores al

85% de las cepas resistentes. OXA—2, una ala de escasa relevan-

cia en E. coli es más usual en Saluonella alcanzando una inci-

dencia próxima al 15%. La coincidencia en la producción de TEM-
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1 por cepas de origen humano y animal pone de manifiesto la

circulación de genes entre aislamientos de distinta proceden-

cia262. En Shigella las cifras de resistencia a ampicilina son

superiores hasta convertírse, en algún medio, en un marcador

fenotípico. Se han caracterizado 3 enzimas: TEM—1, TEM—2 y PSE-

1, debiéndose la resistencia fundamentalmente a la primera.

En K. pneumoniae se han llegado a reconocer 10 ¡APC distintas,

predominando SHV-1 y TEM-1216
5

26h262. Entre 61% y 94% de las

cepas incluidas en todos los estudios producen SHV—1, mientras

que el rango de valores para TEM-1 oscile entre 10% y 46%. Por

el momento no se han identificado OXA-2, OXA-4, OXA-5 ni PSE-1

y PSE-4. En otras especies de Klebsiella también se han encon-

trado diversas BPC aunque con menor incidencia. En 1<. oxytoca

se han caracterizado alas similares, mientras que en K. ozenae

al parecer sólo se ha demostrado la presencia de TEM—1216, 261

La resistencia por Blas cromosómicas inducibles. que veremos

con más extensión en un próximo apartado, dota a las bacterias

que genéticamente la codifican y la expresan de un arma muy e—

ficaz en el propósito de contrarrestar la acción de los ABL. En

el grupo amplio de Enterobacteriaceae que disponen de este me-

canismo se han caracterizado muchas menos BPC, la resistencia a

penicilinas semisintéticas es más baja, y cuando ocurre parece

debida a TEM-1. En Enterobacter y Citrobacter la incidencia de

resistencia por IAPC es muy variable. En ambas especies se han

identificado 6 y 5 enzimas respectivamente siendo comunes: TEM—

1 y TEM-2, LXA-1 y OHIO-1216,262. Morganella y Serratia codifi-

can 4 BPC: SHV—1 y OXA—1 en el primer caso, y TEM—2 y OXA—2 en

el segundo, marcan las diferencias. OHIO—1 y TEM—1 son comunes

a ambas especies, y mientras la primera muestra una difusión

muy localizada, TEM-1 alcanza la mayor incidencia entre estos

cuatro géneros216,261.

La situación cambia al considerar la resistencia a AI3L en P.

aeruginosa. Se han caracterizado 16 I3PC bién diferenciadas que

confieren resistencia a carbenicilina y al resto de penicilinas

semisint~ticas, no obstante las posibilidades de diseminación

parecen bastante restringidas ya que la resistencia mediada por

estos enzimas no supera en general el 15%. Medeiros216 resume

los datos ofrecidos por cuatro estudios de incidencia distin-

tos, dos realizados en Francia322,326, y otros dos en el Reino
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Unido329 y España327 respectivamente. PSE-l (53% de incidencia)

es la a~c más usual, mientras que el resto, con incidencia no-

tablemerite inferior, sigue el siguiente orden decreciente: OXA—

2 <13%), OXA—1 (9%>, TEM—1 (8%>, PSE—4 (5%), TEM—2 (4%), PSE—3

<2%). Los datos reunidos por Tirado et al.327 en nuestro país

son bastante coincidentes con este esquema, no obstante, la in-

cidencia de TEM—1 (38%> es superior a la de otros estudios,
mientras que en el Reino Unido PSE-4 <45%) es la ala prevalen-

te.

6.6.3 BETALACTAMASAS PLASMIDICAS DE ESPECTRO AMPLIADO

.

El epígrafe “betalactamasas plasmídicas de espectro ampliado”

(BPEA> comprende un grupo de nuevas enzimas de codificación

plasmidica, derivadas de otras alas bien conocidas y ampliamen-

te diseminadas entre las bacterias patógenas, que hidrolizan

los ABL de fl generación incorporados al arsenal terapéutico a

partir de 1980207,277. En sentido literal, son Blas que inacti-

van, además de los ABL clásicos, otro grupo de MAL de enorme

interés por su resistencia a alas que hasta entonces configura-

han el mecanismo de resistencia más común entre la población

bacteriana. Con ser de suficiente relevancia la inactivación de

la cefotaxima, ceftazidima o aztreonam, y más recientemente de

cefoxitina, imipenem y meropenem, estas nuevas IAPEA han venido

a ratificar “el principio de acción y reacción” entre bacterias

y antimicrobianos, vigente en el desarrollo de los MAL desde la

implantación de la penicilina en los años 40.

La sintesis bacteriana de ¡APRA no deja de ser, por otra parte,

“la crónica de un acontecimiento anunciado”. Thatcher330 en

1975, llama a las alas “floppy enzymes” aludiendo a su versati-

lidad para conferir protección a la célula bacteriana. Hall y

Knowles331 en 1976, consiguen mutantes TEM—1 de E. cali con in-

cremento del nivel de resistencia. A mediados de la década pa-

sada, Medeiros y Jacoby262 auguran la aparición de nuevas Blas

de espectro más amplio como respuesta al empleo de nuevos AI3L.

Recientemente, cuando era un hecho la existencia de nuevas IAPEA

inhibidas por el a. clavulánico, Bush332 predice nuevas muta-

ciones en el genoma bacteriano que combinarán mayor espectro

hidrolítico y pérdida de afinidad por los inhibidores. Todas

estas premoniciones se han cumplido de manera puntual.
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En 1983, Shah y 8ti11e333 describen en Alemania, las primeras

cepas de 1<. pneumoníae y E. coli con un fenotipo caracterizado

por cierto grado de resistencia o “menor sensibilidad” a cefo—

taxima y ceftazidima. En el mismo año y también en Alemania,

Knothe et al.334 documentan la transferencia de resistencia

plasmídica a la cefotaxima en Enterobacteriaceae, y sugieren la

presencia de nuevas Blas o de un mecanismo de resistencia des-

conocido. En 1985, Kliebe et al.240 caracterizan en una cepa

de K. ozenae del mismo origen que las anteriores, una nueva ala

denominada SHV-2, derivada por mutación de SHV-1 y con idéntico

pI, que confiere un perfil de resistencia a las cetalosporinas

de 3! generación y aztreonam. En años sucesivos se identifica-

ran SHV—3, SHV—4 y SHV-5, también derivadas de SHV—1, que mues-

tran características relacionadas335—337.

Breve tiempo después y de manera casi simultánea, se describen

en Francia dos brotes epidémicos causados por Enterobacteria—

ceae, K. pneumoniae esencialmente, con elevado nivel de resis-

tencia a las cefalosporinas de 3! generación y aztreonam338,

En estas cepas se caracteriza una nueva ala plasmídica de

pI 6.3, denominada inicialmente CTX—1 y posteriormente TEM—3

por su origen relacionado con TEM—2, que principia una “amplia

saga” de nuevas I3PEA de tipo TEM que por el momento finaliza en

TEM—2121,277
5

340. Recientemente, y como un paso más en la se—

cuenda de respuestas del mundo bacteriano a la síntesis y em-

pleo de nuevos antimicrobianos, se han identificado nuevas ¡APEA

en K. pneumoniae. CMY-1341, CMY-2342, MIR-1343, que inactivan

cefamicinas y moxalactam, y otra en P. aeruqinosa que hidroliza

imipenem y meropenem344. En resumen, en un periodo de 7 años se

han identificado más de 50 nuevas ¡APEA que amplian considera-

blemente el espectro hidrolítico, de manera que no existe un

solo MAL que no sea hidrolizado por alguna aPRA. Esta parece

ser la consecuencia más inmediata de la amplia utilización de

nuevos AI3L en los últimos 10 años.

La base genética de estas nuevas I3PEA se ha ido dilucidando

progresivamente207. Poco después del hallazgo de SHV-2 y TEM—3

se demostró, por técnicas de hibridación, que ambas derivaban

de SHV—1 y TEM—2345,346, En efecto, mutaciones puntuales en los

genes que codifican estos enzimas dan lugar a modificaciones en

la secuencia de aminoácidos, con redistribución y cambios en la

estructura terciaria del enzima en torno al centro activo. En
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consecuencia, cambian las propiedades del enzima y varía, tam-

bién, la interacción 131a-ABL34¼348. Este fenómeno supone una

sorpresa relativa. Hall y Knowles331 demostraron, ya en 1976,

que la actividad catalítica de TEM—1 se podía alterar por muta-

ción, obteniendose la hidrólisis más efectiva de la cefalospo—

rina C. Por otra parte, a expensas de TEM-1, TEZt4-2 y SHV-1, se

han obtenido mutantes con mayor espectro de actividad, diferen-

te pI, y propiedades coincidentes con tas BPEA encontradas en

bacterias aisladas de muestras clínicas240
1

346. Diversas I3PEA

han sido secuenciadas y el análisis de nucleótidos del gen Lila

ha demostrado que son suficientes mínimas alteraciones, para

originar diferencias importantes en el comportamiento enzimáti-

co~45.349252 Estas modificaciones en la secuencia de aminoá-

cidos del enzima determinan cambios en el pr, y lo que parece

de mayor trascendencia, variaciones en la afinidad y en la tasa

de hidrólisis de las BPEA por los AL3L de 3! generación2Ol,34t
348 353

Las BPEA suponen un hecho de indudable relevancia tanto micro-

biológica como clínica. Las técnicas tradicionales de caracte-

rización enzimática han de ampliarse, necesariamente, por la

coincidencia de varias I3PEA con el mismo pI, y por la menor e—

ficiencia hidrolítica de muchos enzimas que dificulta los estu-

dios sobre perfil de substrato207. Actualmente, para la identi-

ficación de BPEA estan más indicadas la inhibición competitiva

de la hidrólisis del nitrocefin238, la secuenciación de nucleó—

tidos y aminoácidos345, la hibridación ADN-ADN con sondas espe-

cíficas349, y la hibridación con oligonucleótidos conocida como

oligotipado2 1,

Desde el punto de vista clínico, la consecuencia más seria ra—

dica en la ampliación del espectro hidrolítico y, por tanto, en

la limitación de las posibilidades terapéuticas. En pocos años,

las bacterias han conseguido codificar elementos genéticos que

permiten inactivar un número mayor de ABL. Hoy disponen de más

de 50 BPEA distribuidas en 3 grupos en función del progresivo

espectro de inactivación: aminotiazol—oxiimino alas que inacti-

van aminotiazol-oxiimino cefalosporinas y los antibióticos mo—

nobactámicos; cefamicinasas o metoxi—IAlas que, además, inacti-

van temocilina, cefamicinas y moxalactam; y en el punto álgido

de su evolución un enzima, carbapenemasa, que hidroliza imipe-

nem y meropenem. Este arsenal enzimático además de ser una ame-
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naza evidente, supone un éxito considerable del mundo de las

bacterias frente a las contumaces maniobras de diseño de nuevos

MAL.

6.6.3.1 AMINOTIAZOL-OXTTMINO BETALACTAMASAS

.

Conforman el grupo más amplio de BPEA, incluidas en la clasifi-

cación de Bush de 1989 en el subgrupo 2b’, denominado “EES—Y

a—lactamases”, por su espectro expandido y por ser eficazmente

inhibidas por el a. clavulánico. Son, por tanto, enzimas que

hidrolizan penicilinas, cefalosporinas de la 1! generación, 2!

con excepción de las cefamicinas, 3! generación excepto moxa—

lactam, y los antibióticos monobactámicos354 ~ No incluyen

en su espectro a los carbapenems y son inhibidas por a. clavu—

lánico, sulbactam y tazobactam. La mayor parte de las cepas en

las que se han identificado BPEA muestran resistencia a amino—

glicósidos incluyendo amicacina.

Este perfil de sensibilidad debería facilitar su reconocimiento

por medio de las pruebas de sensibilidad “in vitro”. No obstan-

te, las CMIs para algunos AaL. concretamente cefotaxima, cefti—

zoxima y ceftriaxona, son en ocasiones bajas y teóricamente en-

tran en el ámbito de lo erróneamente considerado como sensible

por las clasificaciones al uso. La dispersión de valores obte-

nida por distintos autores para una misma BPEA no hace sino re-

calcar la necesidad de considerar criterios de poblaciones, a—

demás de los exclusivamente tarmacocinéticos en la diferencia-

ción entre cepas sensibles y resistentes. Desde un punto de

vista práctico, la estimación al unísono de los resultados de

difusión por disco ó CMI para cefotaxima. ceftazidima y aztreo—

nam, y la sinergia con inhibidores de alas detectada por la

técnica del disco doble, permite una identificación presuntiva

con escaso margen de error339.

En las tablas 6 y 8 se resumen algunas de las características

más relevantes de las enzimas descritas hasta la actualidad.

Con la excepción de TEM—12, enzima de codificación cromosómica,

el resto de las ISPEA son codificadas por plásmidos de elevado

tamaño (80—300 kb>, que determinan resistencia a múltiples an-

tibióticos y a algunos metales pesados, y pertenecen a un núme-

ro limitado de grupos de incompatibilidad, C, FI, H12 y M223.
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Hasta ahora, no se ha podido demostrar la transponibilidad de

los genes que gobiernan la síntesis de BPEA, aunque si la hi-

bridación entre 8 plásmidos diferentes y sondas ADN sintetiza-

das con el gen tnpR del transposón Tn3356.

Por el momento, estas aPEA solamente han sido identificadas en

Enterobacteriacaeae, con mayor profusión en Klebsiella y en me-

nor grado en E. coli. En alguno de los brotes epidémicos exten-

sos y en ocasiones de manera aislada, también se han identifi-

cado aminotiazol—oxiimino alas en Enterobacter, Citrobacter,

Norganella, Serratia y Salmonella357—360. Parece sorprendente

la escasez de refencias de aislamiento de BPEA en P. znirabi—

lis, especie en la que son frecuentes enzimas de tipo TEM-1 o

TEM-2361,362. Las denominaciones originales de cada enzima, re-

ferentes bién al lugar, hospital o país de aislamiento, bién al

substrato hidrolizado, se han ido modificando al tener en cuen-

ta su procedencia de otras alas bién conocidas. Dentro del gru-

po, la subclasificación puede atender al origen, TEM Vs. SHV, o

a la diferente actividad hidrolitica sobre cefotaxima o cefta—

zidima.

El primer subgrupo de aminotiazol—oxiimino alas comprende un

amplio número de enzimas derivadas por mutación de TEM-1 ó TEM-

2. La mayoría se conocen con el epígrafe “TEM”, mientras que al

resto todavía no ha sido posible asignarles un nuevo ordinal o

equipararías a alguna de las ya caracterizadas. La secuencia-

ción de nucleótidos del gen ala ha permitido demostrar que so-

lamente son precisas entre una y cuatro modificaciones en la

secuencia de aminoácidos, para codificar enzimas con propieda-

des diferentes de las originales21. TEM—6, 7, 12, 16, 1?, 18 y

19, cambian un solo aminoácido, lisina o serma, en las posi-

ciones 102, 162, y 236 con relación a TEM—1 ó TEM-2. TEM-3, 4,

5, 9, 11, 14 y 15 muestran un doble cambio, casi siempre serma

y lisina, mientras que en TEM—S se observan tres modificaciones

que también incluyen serma y lisina. Su rango de pI entre 5 y

6.5 es característico del grupo y por su perfil de substrato,

eficiencia hidrolítica o relación CMI ceftazidima/CMI cefotaxi—

ma, podríamos hablar de cefotaximasas o ceftazidimasas. En este

punto es necesario resaltar que aunque la tasa relativa de hid-

rólisis de muchas de estas ISPEA es mayor para la cefotaxima que

para la ceftazidima, las CHIs muestran una relación inversa,

probablemente por la mejor penetración de la cefotaxima al es-

pacio periplásmico207.
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El segundo subgrupo es más reducido y en él se diferencian las

cuatro enzimas 5EV derivadas de SHV—1 conocidas hasta el momen-

to240, 335~ 33¼ Todas ellas tienen pI entre 7 y 8.5, en lo que

difieren claramente de las TEM, y muestran CMIs más elevadas

tanto para la cefotaxima como para ceftazidima y aztreonam,

aunque su eficiencia hidrolitica es mayor para la cefotaxima.

En SHV-2, la primera ¡APEA descrita, un solo cambio en la se-

cuencia de aminoácidos, serma por glicina en la posición 234,

determina importantes variaciones en el perfil de substrato y

en la afinidad del enzima con respecto a SHV—121, ~ En

SHV—3 y SHV—5 se observan dos cambios en la secuencia de amino-

ácidos y tres en SHV—4, incluyendo siempre leucina, serma y

lisina 21, Estas modificaciones conllevan incrementos muy signi-

ficativos en las CMIS, con un rango que oscila entre 32 y 256

ug/ml. para cefalosporinas de la 3! generación y aztreonam355.

6.6.3.2 CEFAMICINASAS

.

Constituyen un grupo de enzimas que inactivan los substratos

betalactámicos con un grupo metoxi en la posicion 6 de las pe-

nicilinas, temocilina, y 7 de las cefalosporinas, cefamicinas y

moxalactam. Considerando estrictamente su espectro podria ser

más ortodoxo denominarlas metoxi—alas. Como las anteriores, so-

lo han sido identificadas en Enterobacteriaceae.

Eauerfeind et al.341 describen en 1989 la primera I3PAE que hi—

droliza la cefoxitina y otras cefamicinas. Esta ala de pI 8.0,

denominada CMY—1, fué caracterizada en una cepa de K. pneumo—

niae aislada en Seúl. El patrón de resistencia, transferible,

tenía de sobresaliente los elevados valores de CMI para cefoxi—

tina, cefotetan, cefmetazol y moxalactam, y además para todos

los nuevos ABL con la excepción de imipenem y meropenem (Tabla

8>. El comportamiento de los inhibidores no era uniforme frente

a CMY-1 y su eficacia, no muy elevada, dependía de la combina-

ción a considerar. El sulbactam parece algo más activo que el

a. clavulánico excepto en asociación con cefoxitina y cefotaxi-

ma donde mostraban eficacia similar. En general, tanto sulbac—

tam como a. clavulánico eran más activos que tazobactam. De si-

milares características es la Lila CMY—2 o HEL—1 descrita en

Grecia en una cepa de K. pneumoniae342. Tanto su pI, 8.1, como

su patrón de sensibilidad y su perfil hidrolítico son próximos
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al de CMY—1. Tan sólo una mínima diferencia en el lEE y la sen-

sibilidad a ceftazidima parecen diferenciarlas.

Recientemente se han publicado por autores ingleses datos pre-

liminares de una nueva BPEA, BIL—1, con propiedades que nos su-

gieren su inclusión en el grupo de las cefamicinasas, aunque en

el trabajo original no consten específicamente los datos de

sensibilidad a la cefoxitina y otras cefamicinas363. Identifi-

cada en una cepa de E. cali aislada de un paciente procedente

de Pakistán y tratado previamente con cefotaxima y amicacina,

BIL—1 confiere resistencia a las cefalosporinas de it 2! y 3!

generación y a su asociación con 2 ug/ml de a. clavulánico. Con

las reservas inherentes a los datos iniciales, el pI 8.8, el

perfil de substrato y la ausencia de inhibición por el a. da-

vulánico, estan a favor de su inclusión en este grupo de I3PEA.

Con todo, el prototipo de BPEA que hidroliza metoxi-ABL es el

enzima MIR—1 descrito por Papanicolau et al. en 1990~~~. Se i—

dentificó en cepas de K. pneumoniae aisladas de 11 pacientes,

la mayoría quirúrgicos, tratados con nuevas cefalosporinas o

cefoxitina y hospitalización prolongada entre Septiembre de

1988 y Junio de 1989, en Providence (EE.UU). Constituye el pri-

mer brote de infección nosocomial en el que se ha demostrado

fehacientemente la participación de una cefamicinasa. El patrón

de sensibilidad conferido por MIR—1 (Tabla 8> no es distinto

del de otras cefamicinasas, aunque muestra mayor grado de re-

sistencia a moxalactam y temocilina. Sorprendentemente, la se—

cuencia del gen que codifica MIR-1 muestra un 90% de homología

con el gen AmpC de E. cloacae P99, mientras que no hibrida con

AmpC de E. coil, ni con TEM o SHV. Se trata, por tanto, de una

ala plasmídica no inducible, con aspectos genéticos y bioquími-

cos más coincidentes con las ¡Alas cromosómicas inducibles de

Enterobacteriaceae. En efecto, MIR-1 tiene un pI de 8.4. un

perfil de substrato típico de cefalosporinasa y un perfil de

inhibición también coincidente con el de las ¡Alas cromosómicas

Clase 1, en tanto en cuanto la efectividad de los inhibidores

es exigua.

Sin duda, la síntesis de BPEA que inactivan las cefamicinas es

un paso más en la evolución de las Blas hacia el “espectro to-

tal”. Las características del brote protagonizado por MIR—1

permiten sospechar que no se trata de la diseminación de una
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sola cepa, sino más bién la probable adquisición por distintas

cepas de K. pneumoniae de un plásmido conjugativo Inc C que

porta el gen AmpC343. La presión selectiva del empleo de cefa—

micinas e inhibidores de alas ha debido jugar un papel impor-

tante en la definitiva selección de estas cepas. El peligro in-

herente a estas nuevas £3PEA no es solamente su potencial dise-

minación, sino las escasas posibilidades terapéuticas, limita-

das casi exclusivamente, a los carbapenems.

6.6.3.3 CARBAPENEMASA

.

La inactivación enzimática de imipenem por alas cromosómicas

del tipo metaloenzima es un hecho conocido e infrecuente en los

aislamientos habituales que causan patología infecciosa364. Por

ello, la identificación en 2. aeruqinosa de la primera BPEA que

hidroliza imipenem y meropenem es más relevante por el huesped

bacteriano que la alberga, primera BPEA en P. aeruginosa , por

la amplísima limitación terapéutica que determina, y por su e—

ventual posibilidad de diseminación dado el caracter plasmídico

que la distingue344.

Esta primera carbapenemasa piasmídica ha sido caracterizada re-

cientemente en una cepa de origen clínico, P. aeruginosa GN

17203, aislada en Japón en 1988, y tiene un pI de 9.0. Confiere

resistencia al imipenem (50 ug/ml> y meropenem (100 ug/ml>. así

como a la carbenicilina, ceftazidima, cefoperazona, cefsulodina

y moxalactam (>400 ug/ml); por el contrario se muestra más sen-

sible a la piperacilina y aztreonam (25 ug/ml>. Es un enzima

con mayor afinidad por el meropenem que por el imipenem, y un

amplísimo perfil hidrolítico que incluye las cefamicinas, moxa-

lactam y las oxiimino cefalosporinas, aunque no hidroliza el

aztreonam. No es inhibida por los inhibidores betalactámicos

pero sí por EDTA y p-cloromercuriobenzoato. Estas y otras pro-

piedades bioquímicas permiten sugerir su adscripción al grupo

de los metaloenzimas.
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TABLA 8.- CARACTERISTICAS DE LAS BETALAaAI4ASAS PLASMIDICAS DE ESPECT1~)
AMPLIADO.

Betalactamasa pi Perfil de sensibilidad. CMI en uq/ml.

CTX CAZ FOX IMP
1 Oxilmino betalactamasas

TEM-3
TEN- 4
TEN- 5
TEM-6
TEM-7
TEM-8
T EM-9
TEN-lO

TEM-1 1
TEM-12

CAZ-2
CAZ-3
CAZ—6
CAZ-7
CAZ-hi
TEM-E 1
MJ-1
FUR
You-1

YOU-2

5 HV—2

SIN —3

SHV—4
SHV-5
EEC- 1

CMY-1

(NY -2
MIR-1
EIL-1

(CTX- 1)

(CAZ—lI

(TEM—201

(RHH-1>
(TEM-E3>

(CAZ-lo>

(TEN— 1 0 1>

(TEM-E2>

(CAZ-SI

(CAZ-41

(HEL-lí

6.3

5.9

5.55
5.9

5.41
5.9

5.5
5.57

5.6

5.25

6.0

5.3
6.5

6.3
6.5

5.41
5.35
7.5
5.57
5.2

7.6

6.98
7.8

8.2

8.2

8.0

8.1

8.4

8.8

9.0

0,5—256
4—32
1—16

0, 5—2
0, 06—0, 5

2—4
0,2—1

0,03—0,1
0,2—0,5

4—64
0,1—1

8

4

0,2—1

0. 1—0, 2

1—2

1

0,5

2—64
2—64

1—128

4—64

200

64—128
32
64

2—16

400

1—128
8—64

16—128
64—256

8—64

128—>128

32—64

2—8

3 2—64

64—128

64—128
512
256

32—256
16—32
¿0.5

2—16
256

64

4—32
1—32

16—256
64—128

12, 5—25

4
128—>128

128

4—>16

2—32

4—8
1—32
4—32

2—256

4-16
2—8

2—4

2

4—16
4—16

4

8

2

1—8

2-4

8

16

2—16
16

16

8—32

1,5—6,2

256 —512
256—512

>256
R

0,06—2

0,03—0,2

0,03—0,2
0,1—0,2

0,06—0.5

0,5

0,2
1

0. 1—0,2
0,2
0,5
0,5
0,2

0,2—0,5

0,2
0,5
0,2

0,06—0,5
0,1—0,2
0,2—0,3

0,06—0,2
0,3—0,?

0,2

0,2
1
5

50

IT Cefamicinasas

III Carbapenesasa

Sin nombrar

* Datos tomados de las referencias 207, 277, y de nuestra experiencia.
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6.6.4 BETALACTAMASAS PLASMIDICAS DE ESPECTRO AMPLIADO: RESIS-ET
1 w
477 716 m
518 716 l
S
BT


TENCIA Y REPERCUSION CLíNICA

.

Las enormes expectativas terapéuticas que suscitaron los nuevos

ABL, se vieron ciertamente comprometidas ante las primeras pu-

blicaciones que describían nuevas alas capaces de hidrolizarlos

y el fracaso terapéutico subsiguiente a su utilización en di-

versos tipos de infecciones338 ,339,365• No es sorprendente, por

tanto, la alarma inicial de microbiólogos y clínicos ante lo

que podía ser un hecho de marcada trascendencia. No obstante,

el importante caudal de conocimientos generados hasta hoy, y el

tiempo transcurrido, nos permiten relativizar la repercusión

clínica de las nuevas BPEA y analizar el problema con una pers-

pectiva algo distinta a la inicial332
5

366.

Desde un punto de vista exclusivamente clínico, la repercusión

mayor de las LiPEA radica en la gran limitación terapéutica que

condiciona su espectro hidrolítico, sobre todo en aquellas in-

fecciones en las que se consideran fármacos de primera elec-

ción. No podemos olvidar por otra parte, que con notables ex-

cepciones, la mayoría de las I3PEA se han aislado de forma espo-

rádica y con una incidencia global baja considerando el total

de aislamientos que se producen en un hospital. Entendemos, en

consecuencia, que la repercusión clínica de las L3PEA pueda ser

muy variable y de pendiente de múltiples factores relacionados

con la epidemiología del microorganismo, del plásmido y de cada

enzima, así como del paciente y su estado clínico, y del tipo

de infección. Analizando la epidemiología de cada una de las

BPEA y las circunstancias en las que se han identificado, y a-

sumiendo el riesgo inherente de una excesiva simplificación,

podemos diferenciar cuatro grupos o situaciones distintas, cada

una con implicaciones clínicas diferentes.

SHV—2, primera BPEA conocida, conforma un grupo único por su

epidemiología particular357. Limitada, casi exclusivamente, a

Riebsiella y E. colA es un enzima con difusión universal iden-

tificada en microorganismos aislados en múltiples paises de

cuatro continentes207. En general, no ha dado lugar a brotes

epidémicos amplios, su aislamiento en muchas ocasiones es espo-

rádico, e incluso se ha encontrado en cepas de pacientes proce-

dentes de la comunidad~67. Todas estas peculiaridades le con-

fieren un amplio relieve microbiológico y menor trascendencia

clínica.
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Muy distintas son las circunstancias en torno a TEM-3 y SHV-4,

que configuran un grupo con distinta significación clínica336,
338,339,359,368 ,369.Se trata de BPEA encontradas prioritaria-

mente en un solo país, Francia en este caso, en la mayoría de

las especies de Enterobacteriaceae, y codificadas por plásmidos

que tienen asociada la resistencia a todos los aminoglicósidos,

con la excepción de gentamicina. Integran el grupo de ¡3PEA que

han dado lugar a brotes epidémicos amplios de infección nosoco—

mial, con más de 100 aislamientos y un número elevado de pa-

cientes involucrados. En general, son enfermos ingresados en U—

nidades de Cuidados Intensivos y en menor proporción en otras

áreas de hospitalización, con múltiples factores de riesgo aso-

ciados y tratamiento previo con nuevos ABL y aminoglicósidos.

La presencia de estas IAPEA se ha asociado con fracaso terapéu-

tico y 10-20% de mortalidad, aunque las situación crítica pro-

pende a la evolución favorable después de la asunción de medi-

das correctoras. Es evidente que en este grupo de L3PEA la re-

percusión clínica ha sido relevante.

Un tercer grupo de aPEA de repercusión clínica intermedia o mo-

derada se puede extraer con aquellas enzimas que han dado lugar

a brotes epidémicos limitados por su extensión. Suelen afectar

a pacientes inqresados en Unidades de Cuidados Intensivos o en

otros lugares de hospitalización, en hospitales grandes o en

alguno con menos de 350 camas, afectos de patología infecciosa

muy variada y estado clínico diverso, aunque, por lo general,

más del 50% han recibido previamente una cefalosporina de 3!

generación y un aminoglicósido. Estas BPEA se han caracterizado

en Enterabacter, Citrabacter y Serratia además de en E. cali y

Klebsiella pero siempre en un número que no suele exceder de 20

aislamientos en cada episodio. Las alas TEM—4, 5, 6, 8, 11 y

CAZ—2. 6 y73?E...3?8, SHV—3 y 5335,337, you—í y ~ y

MIR—1343, constituyen los representantes más genuinos de este

grupo, cuya trascendencia clínica ha sido, por el momento, li-

mitada exclusivamente a sus ámbitos de aislamiento.

Finalmente, es posible conformar un cuarto grupo con todas a—

quellas BPEA caracterizadas en “aislamientos aislados”, es de--

cir, enzimas encontradas habitualmente en una sola cepa y en un

solo lugar y cuya repercusión clínica, por el momento, es ex-

traordinariamente reducida. En este grupo se incluirían TEM—7,

9, 10, 13~192í,380~382, TEM—E1 y E4383, CAZ—3379, CAZ—hi374,
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FUR
37~, MJ-1 y 2384, así como las cefamicinasas CMY—1 y 2341,

342 y la única carbapenemasa descrita343. Que en un próximo fu-

turo alguna de estas BPEA deba cambiar de grupo por sus impli-

caciones clínicas mayores pertenece al ambito de la especula-

ción.

En resumen, las nuevas LiPEA suponen un paso adelante en la evo-

lución de las posibilidades de resistencia del mundo bacteriano

hacia los ABL. Un nuevo paso que no por esperado deja de ser

significativo considerando las implicaciones genéticas, micro-

biológicas y clínicas. Por el momento, y en función de los da-

tos de que disponemos, solo parece factible evaluar parcialmen-

te la repercusión de las nuevas aPEA. Su incidencia entre los

microorganismos patógenos no parece muy elevada, aunque es po-

sible que su identificación haya sido subestimada por los valo-

res de sensibilidad. La limitación exclusiva a Enterobacteria—

ceae no es facilmente explicable tras el análisis comparativo

con otras alas plasmídicas de las que proceden por mutaciones

genéticas. La posible codificación por transposones, la dispo-

nibilidad de un “pool genético” entre la población bacteriana y

su diseminación a otras especies, como Pseudomonas, Haemophi—

ms. Neisseria y Bramhamella podrían cambiar, al menos para

alguna de las I3PEA, su consideración clínica en el futuro.

6.7 BETALACTAMASAS CROMOSOMICAS DE GRAM-NEGATIVOS

.

El cromosoma bacteriano como estructura genética que promueve

la síntesis de alas da lugar a un heterogéneo grupo de enzimas,

a cuya multiplicidad responden la diversidad de propiedades en-

zimáticas y el abanico de posibilidades de inactivación de MAL.

Virtualmente, todas las bacterias gram—negativas estudiadas

producen una ala cromosómica específica de especie y, a veces,

de subespecie209. Aunque todavía no se ha concretado la posible

función fisiológica de la ala de muchas bacterias, en otros ca-

sos está bién delimitada su responsabilidad en la resistencia

múltiple a MAL y en el fracaso terapéutico.

La homología genética entre estas alas parece elevada, sugi-

riendo un origen evolutivo común, y tal vez punto de partida de

alas plasmídicas263. La propia evolución y la especificidad de

cada grupo de bacterias explica la disparidad relativa en cuan—
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to a sus propiedades; pI, perfiles de substrato e inhibición,

control genético y modalidades de expresión, mecanismos y am-

plitud de la resistencia, e incidencia y significación clínica.

De la década de los años 60 datan los datos iniciales que invo-

lucran a las alas cromosómicas <aCRI en la resistencia a MAL.

No obstante, ha sido a partir de 1980 cuando se ha configurado

en toda su extensión las enormes implicaciones de estas enzimas

en la resistencia a penicilinas, cefalosporinas, antibióticos

monobactámicos y carbapenems. De manera progresiva se han pu-

blicado excelentes revisiones sobre el tema, que han ido perfi-

lando la magnitud de un problema que añadido al inherente a las

alas plasmídicas, conforma el mecanismo de resistencia que ha

permitido el mayor desarrollo de la antibioterapia2O6,209,2íí,
261,263..265 5268,340,385 387•

6.7.1 CARACTERíSTICAS GENERALES

.

Las BCR son enzimas de PM elevado que oscila entre 30 y 42.000

D, con pls usualmente alcalinos, aunque algún grupo minoritario

muestra valores en el rango ácido209,~23. Todas las alas carac-

terizadas a nivel molecular pertenecen a la clase C, con resi-

duo serma en su sitio activo que es acilado por los MAL como

paso intermedio en la hidrólisis enzimática388
5

389. Su PS es

típico de cefalosporinasas, con tasa relativa de hidrólisis y

vmax mayores para cefalosporinas que para penicilinas, lo que

no es óbice para que también hidrolicen penicilinas con relati-

va eficiencia323
5

389
5

390. Su pí, peculiar por la sensibilidad a

cloxacilina y resistencia a pCMB, a. clavulánico y sulbactam,

las diferencia con claridad de las alas plasmídicas.

Todas las IACR, independientemente del enzima y substrato que se

consideren, catalizan la misma reacción en la que se forma un

enlace covalente y se destruyen dos206. En principio se forma

un enlace no covalente E.S con un acilenzima intermedio, para

dar lugar después a una unión covalente E—S con rotura del

enlace betalactámico. El final de la reacción supone la deaci—

lación que origina el enzima regenerado y el substrato betalac-

támico hidrolizado Si . Es interesante resaltar que ninguno de

los compuestos intermedios tiene actividad biológica, y que el

paso limitante en la reactividad de las aCR es la deacilación,

mientras que para las alas plasmídicas lo era la formación del
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enlace covalente en la segunda etapa del proceso. Esta diferen-

cia tiene su repercusión en la resistencia a MAL, al estimar la

interacción entre las IACR y los nuevos MAL de la 3~ generación.

La características más definitorias de las BCR hacen referencia

al PS, a su codificación y regulación genética, a los modelos

de expresión y a los mecanismos que determinan la resistencia a

ALiL. Sin duda, todos estos aspectos están muy relacionados en-

tre sí y condicionan un comportamiento peculiar que hace de las

BCR enzimas genuinos. En general, el PS de las BCR es patogno-

mónico del perfil cefalosporinasa, aunque es preciso reconocer

las dificultades que conlíeva el estatuir el verdadero perfil

de cada enzima, a la luz de los abundantes datos publicados. En

realidad, no son tantos los estudios bién diseñados con enzimas

purificadas y múltiples substratos. Por otra parte, las condi-

ciones de los ensayos “in vitro” con exceso de substrato y baja

concentración enzimática, no reflejan la realidad del espacio

periplásmico invalidando algunas conclusiones preliminares. A

todo ello hay que añadir la variabilidad de los parámetros ci-

néticos entre géneros y especies bacterianas distintas. Supo-

niendo cierta uniformidad cinética para todas las BCR y aten-

diendo a valores predeterminados de afinidad <KmI e hidrólisis

<Vmax>, en términos de alta, moderada y baja, Sanders386 esta-

blece nueve combinaciones posibles, en siete de las cuales se

puede adscribir algún AI3L, que hacen más fácil predecir el re-

sultado de la interrelación ala/ABL (Tabla 9>.

Es evidente que aquellos AIAL por los que las BCR tengan elevada

afinidad y alta o moderada tasa de hidrólisis tendrán la mayor

posibilidad de ser muy eficazmente hidrolizados. Es remarcable

que en estos dos grupos no se incluya ninguno de los compuestos

betalactámicos habituales en la terapéutica clínica. En el es-

calón siguiente, AaL con afinidad moderada y tasas de hidróli-

sis alta o media y MAL con baja afinidad y alta tasa de hidró-

lisis, se agrupan los antibióticos mejor inactivados que mues-

tran porcentajes de resistencia próximos al 100%: cefalotina,

cefaloriaina, cefalexina, cefazolina y también penicilina G. En

el extremo opuesto se alinean AI3L con distinta afinidad, inclu-

so elevada en muchos casos, cuya baja tasa de hidrólisis deter-

mina la inactivación efectiva sólo en aquellos casos en los que

el nivel enzimático es muy alto por desrepresión de los meca-

nismos reguladores de la produccion. En estos subgrupos se in-
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TABLA 9.- PARAMETROS CINETICOS DE LAS BETALACTAMASAS CROMOSOMICAS

.

~arametros cineticos Betalactámicos

11 Alta afinidad
Alta hidrólisis

Km <luM
Vmax >100 nmol,min

1
5mg

1

21 Alta afinidad
Moderada hidrólisis

31 Alta afinidad
Baja hidrólisis

4> Moderada afinidad

Alta hidrólisis

5) Moderada afinidad Km

Moderada hidrólisis Vmax

61 Moderada afinidad

Baja hidrólisis

7) Baja afinidad

Alta hidrólisis

Km <luM

Vmax >1 nmoí,min~mg<

Km 4luM
Vmax (1 nmol,min1.mg’1

Km >luM
Vmax >100 nmol,min<,mq1

>1 uM

>1 nmol,min<,mg<

Km >luM
Vmax <1 nmol,mirC¼m§1

Km >100 uM

Vmax >100 nmol,min<,mg —1

Ninguno.

Ampicilina

Carbenicilina
Cloxac i lina
Cefuroxima

Cefoxitina

Cefmetazol

Cefotaxima
Moxala c t am

Azt reo nam
Imipenem

Cefalotina

Penicilina G

Ce fa le xi na

Cefamandol
Cef opera zona

Cefuazidima

Cefaloridina

Cefazolina

81 Baja afinidad

Moderada hidrólisis
Km >100 uM

Vmax >1 nmol,min<,mg<

91 Baja afinidad
Baja hidrólisis

Km >100 uM

vmax <1 nmol,min<,mf1
Cefpiroma

Ninguno.

Cefotiam

* Datos tomados de la referencia 386.
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cluyen las penicilinas semisintéticas, cefalosporinas de 3! ge-

neración, aztreonam, imipenem y meropenem. A la luz de este or-

denamiento, parece indudable que la tase relativa de hidrólisis

o la Vmax tienen mayor repercusión que la afinidad en la mac—

tivación enzimática. No obstante, no se pueden adscribir con

absoluta fidelidad estos datos a los resultados obtenidos en el

antibiograma, toda vez que las variaciones en la afinidad son

notables aún dentro de un mismo grupo, y que además en la re-

sistencia influyen otros parámetros que analizaremos con poste-

rioridad390.

En los últimos años se ha avanzado de manera sustancial en la

dilucidación de los mecanismos genéticos que regulan la sínte-

sis de BCR, aunque hoy solamente conozcamos parcialmente su es-

tructura y función263. Los mayores progresos se han alcanzado

merced a la similitud del gen estructural ampC de E. cali con

los que codifican la síntesis en C. freundil y E. cíoacae. Aun-

que la regulación de la producción de enzima en E. cali es dis-

tinta, la similitud entre los productos de los genes estructu-

rales permite sugerir un origen evolutivo común. Bergstrom et

al.219en 1982, utilizando una sonda ADN del gen ampC marcada

con P32 demuestran amplia homología entre los genes de E. cali

K
12 y Shiqella. al detectar secuencias homólogas. En el mismo

año, Knott—Hunziker et al.
388 ponen de relieve que la secuencia

parcial de aminoácidos en torno al centro activo de la LiCR de

P. aeruginosa, también exhibe amplia homología con la de E. co—

íi. Parece confirmado que el operón ala asume el gen estructu-

ral ampC, similar para todas las BCR, y un complejo sistema de

regulación diferente para las Blas constitutivas e inducibles,

que controla la expresión a nivel de transcripción u traduc-

ción, en el que se delimitan los genes ampR, ampO y ampG, cuya

estructura y funcionalismo no están definitivamente estableci-

dos.

Otro aspecto diferenciador de las ~CR en relación con las BP

radica en las modalidades de expresión enzimática, que posibi-

lita la discriminación de dos grupos extensos en función de que

la expresión sea constitutiva o inducible, y que ha sido estu—

profundidad263 265 391 392diada en ¡ , , . En el grupo primero, alas

cromosómicas constitutivas (BCR>, se incluyen las enzimas de E.

cali, Shiqella, Proteus y Yersinia, cuyo nivel de producción

habitualmente bajo no ocasiona resistencia importante a MAL,
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sino a expensas de mutaciones en el operón ala que causan in-

crementos más o menos significativos de la tasa de producción

enzimática. El segundo gran grupo, alas cromosómicas inducibles

(BCRI>, de mayor repercusión en la resistencia, lo integran las

Blas de Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Morqanella, Provi-

dencia, P. vulgaris, Pseudomanas y Acinetobacter, presentes en

más del 90% de los aislamientos. La síntesis de estas alas es

susceptible de modificarse al alza por mecanismos de inducción

con substratos betalactámicos y no betalactámicos, o por fenó-

menos de mutación genética. Ambos se dan en idénticos microor-

ganismos, de forma que la población capaz de ser inducida tran—

sitoriamente en su produccion de ala, alberqa mutantes en pro-

porción que oscila entre ío~~ y ío8 con producción desreprimi—

da, elevada y estable del enzima. Estos mutantes, pueden hacer-

se dominantes entre la población bacteriana como consecuencia

de la selección “in vivo” por el tratamiento con ABL. Así se

llega a la resistencia clínica a múltiples ALiL y al fracaso te-

rapéutico en el 10—50% de los pacientes infectados con estas

especies. Constituyen un grave problema de infección nosocomial

que afecta, esencialmente aunque no de forma exclusiva, a pa-

cientes ingresados en Unidades de Cuidados Intensivos, Unidades

de Fibrosis Quistica y Unidades de Quemados, y de forma más

concreta a pacientes de alto riesgo e inmunodeprimidos266370,
271, 393...396

El último aspecto, polémico y enormemente debatido, que atañe a

las IZCR y las diferencia de sus homónimas plasmídicas, hace re-

ferencia a los mecanismos mediante los que se alcanza la resis-

tencia a MAL. El desarrollo de nuevos MAL, teóricamente resis-

tentes a la hidrólisis pero inactivados en la práctica, ha sus-

citado en la última década la elaboración de hipótesis que avi-

nieran semejante divergencia. La cuestión primordial a armoni-

zar radica en explicar como enzimas “que no hidrolizaban al an-

tibiótico in vitro” podían mediar resistencia en células intac-

tas397. Dos teorías, en principio antagónicas, se han esgrimido

para encontrar una explicación convincente. En los primeros a—

ños de la dEcada de 1980 se habla del “trapping, atrapamiento o

efecto de esponja”, un fenómeno no hidrolítico que impide la

llegada del AI3L a las PBPs esenciales por formación de comple-

jos no covalentes ¡Ala/A13L , como causa mayor de la resistencia
266,398,399, Diversos estudios publicados a partir de 1985, de-

muestran la hidrólisis lenta pero efectiva de ALiL que son po—
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bres substratos. El desarrollo de ensayos con elevadas concen-

traciones enzimáticas y pequeñas de PILiL, más acordes con las

del espacio periplásmico tras la desrepresión enzimática, hacen

patente la hidrólisis en tasas más elevadas que las de penetra-

ción del antibiótico en la céíuía1l6,2lt4OO~4O2. Aún atribu-

yendo más verosimilitud a la hidrólisis, probablemente ambos

modelos son compatibles y configuran un mecanismo de resisten-

cia de notable eficacia206

6.7.2 EXPRESION GENETICA Y MECANISMOSDE RESISTENCIA

.

Hasta que no se perfile algún papel para las BCR en la fisiolo-

gía bacteriana, deberemos presuponer que la resistencia a MAL

es el motivo central de su existencia. La modalidad de expre-

sión genética configura dos grandes apartados: BCRC> y BCRI, e

incide de forma definitiva en la resistencia. Para que esta se

alcance, se requieren concentraciones elevadas de enzima en el

espacio periplásmico obtenibles, bién de forma transitoria tras

la inducción enzimática, bién de forma estable a expensas de

fenómenos mutacionales ocurridos, generalmente, de manera es-

pontánea. La utilización de una sola vía, mutación, por la

aCRC, o la posibilidad de acceder a la resistencia por ambas de

las BRCI, marca otra diferencia esencial en la fisiología de

ambos tipos de enzimas.

La BCR ampC de E. coli es el prototipo de enzima que se expresa

de modo constitutivo. El gen estructural ampC determina una ex-

presión enzimática pobre, o de bajo nivel, debida a un promotor

ineficiente y a la acción de un atenuador entre el gen estruc-

tural y el promotor403. De esta manera, menos de la cuarta par-

te de la información transcrita por el promotor escapa a la a—

tenuación y en estas condiciones dificilmente se pueden alcan-

zar niveles que provoquen resistencia. No obstante, al menos

en E. coli, se han descrito mutantes hiperproductores de Lila

que determinan grados progresivos de resistencia en función del

nivel de enzima producido265, 40340 ¼ La existencia de múlti-

ples copias del gen ampC es la causa más frecuente de síntesis

elevada, si bién el incremento de la tasa de transcripción por

mutaciones que afectan al promotor 6 atenuador también ha sido

invocado265 5405 ,408~ Sea como fuere, la concentración de Lila en

el espacio periplásmico puede ser entre 2 y 20 veces mayor que
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la basal, ocasionando un incremento sustantivo de las CMIs de

muchos AaL, entre ellos la ampicilina y las cefalosporinas de

2! y 3! generación, mientras que las carboxi y ureidopenicili—

nas se ven menos afectadas140,40~,409.

Las BCR de CJtrobacter, Enterobacter y Pseudomonas son el mode-

lo de enzimas inducibles cuyo nivel de producción puede elevar-

se por inducción o mutación, muy por encima del de las 3CRC

tras mutación. En el pasado cercano, se ha generado cierto gra-

do de confusión a expensas de estos dos fenómenos distintos en

su génesis> pero próximos tanto en el resultado final, la des—

represión enzimática. como en los microorganismos susceptibles

de convocarlos. En la transitoriedad de la inducción frente a

la estabilidad de la mutación radica la esencia de la diferen-

ciación206.

La inducción enzimática es un fenómeno reversible que determina

concentraciones transitorias y elevadas de Lila tras la exposi-

ción del microorganismo a un inductor, generalmente un
264 266 386 390 410..416 Los máximos niveles de enzima, se al-

canzan entre 30 minutos y dos horas, y permanecen elevados

mientras se mantiene la presencia íntegra del inductor. Su eli-

minación física o la hidrólisis del enlace betalactámico hacen

declinar con rapidez la producción de enzima. El empleo de al-

tas concentraciones de inductor puede ocasionar la falta de in-

ducción por inhibición y lisis bacteriana. Las cglulas bacte-

rianas en fases de crecimiento lag o semilogaritmica responden

adecuadamente a la inducción, mientras que la fase estacionaria

la invalida. La inducción puede verse afectada por la represión

catabólica con glucosa, anaerobiosis, o aporte de AMP cíclico

de origen exógeno410,417. Por otra parte, se ha demostrado que

la inducción puede prevenirse mediante inhibidores de la sínte-

sis proteica o del ARN, sugiriendo que para que la inducción

ocurra es precisa la síntesis de una nueva proteína418. Además

de la inducción específica por MAL, se ha objetivado inducción

inespecífica por diferentes compuestos: tiamina, a. fólico, he-

mina y triptótano, y por distintos fluidos orgánicos: LCR, lí-

quido ascítico, líquido pleural, lo que sin duda puede tener

mayor trascendencia.

Como no podría ser, posiblemente, de otra manera, los MAL son

los agentes inductores por excelencia y la determinación de la
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capacidad de inducción es un test obligado en la evaluación de

un nuevo antimicrobiano
21¼264

1
266367

1
390, 410..41 3,41t421 La

inducción por ALiL está sujeta a variables que atañen al anti-

biótico, a la concentración inductora y al tiempo de inducción.

Por otra parte, a igualdad en estas condiciones, la idiosincra-

sia de cada especie bacteriana modifica la respuesta. Atendien-

do al nivel enzimático promovido, hablamos de bajos o pobres

inductores si el nivel producido por el contacto con concentra-

ciones subinhibitorias de MAL es bajo o moderado269. Las carbo-

xi y ureidopenicilinas, la mayor parte de las cetalosporinas

incluyendo las de 34 generación, el aztreonam y los inhibidores

de alas, se pueden considerar inductores bajos o moderados. Los

inductores potentes, 6 APA, penicilina O, ampicilina, cefamici-

nas y carbapenems, dan lugar a altas concentraciones de Isla

tras la inducción con concentraciones por debajo de la CMI.

El mecanismo molecular responsable de la inducción no se conoce

con exactitud, si bign se han realizado avances notables cuando

los genes responsables de la regulación han sido donados. Es-

tudios genéticos recientes indican que al menos 4 genes
1 ampR,

ampfl, ampo y ampE, intervienen en la regulación del gen estruc-

tural, y que la inducción por ABL ocurre mediante la acción di-

recta del antibiótico que interacciona con los locus citados o

con sus productos
265

5
422—424. Una vez producida la inducción se

incrementa la producción de Lila, con diferente alcance “in vi—

tro” e “in vivo”. Los tests de laboratorio no siempre detectan

con fiabilidad la magnitud de la induccion. Sólo los realizados

con ALiL buenos inductores o aquellos en los que expresamente se

busque la inducción, tgcnica del doble disco, revelarán las po-

sibilidades de inactivacion antimicrobiana. La discrepancia con

los resultados clínicos no es infrecuente, aunque la repercu—

sion de la inducción en la resistencia clínica depende de fac-

tores adicionales que analizaremos más adelante.

La desrepresión estable por mutación genética es un fenómeno de

mayor trascendencia clínica “per se” y por las posibilidades de

selección de mutantes resistentes que promociona26%42S~432

Ocurre de manera espontánea en los mismos microorganismos que

codifican BCRI a una tasa de ío6-ío8 y a través de alteracio-

nes en el operón Lila, dando lugar a niveles constitutivos y muy

elevados de enzima209, 266,267,4105421,427, 4~435. En Entero—

bacteriaceae a la mutación sigue la desrepresión total267
1

426,
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427

mientras que en Pseudomonas, son precisas mutaciones con-

secutivas para alcanzar la desrepresión completa267,42t436-
438 En ambos casos se trata •de mutaciones muy estables, contu-

maces en la síntesis elevada de alas a pesar de pasos sucesivos

en medios sin MAL. La similitud entre las alas previa y poste-

rior a la desrepresión ha sido puesta en tela de juicio al de—

tectarse diferencias en algunas de sus propiedades. Mientras

que determinados estudios han encontrado escasa divergencia,

otros confirman discrepancias en el pI, PS y otras caracterís-

ticas cinéticas. En algunos microorganismos, la transcripción

de varios genes estructurales puede dar lugar a “aparentes múl-

tiples enzimas • En otros puede ser el reflejo de diferentes

formas moleculares producto de un mismo gen 417, 42%428,436~

Desde el prisma de la resistencia a MAL, la mutación espontánea

con ser importante no es sino un paso previo para la selección

de cepas con producción desreprimida de Lila. De hecho el inócu—

lo bacteriano utilizado en los antibiogramas convencionales ha-

ce casi imposible la detección de mutantes, si no se ha verifi-

cado la selección y dominancia dentro de la poblacion. En este

sentido la capacidad de selección por AI3L de mutantes desrepri-

midos es más relevante que la propia capacidad de inducción, de

manera que para alcanzar la resistencia clínica se precisa un

número elevado de células con producción desreprimida del enzi-

ma. Es por tanto una cierta falacia adscribir a un MAL débil

capacidad de inducción como garante de su eficacia, si no se

considera al unísono su capacidad de selección. Los MAL varian

mucho en su habilidad para seleccionar mutantes desreprimidos.

Por diferentes razones, que más tarde consideraremos, las peni-

cilinas semisintéticas, las cefalosporinas de 1! y 2~ genera-

ción, las cefamicinas, y los penems y carbapenems, tienen baja

capacidad de seleccion. En el extremo opuesto, las cefalospori—

nas de 3! generacion y los antibióticos monobactámicos son ex-

celentes selectores de mutantes desreprimidos. En esta cualidad

negativa radica su punto débil como agentes terapéuticos en el

tratamiento de infecciones graves por microorganismos con tasa

de mutación discreta o e1evada206369
1

386.

La desrepresión enzimática, por una u otra vía, tiene un refle-

jo evidente en las CMIs de cada uno de los AIAL. Incrementos de

4—16 veces son usuales para la carbenicilina, ticarcilina, mez-.

locilina y piperacilina; elevaciones más remarcables, 64-256



Introducción — 152 —

veces, son usuales para aztreonam y las cefalosporinas de 3!

generación, mientras que los valores de CMI se mantienen inva-

riables para mecilinam y carbapenems. La cuestión, casi enigma,

debatida ampliamente durante los pasados diez años estriba en

el “modus operandi” mediante el cual la hiperproducción de en-

zima ocasiona la resistencia, especialmente para aquellos MAL

considerados substratos pobres en función de los valores de

Vmax. Como ya se ha comentado, se han esbozado dos hipótesis en

principio divergentes para encontrar una explicación convincen-

te. Según la primera, el atrapamiento del ABL por las alas en

el espacio periplásmico impide la saturación de las PBPs esen-

ciales por formación de complejos no covalentes Bla/ALiL266,398,

No exenta de múltiples críticas que ponían en tela de

juicio su verosimilitud, hoy se estima posible siempre que el

complejo Lila/MAL se frague mediante unión covalente440A41. La

segunda, recogida en diversos estudios publicados a partir de

1985, enfatiza la hidrólisis lenta pero efectiva de AI3L que son

pobres substratos116,215 3386, 400402, El desarrollo de ensayos

con elevadas concentraciones enzimáticas y pequeñas de ABL, e—

quiparables a las del espacio periplásmico tras la hiperproduc-

ción, hacen patente la hidrólisis en tasas más elevadas que las

de penetración del antibiótico en la célula. Atribuyendo más

eficacia a la hidrólisis, ambos mecanismos pueden ser compati-

bles configurando una forma de resistencia muy eficaz206, 439

El desarrollo de la reacción enzimática y los tests que permi-

ten evaluarla; la capacidad de las alas de proteger a la bacte-

ria en sintonía con la tasa de entrada del MAL en la célula; y

el nQ, tipo y localización de las PBPs esenciales, arrojan la

luz necesaria para considerar los mecanismos de resistencia ci-

tados de una forma global386. Respecto de la cinética enzimáti-

ca hay que puntualizar que no todos los binomios Lila/AaL oca-

sionan las mismas concentraciones de 5 , E.S , E—S y Si

y que sólo la forma libre es activa para la saturación de las

PBPs. Por otra parte, no todos los métodos que monitorizan la

reacción estiman correctamente todos los complejos formados.

Mientras la evaluación de buenos substratos no se ve influen-

ciada por el método seguido, los resultados obtenidos con subs-

tratos pobres varían en función de la técnica ensayada. En de-

finitiva, hasta que no se disponga de metodos que permitan va-

lorar de forma real todos los pasos de la reacción, no podremos

evaluar con precisión la participación de cada mecanismo en la

inactivación386.
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Después de la desrepresión enzimática, en el espacio periplás—

mico existe un elevado nivel de Lila en torno a i05 moléculas
215,390, y mucho menor concentración de antibiótico111. En es-

tas condiciones, la afinidad y tasa de hidrólisis del enzima,

el nivel de permeabilidad de cada MAL a través de la ME, y el

nQ de PBPs objeto de saturación, configuran patrones de compor-

tamiento distintos para cada ALiL386. Antibióticos como la ampi-

cilina y las cefalosporinas de 1! generación, con afinidad y

tasa de hidrólisis moderadas o altas, se muestran ineficaces al

generar mucho substrato en forma hidrolizada Si , con escasa o

nula concentración de antibiotico en forma activa, insuficiente

para inactivar las PBPs. Más complicada es la situación plan-

teada por las cefalosporinas de 3! generación y aztreonam, con

elevada afinidad por el enzima y baja tasa de hidrólisis. En

este modelo se genera mayor concentración de E—E inactivo

biológicamente, ciertos niveles de substrato hidrolizado Si

y bajos de substrato activo, dependientes de la permeabilidad a

través de la ME. Compuestos monoaniónicos o dianiónicos, con

discreta entrada en la célula, propenden a la resistencia al

disponer de pocas moléculas efectivas para saturar un nQ consi-

derable de PBPs. De esta forma se puede concebir de manera co-

herente la resistencia a cefotaxima, ceftazidima, aztreonam e

incluso moxalactam. Distanciandose en cierta medida de este

comportamiento, los antibióticos zwiteriónicos como cefpiroma

con menor afinidad por el enzima y mayor tasa de entrada al in-

terior de la célula, disponen de más moleculas para saturar a—

nálogas PBPs y muestran mayor actividad ‘in vitro” o “un grado

menor de resistencia” expresado por valores de CMIs inferiores.

El modelo más satisfactorio desde el punto de vista de la re-

sistencia lo protagonizan los penems y carbapenems. Conjugan

elevada afinidad y muy baja tasa de hidrólisis, con buena pene-

trabilidad a través de la ME. En estas condiciones, la concen-

tracton en el espacio periplásmico de imipenem y meropenem es

lo suficientemente elevada para saturar su diana esencial, PBP

2, que además está presente en nQ inferior a las PBPs 1 y 3 ob-

jetivo prioritario del resto de ABL. Bajo estas premisas es

perfectamente comprensible su elevada actividad “in vitro’ y

las diferencias de comportamiento entre este grupo de fármacos

y sus competidores habituales, las penicilinas y cefalospori—

nas
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6.7. 3 CEFALOSPORINASAS CONSTITUTIVAS

.

Las Enterobacteriaceae que no deben su resistencia a LiCRI, sin-

tetizan alas expresadas constitutivamente a bajo nivel. El en-

zima ampC de E. cali se ha estudiado ampliamente y es conside-

rada el prototipo, aunque también se han caracterizado enzimas

de esta naturaleza en Shigella, Yersinia y P. mirabilis206.

Codificada por el gen estructural ampC, tiene como precursor

una pre-Lila de 377 aminoácidos, con un péptido señal de 19 ne-

cesario para la maduración enzimática y para la secreción en el

espacio periplásmico218
5

442. Se trata de enzimas de PM 32.000—

39.000 y pI oscilante entre 8.7 y 9.3, que hidrolizan con mayor

rapidez la cefaloridina que la penicilina G y son inhibidas por

la cloxacilina, 1, y Hg2+, pero no por el a. clavulánico. sial—

bactam ni pCMB. Habitualmente, se expresan a bajo nivel consti-

tutivo que no determina resistencia a MAL. La inactivación por

mutación del gen ampC en una cepa de E. col1 inhibida por 2 ug/

ml de ampicilina. no ocasiona una disminución apreciable de la

CMI 442~ No obstante, mutaciones que afectan al operón Lila moti-

van la sintesis constitutiva de mayores cantidades de enzima,

que causan resistencia o pérdida de sensibilidad incluso a las

cefalosporinas de 3! generación y otros nuevos AIAL.

El locus ala es conocido como ampC y mapeado a 94’ en el cromo-

soma de E. cali K12443. Inicialmente, se descubrió el locus

ampA como región regulatoria de la expresión enzimática en mu—

tantes de E. colA resistentes a ampicilina444-446. El incremen-

to de la resistencia a ampicilina de 10 a 50 ug/ml, permite ha-

blar de dos niveles con implicaciones mutacionales que afectan

al locus ampA y al locus ampB, distante del anterior y hallado

con posterioridad447—449. El hallazgo del gen estructural ampC

es posterior, y después de donar y secuenciar esta región del

ADN se ha demostrado que ampA es una región regulatoria inclui-

da en el locus ampC403,448. Jaurin et al. demuestran en 1981,

que la expresión pobre del gen ampC es debida a un promotor

ineficaz y a la existencia de una estructura atenuadora, situa-

da entre el gen estructural y el promotor, responsable de la

finalización temprana de la transcripción403. Aunque la tasa de

crecimiento del microorganismo y el medio de cultivo pueden in-

fluir en la prematura terminación de la transcripción, se cree

que el solapamiento de los operones ampd y fumarato—reductasa

en el cromosoma de E. coli y sus funciones recíprocas de ate-.
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nuación, tienen mayor responsabilidad en la regulación de la

síntesis de ala449.

La expresión del gen ampC es siempre constitutiva no viéndose

afectada por fenómenos de inducción. En condiciones normales el

gen se expresa pobremente dando lugar a la síntesis de cantida-

des ínfimas de enzima, inferiores a 0,01% del total de proteí-

na, que condicionan un fenotipo amplio de sensibilidad a ABL.

No obstante la hiperproducción enzimática, y por ende la resis-

tencia, pueden producirse por mutaciones diversas que afectan

al operón ala. La amplificación del gen ampC o repeticiones de

fragmentos de ADN que portan el gen ampC, provocan el incremen-

to en la producción de enzima405,408. Un efecto equiparable

produce la inserción de un par de bases en el promotor, al in—

crementarse la frecuencia de iniciación de la transcripción403.

Diferentes mutaciones en el promotor, ocurridas a baja frecuen-

cia de i010, y atenuador, a frecuencia más reseñable ío~,
consiguen elevaciones importantes en la tasa de transcripción

de ampC. La afectación de la sensibilidad a la ampicilina y las

cefalosporinas de 1! y 2! generación es comun, siempre que la

producción de aCR adquiera unas cotas moderadas. En ocasiones,

también se ve comprometida la actividad de otras penicilinas

semisintéticas y cefalosporinas de 3! generación a expensas de

una desrepresión enzimática considerable. En este caso parece

necesaria la combinación de dos mutaciones que afecten coordi-

nadamente a promotor y atenuador, la cual se dá con escasa fre-

cuencia 10—18, explicando la rareza del hallazgo de cepas de E.

cali con este fenotipo265.

6.7.4 CEFALOSPORINASASINDUCIBLES

.

Muchas bacterias gram-negativas sintetizan BCRI responsables de

su resistencia a ABL. Enzimas de esta naturaleza se han carac-

terizado en Enterobacter 266 410,414,416,427,450.455, citrobac—

ter 209,264,266,426,450,451,456,457, Serratia 209,264,266,458..

460, Morganella 266,451,461, p• rettqeri 462,463, Providencia

463, 266 464
y P. aeruginosa , . Pertenecen a la clase molecular C

y muestran elevado grado de homología genética, así como pro-

piedades y características comunes. Su PS, clásico de cefalos—

porinasa, es similar al de las LiCR, aunque son enzimas mucho

más eficientes y causan la inactivación de las cefalosporinas
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de 3! generación y el aztreonam de manera más rotunda. El per-

fil de inhibición también es coincidente y caracterizado por la

ausencia de sensibilidad a los inhibidores típicos de las £AP.

Son enzimas con PM que oscila entre 25.000 y 40.000 D. y en sus

pís se observa alguna variación entre los diversos géneros y

aún dentro de una misma especie, pero siempre dentro del rango

básico

Como sabemos la expresión del enzima es inducible por MTh y

puede ser alterada por mutación, para dar lugar a una forma es—

tablemente desreprimida que motiva elevadas concentraciones en—

zimáticas y resistencia a la mayoría de AI3L. Por el momento, el

sistema genético responsable tanto de la inducción como de la

desrepresión estable no ha sido plenamente dilucidado, aunque

los mayores progresos se han efectuado con referencia a e.

freundii y E. cíoacae al haber sido donados los genes que par-

ticipan en la regulación423. Se han identificado 4 genes regu-

ladores ampR, ampD,ampG y ampE, que afectan de manera positiva

y negativa la expresión del gen estructural ampC~23
5

424,465. El

gen ampR, adyacente al estructural, codifica una proteína que

actúa como activador de ampC466-470. El segundo gen regulador,

ampD, situado en una región distante de ampRampC, es responsa-

ble del bajo nivel de expresión de ampC en cepas salvajes sin

inducir. Su inactivación por mutación tiene lugar a elevada

frecuencia y determina la produción incrementada de Lila, regu-

lando negativamente la expresión de ampC, aunque no se conoce

en que forma interacciona con ampR46t469A71,472. De cualquier

forma, ambos ampR y ampD deben estar presentes y funcionantes

en los fenotipos inducibles. El gen ampO, recientemente carac-

terizado en un mutante de E. cloacae 55, también es necesario

para la activación del gen estructural ampC por la proteína

AmpR, toda vez que sin su participación no son factibles ni la

inducción ni la producción establemente desreprimida de enzima
423• Probablemente, el producto del gen ampO y AmpD modulan

conjuntamente la capacidad de AmpR para activar la expresión de

ampC. El gen ampE es responsable de la síntesis de una proteína

de 3OKd, AmpE, con posible acción ATPasa. localizada en la mem-

brana citoplásmica. La ausencia de ampE en E. cloacae disminuye

el efecto de 465~ En C. freundii y E. cloacae el gen

ampC codifica una pre—121a con un péptido señal de 19 aminoáci-

dos y los operones Lila y fumarato—reductasa no se solapan sino

que están separados por la región correspondiente a ampR457.
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A partir de 1963. se han identificado diversas LiCR en E. cloa—

cae diferenciadas fundamentalmente por su pI. En ese año, Fíe—

ming et al. describen el primer mutante desreprimido en la cepa

P99
473. Algo después, en 1967, Hennessey et al.474 demuestran

la inducibilidad de E. cloacae con penicilina. En 1983. Seeberg

et al.455 establecen dos subgrupos atendiendo a los valores del

pI: en el subgrupo A, pI 8.8 y 8.4, se integran la mayoría de

las enzimas identificadas en la especie, mientras que en el E,

mucho menos numeroso, se incluyen alas con pI de 7.8 con la en-

zima P99 como prototipo. Todas las cepas de P. aeruginasa sin-

tetizan una ISCRI, que en su estado basal no es causa de resis-

tencia significativa a ALiL475. Sabath y Abraham476 en 1964 y

Sabath et al.477 un año después, desvelan la inducibilidad del

enzima, y describen las características de la Lila que pasa a

ser conocida como S/A en honor de estos autores. Desde entonces

se han identificado más enzimas con PS y PI coincidentes, aun-

que diferenciadas por el pI. Matthew y Harris estudian 49 cepas

que agrupan según su pI: 7.2 <2%>, 7.5 (24%>, 7.95 <66%) y 8.15

(5%)202, Cates et al.425 trabajando con 70 cepas obtienen una

distribución parecida aunque los pls oscilan entre 8.4, 8.4,

9.2 y 9.6. Las diferencias de pI en 1.2 unidades podrían atri-

buirse a variaciones metodológicas, o a las múltiples bandas

satélites frecuentes en el lEE de esta especie.

Por el momento, al no haberse donado los genes del operón Lila

se desconoce su estructura molecular y los mecanismos que regu-

lan su expresión. No obstante, Matsumoto y Terawaki478, identi-

fican tres locus posiblemente implicados en el sistema inducti-

vo: LilaJ que puede asumir las funciones reguladoras del gen es-

tructural. y IAlaI y LilaK para los que no se ha perfilado misión

alguna. También se desconoce si los genes ampR, ampD, ampG, y

ampE, identificados en Enterobacteriaceae, podrían regular el

operón ala en P. aeruginosa. Sea como fuere, la expresión enzi-

mática es mínima, aunque la síntesis puede potenciarse después

de la inducción con MAL de manera que el enzima pasa a ser una

excelente defensa, incluso frente a antibióticos poco hidroli—

zab1es41t479. Asimismo, se han estudiado las peculiaridades

inherentes a la desrepresión estable y a la selección de mutan—

tes hiperproductores de enzima, obtenidos en el laboratorio o

aislados de cepas de origen clínico causantes de fracasos tera-

péuticos215 ,480482, Cates et al.425, tras pasos sucesivos de

una cepa de P. aeruginasa en medio conteniendo cefotaxima, ais—
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lan mutantes parcialmente desreprimidos a una frecuencia de

con pI de 8.4 y 7.5, y mutantes plenamente desreprimidos a

mayor frecuencia, iO9, caracterizados por su pI de 8.4. Todo

parece indicar que en P. aeraginosa son precisas mutaciones

consecutivas para alcanzar la expresión plena del enzima.

6. 1.5 OXIIMINOCEFALOSPORINASAS

.

Enzimas que inactivan las cefalosporinas de 2! y 3! generación

con un grupo oxtimino en su molécula. De nuevo la expresión ge-

nética constitutiva o inducible condiciona dos entidades con

personalidad propia, que asientan sobre géneros bacterianos

distintos. Las oxiiminocefalosporinasas constitutivas son res-

ponsables, en cierta medida, de la resistencia a ABL de diver-

sos integrantes del género Bacteroides: E. fragilis, E. valga—

tus y E. tethaiotaomicroa 20e,386,4E3,484~ Se trata de Lilas que

por su pI en el rango ácido, 4.6—5.4, por la posibilidad de ser

excretadas al medio externo, y por la sensibilidad a la inhibi-

ción por a. clavulánico y sulbactam divergen del resto de las

L3CR.

El segundo grupo, oxiiminocefalosporinasas inducibles, fueron

referidas en el pasado como clase Ic por Richmond y Sykes, y

también como cefuroximasas, atendiendo a la hidrólisis de este

MAl oxtimino sustituido264. Caracterizadas en principio en P.

vulgaris 206,264,485..488, más tarde se identificaron también

en p~ penneri 489, p~ cepacia 264,485,490, p• pseudouaííei 491

y X. maltophilia 492,493 son enzimas de pI básico, cuya clase

molecular está por determinar al desconocerse la secuencia en

torno al centro activo. Su PS es coincidente con el de las

BCRfl no hidrolizando cefamicinas, moxalactam e imipenem, mien-

tras que la sensibilidad a a. clavulánico y sulbactam las acer-

ca más a las oxiixninocefalosporinasas constitutivas. La expre-

sión genética, aunque menos estudiada, parece superponible a la

referida con respecto a las BCRI y tanto mediante inducción co-

mo por mutación se consigue la desrepresión enzimática y la re-

sistencia a un amplio número de ABL. Su participación en la re-

sistencia, importante por el patrón hidrolitico, está condicio-

nada por su baja incidencia en los microorganismos en que se

han caracterizado y por la infrecuencia de los mismos en la pa-

tología infecciosa.
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6.7.6 PENICILINASAS

.

La tantas veces referida clasificación de Richmond y Sykes des-

cribía en su Clase II, un conjunto pequeño de enzimas cromosó—

micas con perfil penicilinasa. Posteriormente, las alas adscri-

tas a este grupo fueron acomodandose en otras parcelas al per—

filarse mejor sus propiedades. Incluso la Lila de Dalgleish

identificada en P. aeruginosa, fué reidentificada como PSE-4

por Matthew en 1979203. En síntesis, hoy se considera un grupo

exiguo y practicamente monoenzimático, al que sólo parece per-

tenecer la BCR identificada en A. faecaljs494.

6.7.7 METALOENZIMAS

.

Enzimas de amplio espectro que requieren metales divalentes pa-

ra ejercer su actividad y que conforman en exclusiva la clase

molecular B206. A la enzima de n. cereus II, se han aaadido la

Lila Li de X. maltophilia492, inducible y responsable de la re-

sistencia a imipenem, aunque no hidroliza moxalactam ni aztreo—

nam, y otras ¡ACR caracterizadas en F. odoratus, L. gormanii y

B. tragilis, no inhibidas por a. clavulSnico y causa inmediata

de amplia resistencia a múltiples ALiL. La incidencia reducida

de estos microorganismos como causa de infección limita enorme-

mente su repercusión en la resistencia clínica206.

6.7.8 ENZIMAS DE AMPLIO ESPECTROEN KLEBSIELLA

.

De todas las Enterobacteriaceae, Ríebsielía es el género con

mayor número de 13P y I3CR caracterizadas, lo que da lugar a una

proliferación de fenotipos de sensibilidad entre los que es di—

ficil discernir la participación de las diferentes enzimas. La

resistencia a ABL en Klebsiella es, por tanto, un “microcosmos

en el que la implicación de las ¡ACR no está completamente pun-

tualizada. La codificación compartida por plásmidos. transposo—

nes y cromosoma de alguna de las enzimas tampoco contribuye po-

sitivamente a ello. En el fenotipo más habitual, singular por

la resistencia moderada a penicilinas semisintéticas. la con-

tribución de las LiCR parece comun.

Se han identificado BCR, similares en sus propiedades, en tres
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especies muy relacionadas a nivel bioquímico: K. aerogenes 202,
209,273,454,495, K. pneumoniae 209,496,497 y R. oxytoca ~

soo. Se trata de enzimas con pI que varia entre 4.9 y 6.8, aun-

que para algunas se han reportado valores de 7.2 y 7.7, origi-

nalmente incluidas por Richmond y Sykes en la clase TV. Son

consideradas de amplio espectro, si bién hidrolizan con mayor

eficacia penicilinas, circunstancia que queda reflejada en las

pruebas de sensibilidad. Alguno de estos enzimas encontrados

esporadicamente en K. pneuaoniae y X. oxytoca. entre ellas la

denominada K1, disponen de mayor perfil hidrolítico que atañe

también a oxiiminocefalosporinas y aztreonam, excluyendo cefa—

micinas, ceftazidima, moxalactam e imipenem272
1

273.497-500. Dos

de ellas aisladas de 1<. aerogenes 1082 y X. pneumoniae Sc10436

se han estudiado a nivel molecular, de manera que la secuencia

relacionada con el centro activo permite asignarías a la clase
497

A273, . La heterogeneidad relativa del PS contrasta con la
similitud en el PI singularizado por la sensibilidad a la inhi-

bición por pCMB, Hg2+, 1 y a. clavulánico y la resistencia a

cloxacilina y EDTA.

6.7.9 RETALACTAMASAS CROMOSOMICAS: RESISTENCIA Y REPERCUSION

CLíNICA

.

Resistencia “in vitro” y resistencia clínica son dos conceptos

próximos pero no completamente coincidentes. La primera es casi

siempre necesaria para alcanzar la segunda, mientras que la co-

dificación de mecanismos de resistencia por una bacteria no

siempre conlíeva falta de respuesta terapéutica. La resistencia

clínica que involucra al binomio ala/ABL puede producirse de

manera puntual, esporádica y no diseminada, o puede ser fre-

cuente y ampliamente extendida. La magnitud de la misma, no

viene condicionada solamente por la habilidad inactivante de un

enzima, ni por las posibilidades de obviaría de un AaL, sino

que está también en razón directa con la difusión de los genes

de resistencia entre la población patógena. Entre las ¡AP “el

teatro de operaciones está bastante bién definido. El enorme

espectro hidrolítico de la carbapenemasa plasmídica de P.aeru—

qinosa, está ampliamente compensado por su limitada difusión a

una especie y a una sola cepa. El espectro mucho más reducido

de TEM—1, también está compensado, en sentido opuesto, por su

difusión universal a múltiples microorganismos usualmente en-

contrados en todos los lugares del mundo.
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Entre las ¡ACR el boceto es algo distinto desde el momento en

que todos los microorganismos gram-negativos sintetizan una en-

zima específica de especie. Por tanto, la diseminación del en-

zima tiene menos relevancia en favor del tipo de enzima, de la

forma de expresión genética, y de la incidencia de aislamiento

en cada ambiente de los microorganismos que codifican las enzi-

mas con mayor capacidad inactivante. Para completar una visión

global de la trascendencia de las IACR en la resistencia, hay

que estimar las pautas epidemiológicas en el control de la in-

fección nosocomial y la utilización de antimicrobianos en cada

hospital.

El tipo de enzima y su expresión constitutiva o inducible son

esenciales para delimitar el alcance de la resistencia. Aquel-

los microorganismos con producción constitutiva ofrecen menos

oportunidades de generar resistencia. E. cali, P. mirabilis y

Shigella sintetizan constitutivamente mínimas cantida4es de Lila

insuficientes para proteger a la bacteria de la acción inhibi-

dora, incluso de MAL con marcada tasa de hidrólisis como ampi-

cilina y cefalosporinas de 1! generación2O9, 211 ,265 La muta-

ción genética que permite la síntesis de ala de forma desrepri-

mida está bién documentada en E. cali y es más incierta en Shi—

gella y 2. unirabilis. No obstante la tasa de mutación es muy

baja, 10—10, y la posibilidad de selección de mutantes hiper-

productores es limitada por no coexistir dentro de la misma po-

blación ambas formas celulares. En consecuencia la resistencia

amplia a múltiples ABL, aunque constatada, es muy infrecuente

con cifras de incidencia para E. coíi que oscilan en torno al

1%.

La situación es diametralmente distinta en aquellas especies,

Enterobacter spp, C. freundii, Marganella, Serratia spp y P.

aeruginosa en las que la síntesis enzimática es inducible y

puede alcanzarse la desrepresión estable por mutación115, 261
265,268~ La coexistencia dentro de la misma población de célu-

las inducibles y mutantes constitutivamente hiperproductores de

Lila en una tasa de ío6, facilita la selección de estos últimos

cuya produccion enzimática llega al 4% del total de proteína, y

la dominancia de la resistencia a la mayoría de ABL. Aún dentro

de estas especies el comportamiento de cada binomio IAla/AI3L no

es uniforme y de hecho difiere en función de las propiedades

hidrolíticas de cada enzima y de las características de cada
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ABL. Livermore, en un trabajo que consideramos excepcional y

definitivo en el esclarecimiento del problema, analiza la in-

terrelación ¡Ala/MAL diferenciando cuatro situaciones basadas en

el poder inductor de cada antibiótico y en su sensibilidad a la

inactivación enzimática 269 La tabla 10 resume los resultados

“in vitro” de esta interrelación, considerando tres niveles de

produccion enzimática: basal, inducible y establemente desre—

primida.

En el primer esquema se analizan aquellos ABL, penicilina O,

ampicilina y cefalosporinas de 1! generación, considerados in-

ductores potentes de ala pero a su vez lábiles a la acción del

enzima. El resultado de la interacción no puede ser otro que la

hidrólisis del antibiótico y la resistencia, con valores eleva-

dos de CMI para todas las especies correctamente detectados por

los ensayos rutinarios. La selección de mutantes desreprimidos

sería conceptualmente posible, aunque la elevada concentración

de Lila motivada por la inducción protege a la bacteria en forma

análoga a la sintetizada por los mutantes. No obstante, en a—

quellas cepas de E. cloacae moderadamente sensibles a ampicili—

na se ha demostrado selección de cepas establemente desreprimi—

das394. En este contexto, la situación referente a cefoxitina y

probablemente al resto de cefamicinas es singular. Esta cefamí-

cina es un potente y lábil inductor en E. cíoacae, O. freundii

y P. aeruginosa, mientras que es potente inductor pero estable

de la Lila de Morganella. Proteus y serratia 267, 26tLos resul-

tados de las pruebas de sensibilidad ratifican con precisión

esta divergencia de comportamiento.

Más complicada y desde luego apasionante es la situación creada

por carbenicilina, ureidopenicilinas, cefalosporinas de 2! y 3!

generación y aztreonam. Estos antimicrobianos son débiles in-

ductores de ala y sensibles a la acción hidrolítica del enzima,

aún producido a bajo nivel. Con estas premisas el grado de la-

bilidad varía en función de cada antimicrobiano y de las dis-

tintas Lilas de cada especie, perfilandose pautas de comporta—

miento diferentes no siempre detectadas con precisión por los

tests de sensibilidad “in vitro”. En situación basal, con pro-

ducción exigua de ¡ACRÍ los antimicrobianos son activos. Ahora

bién, dada la débil inducción el antibiograma convencional no

detecta las posibilidad de inactivación, que sólo se contempla-

rá si se ha producido previamente la inducción por inductores

potentes o la selección de mutantes desreprimidos.
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TABlA 10.- - —. cmninYlICAS nIixnBLFs Y SH4SIBflJDAD A BRTALWflfflCflS

.

(NI en uqhnl

Bacteria Ala

E. cloacae

1

EDR

AMP**

2-16

256—1024

256—1024

CAR

4-16

4—16

64—256

PIP

1-4

1—4

128 —512

Tfl4

2—4

2—4

4-8

FOX TAX

2—8 0,06—0,2

256—512 0,06—0,2

256—512 64—512

CAZ fl42

0,1—0,5 0,06—0,2

0,1—0,5 0,2—1

64—128 0,2—1

M. ircrganii

E. vulgaris

5. marcesceos

P. aeruginosa

E

1

EDR

0,5—1

0,5—1

32—64

B

1

EDR

E

1

EDR

4—32

>128

>128

ND

8-16

128

32—128

32—128

64—256

2 1—4

2 1—4

16 1—4

0,5

4

32

2—16

2-16

128—1024

* E: Basal, 1: Inducible, FUR: Establemente desreprimida.

** »4P: lxmpicilina, CAR: Carbenicilina, PIP: Piperacilina, TEl4: Teirccilina

FOX: Cefoxitina, TAX: Cefotaxima, CAZ: Cettazidima, IMP: Imipenein.

Datos byaa los de la referencia 269.

E

1

EDR

4

512

512—2048

1—2

1—2

8

0, 1

0,2

32—64

2—4

2—4

2-4

4—8

4—8

4—8

~<0,01

~0, 01

4

0,03

0,06

8

ND

0,5—4

0,5—4

4—8

4-8

4—8

4-8

4-8

4—8

16—64

256—512

256—5 12

~<0,01

0,03

2

0,06

0, 5

4

4-32

4—32

256—1024

0,05

0,03

0,2

0,03

0, 1

0,5

0,5—2

0,5—2

8—32

ND

2—8

2—8

ND

0,5—2

0,5—2

0,2—0,5

2—4

2—4
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De estas consideraciones se infieren con claridad dos modelos

de actuación diferentes. En situación basal e incluso cuando la

inducción no es prolongada la eficacia antimicrobiana se mani-

fiesta tanto “in vitro” como “in vivo”. Bien distinto es el

prisma real cuando ha tenido lugar la selección previa de mu—

tantes resistentes, tanto en el laboratorio como en la clínica.

Carbenicilina tiene un patrón dual al considerarse débil induc-

tor y lábil frente a la LiCRI de E. cíoacae y C. freundil, pero

estable y también de escasa capacidad de inducción con relación

a Morganella y P. aeruginosa. Sus opciones terapéuticas son di-

vergentes en función del microorganis&no causante de la infec-

ción. Las ureidopenicilinas se muestran uniformente resisten-

tes, con CMIs mayores de 64 uy/mí, frente a todas las especies

con Lilas establemente desreprimidas. Cefotaxima, ceftizoxima y

ceftriaxona son inactivas, con CHIs superiores a 256 ug/ml

frente a E. cloacae, e. freundii y U. aeruqinosa hiperproducto-

ras de enzima, pero parecen activas a concentraciones clinica—

mente alcanzables, frente a cepas desreprimidas de Proteus,

Morganella y Serratia. Ceftazidtma y cefpiroma, en función de

la tasa de hidrólisis, afinidad y penetración al interior de la

célula, son menos sensibles a la inactivación enzimática y con

frecuencia muestran valores de CMI irlíerLoces (rango de 4—32

uy/mí), en relación con Enterobacter, Morganella, Serratia y P.

aeruginosa 267,268,421~

La selección de ¡nutantes establemente desreprimidos en su pro-

ducción enzimática, es el verdadero “caballo de batalla” de los

antimicrobianos incluidos en este grupo, a la vez que un pro-

blema clínico de dimensiones considerables. La inestabilidad a

las LiCRI no es sustantiva cuando el nivel de producción es bajo

y en estas condiciones la eficacia terapéutica está más preser-

vade. Ahora bien, en tratamientos prolongados o cuando el inó—

culo bacteriano es denso tienen lugar tres acontecimientos en

cierta forma consecutivos: a) las células “normales”, escasa-

mente productoras de I3CRI aún después del contacto con el anti-

biótico, son eliminadas por accion del MAL; b) se produce la

seleccion de los mutantes resistentes que contiene la pobla-

ción, por la incapacidad de respuesta del antimicrobiano a la

elevada concentracción de enzima originada por la desrepresión;

c) estos mutantes se hacen doninantes entre la población y mo-

tivan la resistencia. Por tanto, “la supervivencia del más

fuerte” determina resistencia “in vitro” y fracaso terapéutico
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bien documentado en la literatura respecto de: pipcracilina393,

azlocilina501, cefamandol124,266Á02,503, cefotaxima269, cefti—

zoxima504, ceftriaxona505, ceftazidima421 ,481,506,507 ,y moxa-

lactam508. Este mecanismo representa la causa más común de re-

sistencia a nuevos MAL, con la excepción de imipenem, y parece

más usual en E. cloacae y U. aeruginosa que en el resto de

qram-negativos con aCRI.

La magnitud real del problema es una cuestión no fácil que está

por cuantificar. Cualitativamente sabemos que el paciente reci-

diva o no responde a la terapia antimicrobiana. Los cultivos

post-tratamiento denotan el aislamiento de cepas resistentes,

cuando en el inicio se mostraban sensibles. Se ha argumentado,

como resuttado del análisis diario de resultados y también con

datos experimentales obtenidos de ensayos clínicos con nuevos

ALiL, que entre 10 y 50% de las infecciones graves por Entero—

bacter, Citrobacter o U. aeruginosa fracasan por la selección

de mutantes resistentes. En el futuro parece necesario acercar-

se con fiabilidad a las cifras reales y hacer patente la impor-

tancia de la diseminación nosocomial de estas cepas. Entretan-

to, es de suma importancia efectuar una reflexión analítica,

antes de instaurar el tratamiento de infecciones causadas ncc

estos microorganismos.

El tercer grupo de ALiL diferenciado por Livermore está formado

por compuestos considerados inductores potentes, pero resisten-

tes a la inactivación por el enzima inducido. Constituyen una

opción terapéutica favorable, siempre que se utilizen de forma

individualizada y no en asociación con otros lábiles que condu-

cirá al antagonismo. Cefoxitina, en Proteus, Morganella y Ser—

ratia induce la síntesis de ECRI pero es igualmente activa

frente a cepas con producción basal ó desreprimida (CMI 4-8 ug/

ml)26?.Imipenem y meropenem también se consideran inductores

potentes y estables. A pesar de su elevada afinidad y muy lenta

hidrólisis por las IBCRI de E. cloacae y U. aeruginosa los car-

bapenems muestra idéntica actividad frente a cepas basales, in-

ducidas o establemente desreprimidas, lo que dificulta extraor-

dinariamente la selección de mutantes desreprimidos.De hecho

Kirkpatrick et al.504 reconocen la imposibilidad de seleccionar

con imipenem mutantes desreprimidos de E. cloacae, M. morganii

y 5. marcescens. Los mutantes de 1’. aeruginosa seleccionados en

el laboratorio y también después del tratamiento con imipenem,
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son resistentes por la ausencia de una proteína de membrana que

provoca disminución de la permeabilidad de la ME. Indudablemen-

te los carbapenems utilizados con cautela son una alternativa

excelente en el tratamiento de infecciones graves por microor-

ganismos que hiperproducen IACRI.

Queda una última opción por considerar, la más favorable pero

la menos provista de ALiL. Se trata de antimicrobianos, casi

ideales, con escaso poder de inducción de ¡ACRI y resistentes a

su inactivacion. En esta situación el enzima producido a bajo

nivel, que no se incrementa apenas por inducción, es incapaz de

proteger a la bacteria incluso en el caso de mutantes desrepri—

midos. La eliminación de estas de forma análoga a las células

inducibles imposibilita la selección. Carbenicilina se aproxima

a esta posición envidiable, pero sólo en el caso de P. aeruqi—

ziosa y Morganelía mientras que se considera lábil aunque débil

inductor en aislamientos de E. cloacae, C. freundii y U. vulga—

ns. Temocilina, la única metoxipenicilina, tiene la condición

de inductor débil y estable en E. cíoacae y Proteus spp y es

una opción a considerar. Esta línea de búsqueda de débiles in-

ductores estables a las aCRI, podría ser una de las idóneas en

la resolución de una cuestión crucial en la terapia antimicro-

biana.
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II. MATERIAL Y METODOS

1. MICROORGANISMOS

.

Todos los microorganismos incluidos en este estudio se obtuvie-

ron de muestras clínicas de pacientes atendidos, y en su mayo-

ría ingresados, en el Hospital Ramon y Cajal, un centro con

1.250 camas de hospitalización que atiende a una población de

600.000 personas, y que como hospital de referencia recibe en-

fermos de todo el país.

En el estudio general de la sensibilidad a MAL se incluyen

20.988 aislamientos de Enterobacteriaceae y 4.579 de Pseudomo—

nas aeruqinosa, obtenidos durante un periodo de 10 años com-

prendido entre el 1 de Junio de 1977 y el 31 de Diciembre de

1986. La distribución de aislamientos por especies bacterianas

es como Sigue:

Escherichia coli

Salmonella spp.

Shigella spp.

proteus mirabilis

Klebsiella spp.

Yersinia enterocolitica

La distribución de los aislamientos en función

clínicas de procedencia es:

7.893 Proteus vulgaris

2.164 Enterobacter spp.

401 Citrobacter freundii

2.473 Morganella morganii

2.597 Serratia marcescens

103 Useudomonas aeruqinosa

de las muestras

Muestra clínica Enterobacteriacaeae P. aeruqinosa

Hemocultivos

Uro c u 1 t i y o s

Coprocultivos

Exudados respiratorios

Exudados quirúrgicos

Líquidos orgánicos

2.627 (12,5%>

10.899 (51,9%)

2.282 (10,9%>

5.180 (24,7%)

270 (5,9%>

2.347 (51,2%>

1.962 (42,9%>

Los aislamientos de coprocultivos corresponden, exclusivamente,

a Salmonella (1.784 aislados>, Shiqella (401 aislados>y Yersi—

nia (97 aislados), y en un 73,6% fueron obtenidos de pacientes

atendidos en regimen ambulatorio.

338

1.617

469

695

2.290

4.579
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Para el estudio de diferenciación de puntos críticos de sensi-

bilidad a ALiL, se incluyeron, además de los anteriores, 800

aislados con valores de sensibilidad inferiores y superiores a

los puntos críticos considerados en el estudio general de sen-

sibilidad. Estos aislamientos, también procedentes de muestras

clínicas, incluyen microorganismos estudiados en el apartado

anterior y otros obtenidos durante los años 1987 a 1989, todos

ellos almacenados en leche descremada al 12,5% a -40% hasta el

momento de la determinación de su perfil de sensibilidad. Su

distribución es:

Escherichia ccli 100 Proteus vulgaris 20

Salmonella spp. 100 Enterobacter spp. 100

Shigeíla spp. 20 Citrobacter treundil 20

Proteus mirabilis 100 Morganella morganii 20

ríebsiella spp. 100 Serratia marcescens 100

Yersinia enterocalitica 20 Useudomonas aeruginosa 100

El estudio de la interrelación entre la producción de Lila y los

fenotipos de sensibilidad se realizó con 50 cepas de E. cali —

con distinto grado de sensibilidad a ampicilina, e incluye: 30

cepas productoras de ala TEP4—1, 10 cepas productoras de ala

OXA—1, y 10 cepas con diferente nivel de producción de Lila cro-

mosómica, todas ellas aisladas de muestras clínicas de pacien-

tes atendidos en nuestro hospital. Ademas se incluyó una cepa

de E. coíi, que codificaba TEM-1 e hiperproductora de Lila cro-

mosómica, procedente de un paciente ingresado en The Miriam

Hospital, Brown rlniversity, Providence Rl, USA.

La identificación bioquímica de todos los aislamientos se rea-

lizó mediante una bateria de pruebas estandarizada según crite-

rios bién establecidos510—513. Aquellos microorganismos que

plantearon algún problema concreto respecto de alguno de los

tests anteriores, fueron definitivamente identificados con las

pruebas bioquímicas incluidas en los sistemas de identificación

API 20E para Enterobacteriaceae, y API 2ONE para U. aerugino—

sa.

Como control de los estudios de sensibilidad se utilizaron ce-

pas de la American Type Culture Collection (ATCC> que incl’iian:

E. ccli ATCC 25922, E. cali ATCC 35218 y P. aeruginosa ATCC

27853. para la realización del test de Masuda228 se empleó como
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cepa indicadora Micrococcus luteus ATCC 9341. Los estudios de

caracterización de alas en E.. coli fueron realizados utilizando

como prototipos en el lEE las cepas siguientes: E. coli J53

(R6K> (TEM-1), E. coli 1725E (RP1> (TEM-2>, E. coil J53 (RiOlO)

(SHv-1>, E. coli 1527E (RGN 238> (OXA-1>, E. coli 1573E CRisis)

(OXA—2>, y E. coíi 1894E (R57b> (OXA-3). Estas últimas cepas

nos fueron proporcionadas por A. Medeiros MO, ‘Ihe Miriam Hospi-

tal, Brown University, Providence Rl, USA.

2. ANTIMICROBIANOS

.

Para los tests de sensibilidad realizados mediante la técnica

de difusión con disco, hemos utilizado discos de la marca re-

gistrada Oxoid, salvo excepciones señaladas, almacenados a 40C

hasta su utilización con la salvedad de los discos de inhibido-

res de ala y carbapenems que eran mantenidos a —200C. Las carga

de antimicrobiano en gs de cada uno de los discos era: ampici—

lina 10, amoxicilina 25, carbenicilina 100, ticarcilina 75, pi—

peracilina 100, mezlocilina 75, azlocilina 75, temocilina 30,

mecilinan 25, cefalotina 30, cefazolina 30, cefamandol 30, ce—

furoxima 30, cefoperazona 30, cefoxitina 30, cefotetan 30

(BBL), cefotaxima 30. ceftriaxona 30, ceftizoxima 30, ceftazi-

dima 30, cefpiroma 30 elaborados por nosotros, moxalactain 30,

aztreonam 30, imipenem 10 y meropenem 10 (Mast>.

Para las estudios de sensibilidad por dilución en agar. referi-

dos tanto al estudio general de sensibilidad realizado a diario

durante 10 años, como al resto de ensayos, hemos utilizado los

siguientes antimicrobianos en forma de polvo valorado con ex-

presión de su actividad, suministrados de manera gratuita por

los laboratorios preparadores < >: ampicilina, amoxicilina, car—

benicilina, ticarcilina, temocilina, ácido clavulánico, cefmi—

nox y cettizoxima <Beecham y SKB>; azlocilina y mezlocilina

(Bayer), piperacilina y tazobactam (Lederle), sulbactam y cefo-

perazona <Pfizer), cefalotina, cefazolina, cefamandol y moxa—

lactam (Eh Lilly>, cefuroxima, ceftazidima y nitrocefin (Ola-

xo), cefoxitina e imipenem (Merck Sharp Dohme). cefotaxima y

cefpiroma (Hoechst>, ceftriaxona y carumonan (Roche>, aztreonam

(Squibb), y cefotetan y meropenem <XCI Parma). Todas estas sus-

tancias valoradas eran mantenidas a 4% hasta su fecha de cadu-

cidad, con la excepción de los inhibidores de Lila y los carba—

penems almacenados a —20% hasta su utilización.
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3. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

.

3.1 METODO DE DIFUSION CON DISCO

.

Hemos utilizado esta técnica como paso inicial en muchas de las

determinaciones, y más concretamente en la caracterización de

fenotipos de resistencia en E. coli. y su correspondencia con

la producción de diferentes niveles de Lila. El método seguido

es el inicialmente preconizado por Bauer, Kirby, Sherris y

Turck27 en 1966, con las modificaciones establecidas posterior-

mente por el NCCLS en los años 1975514, 1979515, 1984516 y

1990517.

Hemos empleado como medio de cultivo agar Mueller-Hinton de

Oxoid en placas con 20 ml de medio, 4 mm de profundidad, y pH

de 7,2—7,4. El inóculo bacteriano se preparaba a expensas de un

cultivo de 18 horas en agar—sangre, del que se tomaban 4—5 co-

lonias diferenciadas con las que se inoculaba un tubo con 5 ml

de solución salina tratando de igualar la turbidez del tubo nQ

0,5 de la escala de Mcrarland. A partir de él, se impregna una

torunda estéril con la suspensión bacteriana y tras suprimir el

exceso de suspensión rotando la torunda contra las paredes del

tubo, se siembra cada placa extendiendo el inóculo en tres di-

recciones. Para cada aislamiento se utilizaban 4-5 placas en

las que se disponían, por medio de un dispensador, 6 discos por

placa. Después de 18 horas de incubación a 350C, se efectuaba

la lectura de los halos de inhibición y su interpretación de

acuerdo con las categorías establecidas por los métodos de re-

ferencia. En todas las series realizadas cada día se utilizaron

como control interno del método: E. cali ATCC 25922, E. cali

ATCC 35218 y U. aeruginosa ATCC 27853.

3.2 METODO DE DILUCION EN AGAR

.

La determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI)

por este método, ha sido la técnica más asiduamente utilizada

en los distintos apartados que constituyen el trabajo experi-

mental. La hemos utilizado durante 10 años de manera diaria pa-

ra conocer la sensibilidad a los MAL y su evolucion. así como

para la diferenciación de puntos críticos de sensibilidad/re-

sistencia, y en el estudio de correlación entre producción de
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diferentes niveles de Lila y sensibilidad a AI3L. En todos los

casos hemos seguido la técnica inicialmente estandarizada por

Ericcson y Sherris en 197128, con las modificaciones

posteriores de Washington y Barry517 <1974), y Washington y

Sutter518 (1980>, así como las sucesivas propuestas del NCCLS

de 1985519 y 1990~~.

Como medio de cultivo, siempre empleamos agar Mueller—Hinton de

Oxoid con pH de 7,2—7,4, en el que se interponían diferentes

concentraciones de antibióticos en diluciones progresivas en

base 2. Las concentraciones de antimicrobianos utilizadas en

cada caso y la forma de preparación de las placas varió en fun-

ción de los propósitos a conseguir:

a) En el estudio de la sensibilidad realizado diariamente du-

rante 10 años, empleamos concentraciones críticas de sensibili-

dad para cada antibiótico alcanzadas en el agar a expensas de

soluciones madre de antibiótico, añadidas a 18 ml de medio en

un volumen de 2 mí, y preparadas extemporáneamente con polvo

valorado de cada uno de los ALiL. Las concentraciones críticas

de cada antibiótico, la concentración mayor de que partíamos, y

los diferentes solventes y diluyentes eran:

Ampicilina

:

Carbenici-

:

lina

.

Cefazolina

:

Cefamandol

:

Cc. críticas de 1, 2, 4, 8 y 16 ug/ml.

Concentración madre de 1,6 mg/ml x factor.

Solvente, buffer fosfato pH 6.0 0.1 M.

Diluyente, buffer fosfato pH 6.0 0,1 M.

Concentraciones críticas de 64, 128 y 256 ug/ml.

Concentración madre de 25,6 mg/ml x factor.

Solvente y diluyente agua destilada estéril.

Cc. críticas de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 ug/ml.

Concentración madre de 3,2 mg/ml x factor.

Solvente y diluyente, agua destilada estéril.

Cc. críticas de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 uy/ml.

Concentración madre de 3,2 mg/ml x factor.

Solvente y diluyente, agua destilada estéril.
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Cefoxitina

:

Cefamandol:

Cefoxitina

:

Cefotaxima:

Ceftazidima

:

Aztreonam:

Moxalactam:

Cc. críticas de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 ug/ml.

Concentración madre de 3,2 mg/ml x factor.

Solvente y diluyente, agua destilada estéril.

Cc. críticas de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 ug/ml.

Concentración madre de 3,2 mg/ml x factor,

Solvente y diluyente, agua destilada estéril.

Cc. críticas de 1. 2, 4, 8, 16 y 32 uy/ml.

Concentración madre de 3,2 mg/ml x factor.

Solvente y diluyente, agua destilada estéril.

Cc. críticas de 0,1, 1. 2, 4, 8, 16 y 32 ug/ml.

Concentración madre de 3,2 mg/ml x factor.

Solvente y diluyente, agua destilada estéril.

Cc. críticas de 0,1, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 ug/ml.

Concentración madre de 3,2 mg/ml x factor.

Solvente, solución de carbonato sódico al 10%.

Diluyente, agua destilada estéril.

Cc. críticas de 0,1, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 ug/ml.

Concentración madre de 3,2 mg/ml x factor.

solvente, sol. saturada de bicarbonato sódico.

Diluyente, agua destilada estéril.

Cc. criticas de 0,1, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 ug/ml.

Concentración madre de 3,2 mg/ml x factor.

Solvente y diluyente, agua destilada estéril.

Con estas especificaciones, las placas eran preparadas cada se-

mana y mantenidas a 40C hasta su utilizacion, sin pérdida apa-

rente de la actividad de los antimicrobianos como pusieron de

manifiesto los controles diarios realizados con cepas de sensi-

bilidad conocida.

b) En los ensayos llevados a cabo para la diferenciación de los

puntos críticos de sensibilidad/resistencia para cada antimi-

crobiano en relación con cada especie bacteriana, ampliamos el

rango de concentraciones en los límites inferior y superior de

cada una de las criticas establecidas en el apartado anterior

con el siguiente esquema.
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Ampicilina

:

Concentración

Concentración

inferior

superior

0,1 uy/ml.

256 uy/ml.

Carbenici-

:

lina

.

Concentración inferior

Concentración superior

1 uy/ml.

1024 uy/ml.

Cefazolina

:

Cefamandol

Cefoxitina

:

Cefotaxima

:

Concentración

Concentración

Concentración

Concentración

Concentración

Concentración

Concentración

Concentración

inferior

superior

inferior

superior

inferior

superior

inferior

super ior

0,1 ug/ml.

256 ug/ml.

0,1 uy/ml.

256 ug/ml.

0,1 ug/ml.

256 uy/ml.

0,007 ug/ml.

64 ug/ml.

Ceftazidima

:

Aztreonam:

Concentración inferior

Concentración superior

Concentración inferior

Concentración superior

0,007 ug/ml.

64 uy/ml.

0,007 ug/ml.

64 ug/ml.

Moxalactain: Concentración

Concentración

inferior

superior

0,007 uy/ml.

64 ug/ml.

c) En el estudio de correlación entre la producción de ala y la

sensibilidad a MAL en E. coli, el rango de concentraciones es-

tudiado fue: para las penicilinas 1-1024 ug/ml; y para las ce—

falosporinas, monobactams y carbapenems 0,01-512 ug/ml.

El inóculo bacteriano se preparó de forma similar para todos

los ensayos. Partiendo de un cultivo en agar sangre de 18 ho-

ras, se toman 4 ó 5 colonias de la misma morfología del micro-

organismo a estudiar y se inoculan en tubos conteniendo 5 ml de

caldo Mueller-Hinton. Después de 2—3 horas de incubación a 359-

C, los tubos se agitan y la densidad del cultivo se ajusta a la

del n9 0,5 de la escala de McFarland. Posteriormente, esta sus-

pension se diluye 1/10 en solución salina hasta alcanzar la

concentración de inóculo deseada de 10~ IJFC/ml. El paso si-

guiente supone el llenado de los 32 pocillos del replicador de-
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Steers, para lo cual de cada tubo con el inóculo ajustado se

toma una alícuota y se introduce con pipeta en el pocillo, ino-

culando después cada una de las placas con 1 ó 2 nl de inóculo,

el inóculo final es aproximadamente de IWC por depósito.

Transcurridos 15 minutos de la inoculación, las placas se incu-

ban invertidas 18 horas a 352C en atmósfera de aire, y después

de comprobar que la sensibilidad de las cepas patrón está den-

tro de los limites establecidos, se determina la CMI para cada

microorganismo y antibiótico, como la menor concentración de

antimicrobiano que inhibe el crecimiento, ó permite el desarro-

llo de no más de 3—5 colonias del microorganismo. En todos los

ensayos se incluyeron como control de la actividad antimicro—

biana; E. coíi ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, y U. aeruqinosa

ATCC 27853.

4. ESTIMACION MATEMATICA DE LOS PUNTOS CRíTICOS DE SENSIBILIDAD

Y RESISTENCIA

.

El estudio general de sensibilidad a los AI3L realizado de forma

consecutiva y diaria durante 10 años sobre un total de 20.988

aislamientos de Enterobacteriaceae y 4.579 de U. aeruginosa. y

la ampliación efectuada sobre 800 aislamientos más, consideran-

do concentraciones interiores y superiores a los concentracio-

nes críticas ensayadas en el apartado anterior, nos han propor-

cionado un importante número de valores de CMI con los que con-

feccionar una amplia base de datos informatizada mediante un

paquete estadístico comercializado para ordenadores personales

IBM y compatibles.

Con esta base de datos y la aplicación de un modelo matemático
520 521 pretendemos diferenciar la existencia de distintos ti—

pos de poblaciones para cada especie bacteriana en relación con

cada uno de los ALiL estudiados, y en esencia la distinción de

puntos críticos de sensibilidad y resistencia microbiológica

(PCSM y PCRM), que facilitarían la discriminación entre los in-

tegrantes de la población sensible, y los pertenecientes a

“otra población” denominada menos sensible o resistente.

El modelo matemático exige, para cada binomio bacteria—antibió-

tico, la definición de una variable independiente, que en nues—
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tro caso seria cada una de las concentraciones de antimicrobia—

no ensayadas, y la búsqueda de una variable dependiente obteni-

da experimentalmente, que en nuestro modelo vendría dada por el

porcentaje de inhibición a cada una de las concentraciones. La

respuesta es. por tanto, un diagrama de dispersión que debe a-

justarse a un modelo—fórmula matemático. La representación grá-

fica de estos valores en un eje de coordenadas, llevando a abs-

cisas los valores de cada concentración, o en realidad una

transformación matemática de ellos, y al eje de ordenadas los

porcentajes de sensibilidad a cada concentración, da lugar a un

diagrama de puntos que sugiere en cada caso una función matemá-

tica distinta que se ajusta a a cada figura.

El cálculo de la función matemática para cada representación

gráfica se realizó por el procedimiento de regresión de los mí-

nimos cuadrados, obteniéndose tres modelos distintos en función

del diagrama gráfico:

a> Polinomio de 32. Determinado cuando el aspecto gráfico que

sugieren los puntos obtenidos experimentalmente, muestra un

crecimiento del porcentaje de aislamientos inhibidos hasta al-

canzar un máximo en la medida que se incrementa la concentra-

ción de antimicrobiano, para después decrecer hasta un valor

mínimo próximo al eje de abscisas. En este modelo queda una se-

gunda distribución de aislamientos inhibidos a concentraciones

mayores, que delimita una segunda población claramente diferen-

ciada de la anterior. El procedimiento de ajuste nos proporcio-

na los valores de las constantes que llevan a la ecuación espe-

cífica — y=ax3+bx2+cx+d — en las que a, b, c y d son las cons-
tantes que para cada caso particular tomarán unos valores numé-

ricos concretos.

b> Polinomio de 29. Determinado cuando el aspecto gráfico que

sugieren los puntos obtenidos experimentalmente, muestra un

crecimiento del porcentaje de aislamientos inhibidos hasta al-

canzar un máximo en la medida que se incrementa la concentra-

ción de antimicrobiano, para después decrecer hasta un valor

mínimo ó O en el eje de abscisas. En este modelo no existe una

segunda distribución de aislamientos inhibidos a concentracio-

nes mayores. El procedimiento de ajuste nos proporciona los va-

lores de las constantes que llevan a la ecuación específica —

yax2+bx+cx — en las que a, b, y c son las constantes que para



Material y métodos — 176 —

cada daso particular tomarán unos valores numéricos concretos.

c> Ecuación exponencial. Determinada cuando el aspecto gráfico

que sugieren los puntos obtenidos experimentalmente, muestra un

crecimiento del porcentaje de aislamientos inhibidos hasta al-

canzar un máximo en la la concentración más alta de las ensaya-

das. Obviamente, en este modelo no existe un posterior decreci-

miento, que sería alcanzado de continuar incrementando las con-

centraciones superiores a estudiar, hasta conducirnos a alguno

de los dos modelos anteriores. Por ello, este modelo es más in—

satisfactorio en la definición de puntos críticos. De igual ma-

nera, el procedimiento de ajuste proporciona los valores de las

constantes que llevan a la ecuación específica — y=aebx —.

Obtenidas en cada situación práctica las funciones matemáticas

representativas de cada diagrama, el paso siguiente se basa en

la obtención de los puntos críticos correspondientes a las CMI

que delimitarían el máximo de la función, que tomaremos como

punto crítico de sensibilidad microbiológica (PCSM), el punto

de inflexión de la curva, y la abscisa correspondiente al 95%

de inhibición tomada empíricamente como punto critico de resis-

tencia microbiológica (PCRM> o valor diferencial entre pobla-

ciones diferentes.

En el caso del polinomio de 32 asumimos que la primera pobla-

ción, la teórica población sensible, se encuentra entre el ori-

gen y el mínimo de la función, de manera que la población res-

tante definida a partir de ese punto mínimo en abscisas seria

diferente. Asignando un área unidad o de 100% a la comprendida

bajo la curva dibujada entre esos límites origen y mínimo de la

función, podemos determinar mediante un procedimiento matemáti-

co de integrales definidas: la concentración de cada antimicro—

biano que corresponde al máximo de la función (PCSM>, la que

corresponde al punto de inflexión, y la correspondiente a un

área del 95% (PCRM> elegida por nosotros como diferenciadora

entre dos poblaciones. Estas concentraciones obtenidas de la

aplicación de la función matemática no serán valores de CMI e—

quivalentes a los habitualmente utilizados en el modelo experi-

mental, pero su adscripción a la CMI más próxima de las utili-

zadas en base 2 nos dará para cada binomio bacteria—antibiótico

los puntos críticos buscados. La esencia matemática de los mo-
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de los representados por el polinomio de 22 y la ecuacton expo-

nencial creciente, impide la obtención del punto de inflexion.

No obstante, ambos modelos hacen factible mediante la integra-

ción, de manera análoga al polinomio de 30. la obtención de la

abscisa máxima y la correspondiente al 95% del área que de for-

ma similar se adscriben a los puntos crictcos de sensibilidad y

resistencia microbiológica.

El procedimiento seguido es matemáticamente complejo, y ha sido

necesaria la realización de una aplicación informática especial

para poder establecer estos valores críticos de CMI de la maera

que parece científicamente más cocrecta.

5. DIFERENCIACION DE FENOTIPOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

BETALACTAMICOS

.

El análisis del comportamiento de cada esoecie bacteriana en

relación con cada uno de los MTh ensayados, e incluso la evolu-

ción de la sensibilidad y resistencia, se benefician de la di-

ferenciación de fenotipos de sensibilidad-resistencia, que ade-

más permitirían vislumbrar la presencia de mecanismos de resis-

tencia poco usuales o incluso no identificados.

En este sentido, la exclusiva y habitual distinción de fenoti-

pos en base a parámetros farmacocinéticos supone una visión

parcial, o mejor incompleta del problema. Por ello entendemos

positivo discriminar entre “fenotipos de comportamiento micro-

biológico” establecidos con arreglo al denominado punto critico

de resistencia microbiológica (PCRM), y “fenotipos clínicos”

basados en las concentraciones máximas o submúltiplos de ellas,

punto critico farmacocinético (PCE), que se alcanzan en el sue-

ro de los pacientes después de la administración terapéutica de

dosis estandar. Mientras que los primeros varían para cada MAL

al considerar las diferentes especies de Enterobacteriaceae y

P. aeruginosa, los segundos son idénticos para cada microorga-

nismo y varían con cada ArAL.

Los PCRM, en valores de CMI en uy/mí, considerados para cada

especie/antibiótico son:
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Microorganismo

E. coli

Salmonella spp.

Shigella spp.

P. mirabilis

Klebsiella spp.

Y. enterocolitica

U. vulgaris

Enterobacter spp.

C. freundn

14. morganhl

5. marcescefls

P. aeruginosa

AMP CAR CFZ CFM FOX TAX CAZ

8 32 16 16 8 0.2 0,5

8 32 8 4 8 0,5 1

4 32 8 8 8 0,2 0,5

4 128 32 16 16 0,2 0,5

16 64 16 16 16 0,2 1

64 256 64 16 8 0.2 0,5

2 32 4 4 16 0,2 0,5

32 64 4 16 8 2 2

64 64 — 16 4 2 2

32 16 — 32 32 0,5 1

— 64 — - 128 8 2

— 256 — — — 64 16

Los PCF, en uy/mí,

farmacocinéticos522

croi)iano Son:

tomados en función de distintos
,523, para todas las especies y cada

paráraeUros

antimi-

Ampicilina

Garben icilina

Cefazolina

8

64

16

Cefamandol

Cefoxitina

Cefotaxima

16 Ceftazidima

16 Aztreonam

16 Moxalactam

6.- EVOLUCION TEMPORAL DE LA SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS

BETALACTAMICOS

.

El análisis evolutivo de la sensibilidad a ALiL durante 10 años,

1977—1986, se ha realizado construyendo un fichero de datos con

los porcentajes acumulativos de sensibilidad para cada especie

bacteriana, considerando 2 concentraciones índice de al menos 3

antimicrobianos representativos para cada especie, en todo el

periodo de 10 años estudiado. La aplicación estadística de es-

tos datos permite determinar: el coeficiente de correlación li-

neal de Pearson, la ecuación lineal correspondiente, y el in-

tervalo de confianza al 95% para el valor medio de la sensibi-

lidad global durante 10 a1ios520
5

521.

El procedimiento estadístico aplicado para determinar la exis-

tencia de una tendencia lineal de la evolución, consiste en

calcular el coelficiente de correlación lineal de Pearson (r> y

la ecuación de regresión lineal correspondiente - y=a±bx -,

AZT

0,2

0,5

0,2

0,2

0,5

0,5

0.2

1

2

0,2

4

32

MOX

0,5

0,5

0,2

0,5

1

0,5

0,5

2

1

0,5

4

64

16

16

16
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siempre que dicho coeficiente sea significativo. El valor de r

indica la cuantía de la relación que puede oscilar entre O y 1,

y el signo de r el sentido de dicha relacion. En el caso de

valores de r positivos, entenderemos un aumento de la sensibi-

lidad de la especie considerada al antimicrobiano a lo largo

del tiempo, mientras que valores negativos del coeficiente de

correlación lineal pondrán de manifiesto una tendencia hacia la

resistencia. La significación de r está en función del número

de puntos utilizados para cada binomio bacteria—antibiótico.

Dado que este número es de 10 en el mejor de los casos, la sig-

nificación estadística, p 0,05, sólo sería relevante para valo-

res de r t 0,632. No obstante, el valor de r empieza a tener

cierta significación a partir de 0,5, mientras que valores de r

próximos a O pueden ser explicados por azar.

La determinación del intervalo de confianza al 95% para el va-

lor medio de la sensibilidad global a lo largo de 10 años, tam-

bién nos va a facilitar el análisis de la evolución de la sen-

sibilidad de cada especie bacteriana a cada uno de los AB!,. Es-

te parámetro hace posible la detección para cada uno de los

años considerados, si el valor medio de la sensibilidad está

fuera o dentro del intervalo de confianza y si, en consecuen-

cia, independientemente de la existencia de una evolución man-

tenida, existen valores que se mantengan dentro de los límites

superior e inferior del intervalo de confianza.

7. CARACTERIZACION DE BETALACTAMASAS

.

Realizada en cepas de E. coil con diferente nivel de resisten-

cia a ampicilina, siguiendo la técnica descrita por Matthew et

al. en 1975200. El proceso tiene dos fases bién diferenciadas:

en la primera se trata de obtener el extracto crudo enzimático

con la máxima concentración de Lila236, mientras que en la se-

gunda se procede a la diferenciación enzimática por medio del

isoelectroenfoque (lEE)200.

7.1 OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO ENZIMATICO

.

A partir de cultivos de E. coli de 18 horas en agar-sangre se

efectúan los siguientes pasos:
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- Cultivo de 18 horas en 25 ml de Brain Heart Infusión (EHI) a

35% en baño con agitacion.

— Inocular 5 ml del cultivo anterior en 45 ml de BHI. Incubar

en baño con agitación 4 horas a 350C.

— Centrifugar el cultivo anterior a 6.000 r.p.m. 30 minutos a

4%, en ultracentrífuga refrigerada Rc-5 Superspeed Refrigera—

ted Centrifuge, Dupont Instruments. Sorvalí. Descartar el so-

brenadante y lavar el depósito con 5 ml de agua destilada y de—

sionizada estéril.

- Centrifugar a 11.000 r.p.m. 10 minutos a 4%, en ultracentrí-

fuga refrigerada Rc—5 Superspeed Refrigerated Centrifuge, Du-

pont Instruments. Sorvalí. Descartar el sobrenadante y resus—

pender el depósito en 7,5 ml de agua destilada y desionizada

estéril.

— Sonicar durante 3-4 ciclos de 30 segundos en Sonicator: Eran—

son Sonifier Celí Disruptor 2.000.

- Recoger el sobrenadante y centrifugar a 11.000 r.p.m. 10 mi-

nutos a 4%. en ultracentrífuga refrigerada Rc—5 Superspeed Re-

frigerated Centrifugo, Dupont Instruments. Sorvalí. Almacenar

el sobrenadante—extracto en tubos de poliestireno de 3,5 ml a

—200C.

7.2 ISOELECTROENFOQUE (lEE>

.

Se trata de un método de separación en el que las proteínas se

alinean como bandas bién diferenciadas en su punto isoeléctrico

en un gradiente de pH producido por electroforesis. Con esta

técnica se alcanza un elevado grado de resolución toda vez que

el enfoque es causado por fuerzas que actuan contra la difusión

y las proteínas—enzimas se concentran durante la separación.

Esta se realiza en geles de poliacrilamida y la localización y

reconocimiento de las distintas enzimas sc efectúa mediante re-

velado con una solución de nitrocefin que es hidrolizado por

las Blas, produciéndose un viraje del color amarillo inicial al

rojo. La técnica tiene diferentes fases que incluyen: la prepa-

ración del gel de poliacrilamida, la aplicación de los extrac-
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tos al gel y la posterior electroforesis, y el revelado, foto-

grafía e interpretación de los resultados mediante el empleo de

extractos con alas prototipos bién caracterizadas.

a) Preparación del gel de poliacrilamida. Realizada extemporá-

neamente para cada ensayo a través de los pasos siguientes:

- Preparación del soporte de vidrio del gel, sobre una lámina

de vidrio de 6,5’xB,5’ “Glass Prepared for Coating” de Ilford

Nuclear Research, colocada entre otras dos láminas de vidrio

normal

— La composición del gel de poliacrilamida incluye: 10 g de a—

crilamida (Sigma>, 290 mg de NN’ metilenbisacrilamida (BDH),

100 ml de agua destilada y desionizada estéril, 6,4 ml de am—

pholine pH 3.5—10.0 (LKB>, 0,64 ml de temed al 5% (Eastman Ko-

dak>, 15 ml de riboflavina preparada con 5 mg de riboflavina

(Sigma) en 250 ml de agua destilada y desionizada estéril. De

esta preparación se extraen 50 ml y se llevan al soporte de vi-

drio aplicando, durante 2 horas, un potente sistema de luz

fluorescente que catalizando la reacción entre la riboflavina y

el temed favorezca la formación del polímero de poliacrilamida.

El gel así formado se mantiene en nevera a 40C hasta su utili—

zac ion.

b) Aplicación de los extractos y electroforesis. Incluye los

pasos siguientes:

— Determinación semicuantitativa de la actividad ¡Ala por medio

del “spot test”. Para ello, en placa de microdilución, se aña-

den 50 ul de cada extracto crudo a 150 ul de una solución de

nitrocefin (50 uy/mí>. El tiempo requerido para virar el color

del amarillo al rojo, se emplea como indicador de la cantidad

de extracto crudo a disponer en el gel para el lEE. Habitual-

mente se depositan 3 lambdas por cada segundo hasta un máximo

de 50 en aquellos extractos de mínima actividad.

— Aplicación en el gel de un máximo de 12 extractos crudos a

2-3 cm del borde, utilizando como testigos 25 ul de mioglobina

y citocromo C.

- La cubeta de electrotoresis es de fabricación artesanal, y
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requiere como requisito previo la limpieza e impregnación del

electrodo positivo con una solución de ácido fosfórico al 5%, y

del electrodo negativo con una solución de etanolamina al 5%.

— Colocación del gel en la cubeta de electroforesis, disponien-

do los depósitos de extractos crudos sobre el electrodo positi-

vo. Conexión con la fuente de alimentación de corriente LKB

2103 Power Supply, y aplicación de 160 y y 1 W durante 17 horas

a 4 0C. Una vez tarnscurrido este periodo de tiempo se modifican

las condiciones a 200 y y 1 W durante 1 hora a 40C.

c> Revelado, fotografía e interpretacíon. Para el revelado del

gel hemos utilizado una lámina de papel whatman n254 impregnada

con solución de nitrocefin <4,5 mg en 6 ml de fosfato buffer pH

7 0,1 14) aplicada sobre el gel. Transcurridos al menos 10 minu-

tos, y cuando las diferentes bandas de ala se hayan individua-

lizado y visualizado con nitidez, se fotografía con una cámara

Polaroid b1P-3 y película Polaroid 55 a intervalos de 5 minutos.

La interpretación de los resultados y la adscripción del punto

isoeléctrico a cada extracto problema se realiza en base a los

puntos isoeléctricos de alas prototipos señaladas en el aparta-

do de microorganismos.

8. DETERI4INACION DE LA ACTIVIDAD BETALACTAMASA

.

La actividad en unidades de ala de cada extracto crudo se ha

determinado por las t&nicas espectrofotométricas preconizadas

por O’Callagham et al.234 y Samuni214, en todos los extractos

crudos obtenidos de 50 cepas de E. coil, diferenciadas por su

nivel de resistencia a la ampicilina. Además, para conocer la

inactivación microbiológica de cefotaxima y cefpiroma por ex-

tractos crudos de E. coli, productor de alas TEM-1 y OXA-1, he-

mos seguido el ensayo microbiológico descrito por Masuda et al

.

228

8. 1 DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA

.

La concentración en unidades de Lila, equivalentes a 1 nmol por

segundo por mg de proteína, de cada uno de los extractos crudos

se realiza en dos tases. En la primera se determina la activi-

dad Lila referida al volumen de cada extracto y posteriormente
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se determina el contenido de proteínas de dicho extracto para

adscribir el resultado final a mg de proteína del extracto.

a) Concentración de substrato hidrolizado. Determinada en es—

pectrofotómetro Shimadzu UV—260, Shidmadzu Scientific Instru-

ments Inc. Como substratos betalactámicos hemos empleado solu-

ciones 100 umolar de cefaloridina y nitrocefin en fosfato buf—

fer pH 7 0,1 M, para extractos conteniendo alas TEM-1 y OXA-1

respectivamente. Con un volumen total de 2,5 ml se disponen en

la cubeta para cada determinación la cantidad suficiente de so-

lución de substrato, y 10, 25, 50 y 100 ul de extracto en fun-

ción de la actividad ¡Ala obtenida cuantitativamente en el “spot

test”. La longitud de onda utilizada para la lectura de la hi-

drólisis enzimática varía para ambos substratos: 260 para la

cefaloridina y 495 para el nitrocefin. Se efectúan en cada en-

sayo 10 lecturas a intervalos de 15 segundos y una temperatura

de 370C, que proporcionan el incremento de absorción correspon-

diente a la hidrólisis del substrato, y el valor medio de la

pendiente de la gráfica representativa. A partir de estos valo-

res se calcula la concentración de substrato hidrolizado por

segundo y por el volumen añadido, que multiplicado por el coe-

ficiente de extinción molar de cada substrato nos proporciona

la actividad Lila en umoles de substrato hidrolizado por segundo

y por el volumen de substrato añadido en cada caso. En un paso

posterior se refiere este valor a mg de proteína en el extrac-

to. Cada una de las determinaciones se ha realizado por tripli-

cado, expresandose al final el valor medio.

b) Determinacion del contenido de proteínas. Realizada mediante

la t6cnica espectrofotométrica descrita por Lowry et al.524

Hemos efectuado las lecturas en un espectrofotómetro Coleman

295 <Perkin Elmer) a 595 nm, utilizando como reactivo una solu-

ción diluida al 1/10 de Bio Rad Protein Assay (Bio Rad Labora—

tories>, y soluciones patrón de proteínas a las concentraciones

de 1.5, 1, 0,75, 0,5 ,0,2 y O mg/ml a partir de Albumin Lyophi—

lisat (Boehringer>, con las que se elabora la recta patrón. A

expensas de ella se calcula el contenido de proteínas de cada

uno de los extractos crudos, al que se refiere la actividad Lila

en nmoles de substrato hidrolizado por segundo y mg de protei-

na.
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8.2 ENSAYO MICROBIOLOGICO

.

La estimación semicuantitativa de la hidrólisis de dos substra-

tos betalactámicos, cefotaxima y cefpiroma. por extractos cru-

dos de alas TEM-1 y OXA—1, se realiza de acuerdo a la técnica

de difusión con disco descrita por Masuda et al228. Los discos

de 30 ug de cefotaxima (BEL> y cefpiroma (BEL> se disponen en

el centro de la placa inoculada con Micrococcus lineas ATCC

9341 como microorganismo indicador. A su vez, discos en blanco

cargados con 15 ul de extracto crudo de E. coli productor de

Lilas TEM—1 y OXA—1 sin diluir y diluidos 1/2, 1/4 y 1/8, se co-

locan en el borde del halo de inhibición esperado para cefota—

xima y cefpiroma. Después de incubar las placas 18 horas a 350..

C, se miden los halos de inhibición de cefotaxima y cefpiroma,

sin y con la presencia de los discos cargados con los extractos

crudos. El crecimiento del microorganismo indicador en el inte-

rior de los halos de cefotaxima y cefpiroma, pone de relieve la

inactivación de dichos substratos por las alas contenidas en

los extractos crudos.



III.- RESULTADOS



1,- Estructura del apartado



Resultados — 185 —

III. RESULTADOS

1. ESTRUCTURA DEL APARTADO

.

El análisis de la evolución de la sensibilidad a 9 antibióticos

betalactámicos (MAL> de 12 especies bacterianas y la profundi-

zación en algunos de los mecanismos de resistencia esenciales

de E. coli, han generado tan elevado n9 de datos que nos ha pa-

recido más conveniente esquematizar este apartado mediante ta-

blas y figuras, recogiendo los comentarios más relevantes de

los resultados en la discusión. De esta manera, para cada una

de las 12 especies bacterianas se establecen 5 subapartados i—

dénticos, y para E. cali se añaden otros que resumen los resul-

tados obtenidos en el estudio de los mecanismos hidrolíticos

más frecuentes en esta especie. El esquema, en síntesis es como

sigue

Subapartado 1. Recoge en cuatro tablas el % acumulativo de

sensibilidad teniendo en cuenta las concentraciones criticas de

cada antimicrobiano utilizadas diariamente durante los 10 años

del estudio. En cada columna se expresan el nQ de microorganis-

mos inhibidos por cada concentración y el % acumulativo de sen-

sibilidad correspondiente. En la última fila se recogen los va-

lores medios para el total de microorganismos, que posterior-

mente nos va a permitir calcular, comparativamente para cada

año, el coeficiente de correlación de la evolución de la sensi-

bilidad.

Subapartado 2. En dos figuras se condensan las gráficas de la

distribución de aislamientos para cada concentración de antimi-ET
1 w
75 263 m
525 263 l
S
BT


crobiano en un amplio rango de CMIs. Para cada antibiótico, el

intervalo de concentraciones críticas incluidas en el subapar—

tado anterior se ha ampliado en sus extremos mediante el estu-

dio de la sensibilidad de 20-100 aislamientos, en función de la

frecuencia de aislamiento de cada especie, para 4—5 concentra-

ciones inferiores y superiores a las críticas.

Subapartado 3. Resume en una tabla los puntos críticos de sen-

sibilidad (PCSM) y de resistencia (PCRM) para cada antimicro-

biano, extraidos del análisis matemático de la distribución ob—
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tenida en el subapartado anterior. Asimismo, se recogen en la

tabla el tipo de ecuación que se adapta a la distribución, y

los valores modales, y de las abscisas máxima, de inflexión y

del 95% de inhibición de los aislamientos.

Subapartado 4. En una tabla se esquematizan los fenotipos de

resistencia microbiológica y clínica a ALA!,. Los primeros se ob-

tienen considerando el % de inhibición para cada AIAL en el

PCRM, y en ocasiones en el PCSM. Para diferenciar los fenotipos

clínicos hemos estimado los valores farmacocinéticos estandar

alcanzados en el suero de los pacientes después de la adminis-

tración terapéutica del antimicrobiano.

Subapartado 5. También mediante una tabla se expresa la evolu-

ción de la sensibilidad de cada especie durante los 10 años del

estudio, por medio del coeficiente de correlación. Aunque el

análisis se ha realizado para cada MAL, en la tabla sólo se

muestran los datos referentes a dos concentraciones críticas de

3—4 antibióticos considerados “testigo”, en función de los me-

canismos de resistencia habituales en cada especie.
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2.1 Eseherichia afli; % acunulativo de sensibilidad a cnícentraciones crí-ET
1 w
188 720 m
468 720 l
S
BT


ticas. TARTA 1

.

ANTIBIOIYIcXJ: IINPICH,INA

.

ANO NQ 4lug/ml 2 ug/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 ug/ml ~16 uy/ml

1977

1978

188

523

5 2,7

14 2,7

21 11,3

52 10,0

60 32.0

151 29,0

73 38,9

183 35,1

75 39.9

193 37,0

188 100

523 100

1979

1980

931

965

18 1,9

27 2,8

84 9,0

93 9,6

267 28,7

292 30,2

355 38.2

359 37,2

386 41,5

368 38,1

931 100

965 100

1981
1982

655
880

21 3,2
47 5,3

66 10,0
164 18,7

192 29,3
376 42,8

233 35,6
411 46,8

239 36,5
413 47,0

655 100
880 100

1983
1984

1985
1986

‘rUrAL

1058
982

935
776

7893

222,1
22 2,2

148 14,0
133 13.5

393 37,1
355 36,2

455 43,0
416 42,4

475 44,9
419 42,7

1058 100
982 100

12 1,3
8 1,0

60 6,4
60 7,7

242 25,9
22 29,1

330 35,3
294 37,8

343 36,7
299 38,5

935 100
776 100

196 2,5 881 11,2 2554 32,4 3109 39,4 3210 40,7 7893 100

AN’fllilaflafl QARBFNICfl1INA.

ANO NQ 464 uy/ml 128 uy/ml 256 uy/ml >256 ug/mlI

1001977 188 90 47,9 90 47,9 91 48,4 188
1978 523 238 45,5 240 45,9 245 46,8 523 100

1979 931 418 44,9 428 46,0 440 47,3 931 100
1980 965 417 43,2 425 44,0 444 46,0 965 100

1981 655 245 37,4 257 39,2 275 42,0 655 100
1982 880 421 47,8 426 48,4 441 50,1 880 100

1983 1058 493 46,6 509 48,1 524 49,5 1058 100
1984 982 444 45,2 449 45,7 456 46,4 982 100

1985 935 337 36,0 354 37,8 365 49,0 935 100
1986

1~TAL

776

7893

352 45,4 364 46,9 372 47,9 776 100

3455 43,8 3542 44,9 3653 46,3 7893 100
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TABlA 2.- E. cali: % acumulativo de sensibilidad a cvncentraciones criticas

.

ANTIBIOPIcD: eEF~ZcLTNA.

ANO NS 6 1 uy/ini 2 uy/ml 4 ug/ml 8 ug/ml 16 uy/ml 32 ug/nl >32 uy/ml

1977 188 55 29,3 110 58,6 149 79,3 163 86,7 174 92,6 180 95,8 188 100
1978 523 165 31,6 331 63,3 436 83,3 468 89,5 491 93,9 505 96,6 523 100

1979 931 247 26,5 546 58,6 702 75,4 781 83,9 847 91,0 883 94,9 931 100
1980 965

1981 655

320 32,2 561 58,2 741 76,9 830 86,1 899 93.2 931 96,5 965 100

245 37,4 392 59,9 530 80,9 573 87,5 615 93,9 633 96,6 635 100
1982 880 283 32,1 552 62,7 730 83,1 802 92,1 838 96,2 856 97,3 880 100

1983 1058 463 43,8 774 73,2 892 84,3 967 91,4 1014 95,8 1034 97,7 1058 100
1984 982 397 40.4 708 72,1 843 85,9 911 92,8 951 96,9 965 98,3 982 100

1985 935 220 23.5 554 59,2 774 82,7 862 92,1 899 95,9 915 97,9 935 100
1986 776 205 26,4 490 63,1 636 81,9 688 88,6 735 94,7 763 98,3 776 100

TOrAL 7893 2600 32,9 5018 63,5 6435 81,5 7045 89,2 7463 94,5 7665 97,1 7893 100

M4TIBIOFIOJ: ~FAPWUX3L.

ANO NS .~l uy/ml 2 ug/ml 4 ug/rnl 8 ug/ml 16 ug/ml 32 ug/nl >32 ug/ml

1977 188 98 52,1 128 68,1 146 77,7 160 85,1 171 91,0 179 95.2 188 100
1978 523 230 44,0 314 60,1 381 72,1 426 81,5 456 87,2 488 93,3 523 100

1979 931 492 52,8 650 96,8 716 76,9 781 83,9 832 89,4 885 95,1 931 100
1980 965 456 47,2 628 65.0 749 77,6 835 86,5 890 92,2 929 96,3 965 100

1981 655 319 48,7 421 64,2 506 77,2 566 86,4 596 91,0 629 96,0 655 100
1982 880 488 55,4 624 70,8 717 81,4 785 89,1 828 94,0 854 97,0 880 100

1983 1058 645 61,0 786 74,3 884 83,6 957 90,5 1001 94,6 1027 97,1 1058 100
1984 982 557 56,7 705 71,8 822 88,7 892 90,8 926 94,3 958 97,6 982 100

1985 935 421 45,0 593 63,4 744 79,5 838 89,6 891 95,3 914 87,8 935 100
1986 776 362 46.7 472 60,9 615 79,3 694 89,5 731 94,2 754 97,2 776 100

IOTA!, 7893 4068 51,5 5721 67,4 6280 79,6 6934 87,9 7322 92,8 7617 96.5 7893 100

188-
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TABLA 3.- E. wli: % ac¡mnulativo de sensibilidad a ancentraciones críticas

.

»fl’IBIOflXfl: cEFOXrL’INA.

ANO NQ ~ ug/ml 2 ug/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ml >32ug/ml

1977 188 27 14,4 226 67,1
1978 523 71 13,6 345 66,0

171 91,0
453 86,6

178 99,7
481 92,0

183 97,4
506 96,8

185 98,5
512 97,9

188 100
523 100

1979 931 132 14,2 635 68,2

1980 965 124 12,8 587 60,8

816 87,7

858 88,9

877 94,3

919 95,2

905 97,3

943 97.7

912 98,0

947 98,1

931 100

965 100

655 100
880 100

1981 655 124 18,9 452 69,0
1982 880 158 18,0 607 69,0

1983 1058 270 25,5 752 71,1
1984 982 125 12,8 652 66,5

592 90,4
827 94,0

630 96,2
864 98,3

644 98,3
872 99,2

646 98,6
875 99,5

1006 95,1
911 82,9

1035 97,8
947 96,5

1051 99,3
970 98,8

1052 99,4
974 99,2

1058 100
982 100

1985 935 130 13,9 657 70,3

1986 776 70 9,0 435 56,1

TOTAL 7893 1231 15,6 5248 66,5

870 93,1

680 87,7

916 98,0

730 94,1

924 98,9

749 96,5

929 99,4

772 99,5

935 100

776 100

7184 91,0 7577 96,0 7747 98,2 7804 98,9 7893 100

ANTIBIOI’IW: CENYI!fiXINA.

ANO NQ ~O, lug/ml ~ 1 uy/ml 2 ug/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 ug/ml 32 uy/ml

1980 965 858 88,9 951 98,6 958 99,3 963 99,8 964 99,9 964 99,9 965 100

1981 655 590 90,1 634 96,8

1982 880 812 92,3 878 99,8

1983 1058 959 90,6 1047 98,9

1984 982 918 93,5 978 99,6

643 98,2

881 99,9

650 99,3

882 100

653 99,7 655 100

1054 99,6

980 99,8

1058 100

982 100

1985 935 886 94,8 931 99,6

1986 776 664 85,6 748 96,4

934 99,9

769 99,1

935 100

773 99,6 775 99,9 775 99,9 776 100

TOTAL 6251 5687 91,0 6167 98,7 6217 99,5 6241 99,9 6247 99,9 6249 99,9 6251 100
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TABLA 4.- E. coli: % aciajiativo de sensibilidad a ocaxtraclones críticas

.

ARflBIOFI~: cEE9!AZIDI!a.

ANO NQ ~0,1ug/ml Sí uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ml

1981 327 223 68,2 317 96,9 322 98,5 325 99,4 326 99,7 326 99,7 327 100
1982

1983

880 595 67,7 876 99,6

1058 821 77,6 1045 98,7

879 99,9 880 100

1051 99.3 1056 99,8 1058 100
1984 982 690 70,3 964 98,2 976 99,4 981 99,9 982 100

1985 935 643 68,8 925 99,0 928 99,3 934 99,9 935 100
1986 776 439 56,6 748 96,4 759 97,8 772 99,5 775 99,9 775 99,9 776 100

TOrAL 4958 3411 68,8 4875 98,3 4915 99,1 4948 99,8 4956 99,4 4956 99,4 4958 100

ANTIBIancn: IZTREXIUMI.

ANO NQ $0, lug/ml ,$1 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 ng/ml 32 uy/ml

1983 1058 1007 95,1 1049 99,1 1054 99,6 1057 99,9 1058 100
1984 982 913 93,0 966 98,4 979 99,7 981 99,9 982 100

1985 935 879 94,0 927 99,1 934 99,9 934 99,9 935 100
1986 776 695 89,5 746 96,1 769 99,1 772 99,5 775 99,9 776 100

‘rUTA!, 3751 3494 93,1 3688 98,3 3756 99,6 3744 99,8 3750 99,9 3751 100

ANTIBIOflO): ?CXAIACTAM.

ANO N9 ~0,1ug/ml ~1 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ml

1980 965 710 73,6 949 98,4 957 99,2 962 99,7 963 99,8 965 100

1981 655 521 79,6 635 97,0 643 98,2 649 99,1 650 99,3 653 99,7 655 100
1982 880 720 81,8 872 99,8 879 99,9 879 99,9 880 100

1983 1058 833 78.7 1051 99,3 1054 99,6 1056 99,8 1058 100
1984 982 859 87,5 980 99,8 981 99,9 982 100

1985 935 712 76,1 932 99.7 935 100
1986 776 563 72,6 749 96,6 768 99,0 772 99,5 775 99,9 775 99,9 776 100

TOrAL 6251 4918 78,7 6174 98,8 6217 99,5 6235 99,8 6243 99,9 6248 99,9 6251 100

-190-
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2.2 Esclierichia cali: Distribución de aislamientos para cada

concentración de antimicrobiano. FIGURA 1

.

CarbenicilinaAmpicilina

tjg/ml Mg/ml

Cefazolina Cefamandol

•i os o~ 1 6 4 6

Mg/ml

00:

Cefoxitina

• U 16 *4 tO *50 ‘*55

pg/ml

o.’ o a ‘ E U 31 04 tU

Mg/ml
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2.2 Escherichia coli: Distribución de aislamientos para cada
concentración de antimicrobiano. FIGURA 2

.

Cefotaxima

Aztreonam

Geftazidima

Moxalactam

Mo/ml vg/ml

0.01 0.03 0.0* 0.’ 02 0.4 0 2 4

Mo/ml
0.03 0.0* 0.1 0.2 0.6 0 3 4 6 U 32 64

Mg/ml
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2.3 Escherichia cali: Puntos críticos de sensibilidad-resis

—

tencia a antibióticos betalactSmicos. TABLA 5A.

Antimicrobiano Ecuación Moda A.máx PCSM A.inflx A.95% PCRM

Atupícilina 32 Grado 4 1,01 2 5,47 6,9 8
Carbenicilina 32 Grado 8 9,93 8 45,68 46,93 32

Cefazolina 32 Grado 2 1,46 1 15,66 19,53 16
Cefamandol 32 Grado 1 1,30 1 14,27 15,95 16

Cefoxitina 32 Grado 2 1,67 2 10,06 11.14 8

Cefotaxima 32 Grado 0,06 0,04 0,06 0,19 0,21 0,2

Ceftazidíma 32 Grado 0,1 0,11 0,1 0,77 0,65 0,5

Aztreonam 32 Grado 0,03 0,03 0,03 0,15 0,12 0,2
Moxalactam 32 Grado 0,06 0,06 0,06 0,68 0,53 0,5

a a =

2.4 Escherichia cali: Fenotipos de resistencia microbiológica
y clínica a antibióticos betalactgaicos. TABLA 5B.

Antibióticos betalact5micos Fenotipos <%)

N2 AMP CAR CFZ CFM FOX TAX CAZ AZT ¡<OX Microbiol. Clínica

1 5 5 5 S 5 5 5 5 5 39,4% 39,4%
2 R R 5 5 5 5 5 5 5 54,2% 52,3%
3 R R 5 R 5 5 5 5 5 1,4% 1,4%

4 R R R R 5 5 5 5 5 1,3% 1,4%
5 R 1? R R R 9 5 5 3 <1% <1%
6 R R R R 5 14 14 14 5 <1% <1%
7 R R R R R R R U U <1% --
8 U 5 5 5 5 5 5 5 8 41% 1,2%
9 14 5 R 5 5 5 5 5 5 <1% 2,8%

10 R 3 R 5 14 5 5 5 5 <1% <1%
11 R 5 R 14 14 14 14 14 U 1,9% --

2.5 Escheríchía cali: Evolución de la sensibilidad a antibió

ticos betalactámicos. TABLA 5C.

Antimicrobiano Concentración Coeficiente de correlación (r>

Ampicilina 2 uy/ml - 0,06786

8 uy/ml + 0, 19532
Carbenicilina 464 uy/ml - 0,29963

>256 uy/ml + 0,01756
Cefoxitina 2 uy/ml + 0,24202

8 uy/ml - 0,01846
Cefotaxima $0,1 uy/ml + 0,52172

ng/ml — 0,06665
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2.6 Escberichia coli: Perfil de sensibilidad a antibióticos

betalactámicos en cepas con diferente nivel de producción
de betalactamasa TEM-1. TABLA 6

.

CMI <uq/nil>

Rango CHI90 Moda

Ampicilina
Carbenicilina
‘ricarcilina

Aziocilina
Mezíacilina
Piperacilina
Temocilina

Ajuoxicilina/A. clavulán.
Ampicilina/Sulbactan
Piperacilina/Tazobactam

Cefalotina
Cefazolina
Cefamandol
CeEuroxima
CeEoperazona
Cefoxitina
Cetotetan
CeEminos

CeEotaxina
Ceftizoxina
Ceftriaxona
Cefpiroma
Ceftazidinia
Moxalactam
Aztreonau¡
Carumonas
1mipenen
Meropenem

Actividad betalactamasa
t

4/2 — 512/256

8/4 — >512/256

2/1 — 256/128

8 — >512

2 — >512
1 — >512

1— 8
0,2 - 64

0,5 — 8

~0,1 — 1

60,1— 2

$0,01 — 0,2
~O,O1 — 0,1

40,01 — 0,1

$0,01 — 1

~<0,01 — 0,5

~0,01 — 0,1

~0,01 — 0,1

¿0,01 — 0,1

~0,01 — 0,1

40, 0 1

7 — 143,7

ANTIMICROBIANO

>1
>1

1024
64
32

2

024
024
024

— >1024

— >1024

— >1024

— 16

>10 24
>1024
>1024
>10 24
>1 0 2 4
>1 0 2 4

8

>1 0 24
>1 0 24
>1 0 24

>1 0 2 4
512

256
8

32/16

128/64
16/8

128
64
64
8
32
4

0,2

0,5

0, 06
0, 06
0, 06

0,5
0,2
0.1
0,06
0, 03
0,1

0 1

8/4
64/3 2
8/4

64
16
8
4
4

2

£0. 1

0,2

0,03

0,03
0, 03

0,06
0,1
0,06
0, 03

$0 , 0 1

0,06

0 1

28,54

* nmoies/sg/mg proteína.
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2.7 Esclierichia coíi:

betalactámicos en
de betalactamasa

Perfil de sensibilidad a

cepas con diferente nivel

antibióticos

de producción
OXA-1. TABLA 7.

CMI Cug/ml>
ANTIMICROBIANO

Rango CMIg0 Moda

Aspicilina 512 >1024 1024 512

Carbenicilina 1024 51024 >1024 1024
Ticarcilina 512 >1024 1024 1024
Azlocilina 512 >1024 1024 1024
Mezlocilina 64 >1024 512 256
Piperacilina 64 >1024 256 128
Temoci lina 2 16 8 4

Amoxicilina/A. clavulán. 8/4 - 32/16 32/16 16/8
Aspicilina/Sulbactam 32/16 — 64/32 32/16 32/16

Piperacilina/Tazobactam 16/8 - 64/32 32/16 16/8

Cefalotina 8 - 32 32 16
Cefazolina 2 - 32 16 8
Cefaaandol 0,5 - 8 4 1
Cefuroxima 4 - 32 32 8

Cefoperazona 0,06 - 16 8 1
cefoxitina 1 - 4 2 2

Cefotetan $0,1 - 1 0,2 $0,1
Cefuinox ¿0,1 - 2 0,5 0,2

Cefotaxima ~0,01 — 4 2 0,5
Ceftizoxima ~0,01 - 4 2 0,5
Ceftriaxona $0,01 - 2 1 0,2
Cefpiroma 0,5 - 16 16 4

Ceftazidima ¿0,01 — 0,06 0,06 0,03

Moxalactas $0.01 - 1 0,5 0,1
Aztreonam $0,01 — 0,03 0,03 0,03
Carumonan ~0,01 — 0,03 40,01 SO,Ol
Imipenea so.oi — 0,1 0,1 0,06

Meropenem 40,01 £0,01 $0,01

Actividad betalactauuasa* 0,1 - 10,6 4,78

195

* nmoles/sg/mg proteína.
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2.8 Escberichia coli: Perfil de sensibilidad a antibióticos
betalact&aicos en cepas con diferente nivel de producción

de betalactamasa cromosómica. TABLA 8.

CMI (uq/ml)
ANTIMICROBIANO

Ranqo CMIq0 Moda

Ampicilina 4 - 512 128 64

Carbenicilina 4 - 32 32 8

Ticarcilina 2 - 32 32 16
Aziocilina 8 - 256 128 32

Mezíacilina 1 - 64 64 16
Piperacilina 1 - 64 64 16

Temocilina 2-8 4 2

A,noxicilina/A. clavul5n. 2/1 - 64/32 64/32 32/16

Ampicilina/Sulbactaun 4/2 - 32/16 32/16 16/8

Piperacilina/Tazobactaun 2/1 - 32/16 16/8 16/8

Cefalotina 16 — >512 >512 512
Cefazolina 4 - 512 256 128
Cefamandol 1- 64 32 8

Cefuroxima 8- 32 32 16
Cefoperazona 0,06 - 4 2 0,5
Cefoxitina 1 - 32 32 16
Cefotetan $0M- 4 2 1
Cefminox 0,5- 16 8 4

Cefotaxima 40,01 - 4 4 1
Ceftizoxima 40,01 - 2 2 0,5
Ceftriaxona stoi - 2 4 0,5
Cefpirouna $0,01 — 0,03 0,03 ~0,01
Ceftazidima 0,06 - 8 8 2
Moxalactaun 40,01 - 2 1 0,5

Aztreonan’ jO,01 - 4 4 2

Caruinonas $0,01 - 2 2 1
Iznipeneun ~0,01 — 0,2 0,1 0,06
Meropenea ,~0,01 0,01 40,01

Actividad betalactauasa
t O - 7,3 5,15

* nmoles/sg/mg proteína.
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Figura 3.— E. coli: Correlación entre la sensibilidad a anti

—

bióticos betalactámicos y la producción de diferen-ET
1 w
333 704 m
493 704 l
S
BT


tes niveles de betalactanasa OXA—1 y cromosónica

.

E. coil: ¡3-lactamasa OXA-1

32 CM¡ (las/mi) -1- + Cefuraxima

CeIpirama

* Gefotaxima

Cefox it ¡ na

*

A A A Aztreonam
Celtazidima

3 6 9 12

actividad específica (nmol/s/mg)

E. coil: Il-lactamasa cromosómica

0 3 6 5 12

actividad específica (nmol/s/mg)

-1- +

e

4

0,5

0,1

0

CM~ Cus/mi) Cefuroxima
O efox¡tina

32

5

2

0,5

0,1

Geltazidima
Aztreonam
Cefotaxima

Celpiroma
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2.9 Escherichia coli: Patrón diferencial de sensibilidad de

los fenotipos productores de betalactamasas crofosómica

,

OXA-1 y TEM-1. TABLA 9A

.

CMI MODA <ng/mí)
ANTIMICROBIANO

CROMOSOMICA

NIVEL BAJO

CROMOSOMICA
HIPERPRODTJC.

OXA -1 TEM-1

Ampicilina
Carbenicilina
Piperacilina

Temocilina
Amx/A. clavul.

Cefalotina
Cefuroxima
Cefoperazona

Cefoxitina

Cefotetan

cefotaxima
Cefpiroma
Ceftazidima
Aztreonani

Imipenes
Meropenea

2.10 Esclierichia coil: Efecto inóculo en cepas con diferente
nivel de producción de betalactamasas cromosómica, OXA—1
y TEM-1. TABLA 9B.

Betalactamasa

CMI <ng/mi)

Cefotaxima Cefpiroma Celtazidima Aztreonam
ío-’ la’ ío~ 10’ 10~’ lo’ i03 10’

[T77’j 40,01 0,03 [7~WTW¡ [ETffT]

0,03 0,06 ¡ ......8J ¡.....2...........A..J

r7w7r~i1 1BW1 0.03 0,06 40.01 0,03
~~jJ Lj~j~J 0,06 0,2 0,03 0,1

Tipo Nivel

Cromos Bajo

Cromos Alto

OXA—1 Bajo
OXA—1 Alto

TEM—1 Bajo

TEM—1 Alto

0,03 0,1 0,03 0,06 0,06 0,1 .&0,01 0,03
0,06 0,5 0,06 0,5 0,1 0,2 0,06 0,06

2
4

2
2

2/1

8
4

0,1
2

S~, 1

40 • 01
~0, 01
.$0, 01
.fO, 01

0,06

so, oí

64
8

16

2
32/16

2
16
2
16
2

1
O, 03

Li
0,1

so. 01

512
1024

128

4
16/8

16
16
1
2

50, 1LII
0,03
0,03

0.06
40, 0 1

>1024
>1024

256
4

8/4

64
4

4
2

40 , 1

0,03
0,06
0,1
0,03

0, 06

.60,01
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Figura 4.— lEE de extractos crudos de E. colí con betalactamasas
TEM-1, OXA-1 y cromosómicas

.

4A. -

4B. -

4A: Lineas 1 y 14: Mioglobina A/Citocraao C; Línea 2: E. cali

J53 <R6K) <TEM—1, pI 5.4); Lineas 3.4,6,8—13: E. coJA TEM—1
Línea 5: E. ccli 1527E <RGM 238) COXA—1, pI 7.4); Línea 7:
E. coli OXA-1.

4B~ Lineas 1 y 15: Mioglobina A/Citocroao C; Línea 2: E. ccli

J53 (RiOlO) CSHV—1. pI 7.6); Línea 3~ E. cali 1527E <RGM
238) (OXA—1. pI 1.4); Líneas 4.5,12,13: E. coli TEH—1; Li-
neas 6—9: E. ccli Lía croaosóaica; Línea 10: E. cali TEN—1
+ fila cromosómica; Línea 11: E. coli J53 <RER) (TEM-1. pI

12 3 4 5 6 78 91011 12131415

1 2 3 4 5 6 78 9 1011121314

5.4).
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Figura 5~- Inactivación de cefpiroma <superior) y cefotaxima

(inferior) por extractos crudos de E. ccli sin di—

luir y diluidos: 1/2. 1/4 y 1/8. con ala OXA—1.

<Test de Masuda).
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3.1 Sabinnella s~y. % ac¡nlativo de sensibilidad a concentraciones críticas

.

TABlA 10

.

ANTIBIOflXfl: AMPICfl.fliA.

ANO

1977
1978

N9

44
128

41 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml >16 uy/ml

9 20,5
31 24,2

39 88,7
111 86,7

41 93,2
114 89,0

41 93,2
115 89,8

42
115

95,5
89,8

44 100
128 100

1979
1980

156
173

38 24,4
34 19,6

139 89,1

149 86,1

143 91,7

157 90,7

144 92,3

159 91,9

145

160

92,9

92,5

156 100

173 100

1981

1982

228

218

55 24,1

48 22,0

214 93,8

184 84,4

224 98,2

197 90,4

225 98,7

197 90,4

225

158

98,7

90,9

228 100

218 100

1983
1984

1985
1986

343
287

302
285

78 22,7
51 17,8

297 86,5
260 90,6

322 93,8
264 92,0

322 93,8
265 92,3

325
265

94,7
92,3

343 100
287 100

7324,2
39 13,7

284 94,1
257 90,2

294 97,4
263 92,3

297 98,4
263 92,3

297
263

98,4
92,3

302 100
285 100

‘rUrAL 2164 456 21,1 1934 89,4 2019 93,3 2028 93,7 2035 94,0 2164 100

ARFIBIOflcfl

:

QARB»4ICILIINA.

ANO N9 464 uy/ml 128 uy/ml 256 uy/ml >256 uy/ml

1977
1978

44
128

42 95,5
114 89,1

42 95,5
115 89,9

42 95,5
115 89,9

44 100
128 100

1979

1980

156

173

145 92,9

160 92,5

145 92,9

160 92,5

145 92,9

160 92,5

156 100

173 100

1981
1982

228
218

225 98,7
198 90,8

225 98,7
199 91,3

225 98,7
199 91,3

228 100
218 100

1983
1984

343
287

324 94,5
265 92,3

325 94,8
265 92,3

325 94,8
265 92,3

343 100
287 100

1985
1986

302
285

297 98,3
263 92,3

297 98,3
263 92,3

297 98,3
263 92,3

302 100
285 100

IOTAL 2164 2033 93,9 2036 94,0 2036 94,0 2164 100

201 —
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TABLA 10-- Sabinnella Sg>: % acwmdativo de sensibilidad a concentracionescriticas

.

MlrlLBIoncn: MIPICIIAINA.

ANO

1977
1978

N9

44
128

41 vg/ml 2 vg/ml 4 ut/ml 8 vg/ml 16 vg/ud >16 ug/nd

920,5
31 24,2

3988.7
111 86,7

4193,2
114 89,0

4193,2
115 89,8

4295,5
115 89,8

44 100
128 100

1979

1980

1981

1982

156

173

228

218

38 24,4

34 19,6

139 89,1

149 86,1

143 91,7

157 90,7

144 92,3

159 91,9

145 92,9

160 92,5

156 100

173 100

55 24,1

48 22,0

214 93,8

184 84,4

224 98,2

197 90,4

225 98,7

197 90,4

225 98,7

158 90,9

228 100

218 100

1983

1984

343

287

78 22,7

51 17,8

297 86,5

260 90,6

322 93,8

264 92,0

322 93,8

265 92.3

325 94,7

265 92,3

343 100

287 100

1985

1986

302

285

73 24.2

39 13,7

284 94,1

257 90,2

294 97,4

263 92,3

297 98,4

263 92.3

297 98,4

263 92,3

302 100

285 100

TOTAl 2164 456 21,1 1934 89,4 2019 93,3 2028 93,7 2035 94,0 2164 100

AwniBIarIah ~2RB»UCThINA.

ANO NQ S64 uy/ml 128 uy/ml 256 uy/nl >256 uy/nl

1977
1978

44
128

42 95,5
114 89,1

42 95,5
115 89,9

42 95,5
115 89,9

44 100
128 100

1979

1980

156

173

145 92,9

160 92,5

145 92,9

160 92,5

145 92,9

160 92,5

156 100

173 100

1981

1982

228

218

225 98,7

198 90,8

225 98,7

199 91,3

225 98,7

199 91,3

228 100

218 100

1983

1984

343

287

324 94,5

265 92,3

325 94,8

265 92,3

325 94,8

265 92,3

343 100

287 100

1985
1986

302
285

297 98,3
263 92,3

297 98,3
263 92,3

297 98,3
263 92,3

302 100
285 100

TOTAL 2164 2033 93,9 2036 94,0 2036 94,0 2164 100
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TABLA 11.- Sabinuella sg>: % acisilativo de sensibtlidad a concentraciones críticas

.

MgTIBIOflOJ: OEPAzcLna.

ANO NQ ¿1 vg/ud 2 vg/ml 4 vg/ud 8 vg/ml 16 vg/ml 32 vg/ml >32 vg/ud

1977 44 9 20,5 37 84,1 43 97,7 43 97.7 44 100
1978 128 22 17,2 112 87,5 119 93,0 124 96,9 127 99,2 128 100

1979 156 24 15,4 132 84,6 147 94,2 150 96,1 154 98,7 156 100
1980 173 29 16,8 153 88,5 161 93,1 164 94,8 168 97,1 171 98,8 173 100

1981 228 42 18,4 210 92,2 226 99,2 227 99,6 228 100

1982 218 61 18,1 209 96,0 213 97,8 214 98,2 217 99,6 217 99,6 218 100

1983 343 95 27,7 298 86,9 329 95,9 342 99.7 343 100
1984 287 70 24.4 272 94,9 278 97,0 279 87,3 286 99,7 286 99,7 287 100

1985 302 40 13,2 289 95.7 301 99,7 302 100
1986 285 36 12,6 261 91,5 282 98,9 284 99,6 285 100

2164 100TOTAL 2164 428 19,8 1973 91,2 2099 97,0 2129 98,4 2154 99,5 2160 99,8

AwrIBIanal): CEPAWiIX)L.

AO NQ ¿1 uy/nl 2 uy/ml 4 uy/nl 8 uy/ml 16 uy/nl 32 uy/ml >32 ng/nl

1977 44 40 90,9 42 95,4 43 97,7 44 100
1978 128 113 88.3 117 91,4 120 93,7 123 96,0 125 97,6 127 99,2 128 100

1979 156 132 84,6 142 91,1 148 94,9 153 98,2 154 98,8 155 99,4 156 100
1980 173 151 87,3 155 89,6

1981 228 205 89,9 218 95,6

161 93,1 164 94,8 165 95,4 169 97,7 173 100

225 98,7 228 100
1982 218 94 89,0 204 93,5 212 97,2 214 98,1 216 99,0 217 99,5 218 100

1983 343 313 91,2 329 95,9 342 99,7 343 100
1984 287 266 92,8 274 95,6 277 96,6 279 97,3 280 97,6 236 99,7 287 100

1985 302 291 96,3 299 98,9 301 99,6 302 100

1986 285 261 91,6 271 95,2 283 99,4 284 99,7 285 100

TOTAL 2164 1966 90,8 2051 94,7 2112 97,6 2134 98,6 2142 99,0 2156 99,6 2164 100
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TABLA 12.- Salaxiella sg>: % acarniativo de sensibilidad a concentraciones criticas

.

ANflBIO’r1a3: CEFOflTINA.

ANO NQ .~1 uy/nl 2 uy/ml 4 uy/nl 8 uy/ml 16 uy/ml

1977

1978

44

128

7 15,9

25 19,5

34 77,3

107 83,6

42 95,5

123 96,1

44 100

128 100

1979

1980

1981
1982

156

173

228
218

31 19,9

33 19,1

141 90,4

141 81,5

153 98,1

169 97,7

155 99,4

172 99,4

156 100

173 100

49 21,5
44 20,2

193 84,6
191 87,6

224 98,2
218 100

227 99,5 228 100

1983

1984

1985

1986

343

287

302

285

62 18,1

39 13,6

307 89,5

257 89,5

342 99,7

283 98,6

343 100

287 100

45 14,9

35 12,3

246 81,5

235 82,5

296 98,1

281 98,6

302 100

284 99,7 285 100

TOTAL 2164 370 17,1 1852 85,6 2131 98,5 2160 99,8 2164 100

ArrIBIanaJ: cEpurAnla.

Ao N2 *0, 1 uy/ml 41 uy/ml

1980

1981
1982

173

228
218

160 92.5 173 100

206 90,3
209 95,9

228 100
218 100

1983
1984

343
287

297 86,6
268 93,4

343 100
287 100

1985
1986

302
285

287 95,0
258 90,5

302 100
285 100

IO~AL 1836 1685 91,8 1836 100
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TABLA 13.- Sabrmella sg>: % acimilativo de sensibilidad a concentraciones críticas -

M<flBTUflXL: CEFTAZIDfla.

AÑO NQ $0,1 uy/ml ¿1 uy/nl

1981 146 33 22,6 146 100
1982 218 64 29,3 218 100

1983 343 82 23,9 343 lOO
1984 287 56 19,5 287 100

1985 302 61 20,2 302 100
1986 285 63 22,1 285 100

TOTAL 1581 359 22,7 1581 100

ANnBIorIo3: PZTEEXMAM.

ANO N9 ¿0.1 uy/ini El uy/ml

1983 343 202 88,0 343 100

1984 287 259 90,2 287 100

1985 302 269 89,1 302 100
1986 285 251 88,1 285 100

TOTAL 1217 1081 88,7 1217 100

AMflBIOTXL: JCXALACTAM.

ANO NQ 10.1 ng/ml 11 vg/ml

1980 173 155 89,6 173 100

1981 228 205 89,9 228 100
1982 218 185 84,9 218 100

1983 343 301 87,7 343 100

1984 287 265 92,3 287 100

1985 302 256 84,8 302 100
1986 285 250 87,7 285 100

TOTAL 1836 1617 88,1 1836 100
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3.2 Salmonella spp: Distribución de aislamientos para cada

concentración de antiajerobiana. FIGURA 6

.

Carbenic¡Iina
‘O

SO

CO

40

80

CO

lo

* 4 5 t 82 84 flC 14. >4.4
pg/ml

Cefazolina

80

‘O

80

80

40

So

SO

lo

U 5 4. SS U 5* 84 fI 4.6 Bfl W*4 t24

ug/mI

Gefamandol

Resultados

Ampicilina
Co

70

80
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40

So
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O.’ OS 0.6 1

* e . 82 84 ml 54.
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01 0.5 ¶ * 5 8 U >2 8*
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3.2 Salmonella spp: Distribución de aislamientos para cada

concentración de antinicrobiano. FIGURA 7

.

Cefotaxima
80

40
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0.007 0,00 0.03 0.04 0.1 0.2 0.8
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40
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3.3 Salmonella spp: Puntos críticos de sensibilidad—resisten-ET
1 w
220 697 m
512 697 l
S
BT


cia a antibióticos betalact5micos. TABLA 14A.

Antiaicrobiano Ecuación Moda A.a5x PCSM A.inf lx A.95% PCRM

Ampicilina 32 Grado 2 1,28 1 11,79 9,44 8

Carbenicilina 39 Grado 8 3,13 4 64,70 35,27 32

Cefazolina 32 Grado 2 1,26 1 10,68 9,99 8

Cefamandol 32 Grado 1 0,78 1 5,42 3,86 4
Cefoxitina 22 Grado 2 1,98 2 — 10,93 8

Cefotaxima 22 Grado 0,06 0,07 0,06 — 0,24 0,5

Ceftazidima 22 Grado 0,20 0,19 0,2 - 0,62 1
Aztreonam 22 Grado 0,06 0,08 0,06 — 0.34 0,5

Moxalactan 22 Grado 0,06 0,08 0,06 — 0,34 0,5
=

3.4 Salmonella spp: Fenotipos de resistencia microbiológica

y clínica a antibióticos betalact4micos. TABLA 14B.

Antibióticos betalact5micos Fenotipos (%)

142 AMP CAR CFZ CFM FOX TAX CAZ AZT MOX Microbiol. Clínica

1 S S 8 8 8 S 8 8 8 93,7% 93,7%

2 R R 8 8 8 8 8 8 8 3,9% 5,3%

3 R R 8 R 8 8 8 8 8 <1% <1%

4 R R R R 8 8 S 8 8 1,4% (1%
5 R 8 R R R R R R R 0,2% --

3.5 Salmonella spp: Evolución de la sensibilidad a antibióti

cos betalact5micos. TABLA 14C.

Antimicrobiano Concentración Coeficiente de correlación (r)

Aunpicilina 41 uy/ml - 0,45613

8 uy/ml + 0,33187

Carbenicilina ~
64 uy/ml + 0, 18265

>256 vg/ml + 0, 18265
Cefoxitina 2 uy/ml + 0,23177

8 uy/ml — 0,64253
Cefotaxima SO~ 1 uy/ml + 0,02182

41 uy/ml + 0,02182
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I~suItados

4.1 múqelTh sg>: % acumilativo de

TABLA 15

.

sensibilidad a concentraciones críticas.

ARIYIBIOflOJ: MEPICfl.INA.

ANO

1977
1978

NQ

12
48

síug/ml 2 uy/ml 4 uy/ud 8 uy/ml 16 uy/ml >16 uy/ml

1 8,3
3 6,2

2
21

50,0
43,8

9 75,0
31 64,6

9 75,0
32 66,7

9 75,0
32 66,7

12 100
48 100

1979
1980

64
76

2 3,1
2 2,6

27
13

42,2
17,1

41 64,1
19 25,0

41 64,1
19 25,0

41 64,1
19 25,0

64 100
76 100

1931

1982

38

91

2 5,3

1 1,1

3

3

23,7

3,3

13 34,2

5 5,5

13 34,2

6 6,6

13 34,2

7 7,7

38 100

91 100

1983
1984

36
17

1 2,8
0 0

7
7

22,2
41,2

12 33,3
9 53,0

12 33,3
9 53,0

12 33,3
9 53,0

36 100
17 100

1985
1986

1
10

1
1 10,0

2
2 20,0

2
2 20,0

2
2 20,0

2
2 20,0

1
10 100

TOTAL 401 13 3,2 98 24,4 144 35,9 146 36,4 147 36,7 401 100

ANFIBIOIYI~

:

cARWUCILINA.

ANO NQ ~
64 uy/ml 128 uy/ml 256 uy/ml >256 uy/ml

1977
1978

12
48

9 75,0
32 66,7

9 75,0
32 66,7

9 75,0
32 66,7

12 100
48 100

1979
1980

1981
1982

64
76

38
91

41 64,1
19 25,0

41 64,1
19 25.0

41 64,1
19 25,0

64 100
76 100

13 34,2
8 8,8

13 34,2
8 8,8

13 34,2
8 8,8

38 100
91 100

1983

1984

1985
1936

36

17

9
10

12 33,3

9 52,9

12 33,3

9 52,9

12 33,3

9 52,9

36 100

17 100

2
2 20,0

2
2 20,0

2
2 20,0

1
10 100

TOTAL 401 148 36,9 148 36,9 148 36,9 401 100

— 208 —
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TABLA 16.- Sbigefla sg>: % acaDuiativo de sensibilidad a concentracionescríticas

.

AIIflEIOTRE: CEPAZCXJINA.

ANO NQ 41 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/nl 8 uy/ml 16 uy/nl

1977 12 3 25,0 10 83,3 12 100

1978 48 13 27,1 36 75,0 47 57,9 48 100

1979 64 18 28,1 46 71,8 61 95,2 62 96,8 64 100

1980 76 20 26,3 53 69,8 73 96,1 7598,7 76 100

1981 38 9 23,7 26 68,4 36 94,7 38 100

1982 91 15 16,5 63 69,2 89 97,8 90 98,9 91 100

1983 36 15 41,7 25 69,5 31 86,2 36 100

1984 17 8 47,1 14 82,4 16 94,2 17 100

1985 9 1 5 8 9

1986 10 0 0 5 50,0

TOTAL 401 102 25,4 283 70,6

9 90,0 10 100

382 95,3 397 99,0 401 100

ANTIBIOTICL: CEFMWCOL.

AÑO NQ 41 uy/ml 2 uy/ml

1977 12 6 50,0 10 83,3

4 ng/ml 8 uy/ml 16 uy/ml

12 100
1978 48 31 64,4 41 85,4 47 97,9 47 97,9 48 100

1979 64 38 59,3 54 84,2 62 96,8 63 98,4 64 100

1980 76 43 56,6 61 80,3 74 97,4 75 98,7 76 100

1981 38 2463,1 30 78,9 3694,7 38 100

1982 91 30 33,0 66 72,6

1983 36 22 61,1 28 77,8

84 92,4 90 98,9 91 100

33 91,7 35 97,2 36 100

1984 17 10 58,8 13 76,4

1985 9 5 7

15 88,2 17 100

8 9

1986 10 5 50,0 8 80,0 9 90,0 10 100

TOPAL 401 214 53,4 318 79,3 380 94,8 396 98,8 401 100
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TABLA 17.- Sbiqefla sg>: % acnmlativo de sensibilidad a ocacentracinnes críticas

.

AwrIBIorIa3~ CEFOXITINA.

ANO N2 4 1 ug/znI. 2 ug/rrl 4 ug/mI. 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ml

1977

1978

12

48

4 33,3

19 39,6

11 91,6

44 91,7

12 100

47 97,9 48 100

1979

1980

64

76

25 39,1

25 32,9

61 95,2

66 86,8

63 98,4

74 97,4

64 100

75 98,7 76 100

1981

1982

38

91

13 34,2

35 36,5

35 92,1

84 92,3

37 97,4

89 97,8

38 100

90 98,9 90 88,9 91 100

1983

1984

36

17

15 41,6

7 41,2

34 94,4

16 94,1

36 100

17 100

1985

1986

1

10

3

3 30,0

9

9 90,0

1

10 100

TOrAL 401 149 37,2 368 91,8 394 98,4 399 99,6 400 99,8 401 100

AWI¶IBIOflcL: OEFOFAXD@..

ANO

1980

1981

1982

N2

76

38

91

40,luq/ml 41 uy/ml.

72 94,7 76 100

37 97,4

89 97,8

38 100

91 100

1983

1984

1985

1986

TOTAL

36

17

9

10

277

35 97.2

17 100

36 100

9

9 90,0

1

10 100

267 96,4 277 100



frsalta&s — 211 —

TABLA 18.- Shigefla sg>: % acisilativo de sensibilidad a concentraciones críticas

.

ANTIBIUI’IQ3: cZFI!AZIDINA.

23

91 ¡

21 9~,3]

89 97,8.

23 100

91 100

36

17

34 94,4

15 88,2

36 100

17 100

1

10

9

9 90,0

1

10 100

ANflBIO’i!IQJ: AZfR&14AM.

AÑO

1983

1984

1985

1986

TOTAL 72 71 98,6 72 100

NQ $0,1 uy/nl ¿1 uy/nl

36

17

36 100

17 100

1

10

9

9 90,0

302 100

10 100

1%N’fllBIUI’Tcfl: IcXAIACTAM.

ANO N2 l~0,1 uy/ini ¿1 uy/mi

1980

1981
1982

1983

1984

1985

1986

TOTAL 247 89,2

76 68 89,5 76 100

38

91

33 86,8

82 90.1

38 100

91 100

36

17

32 88,9

15 88,2

36 100

17 100

1

10 100

¡

¡ 10

9

9 90.0¡

277 277 100

ANO NQ 60,1 uy/mV 41 vg/nl

1981

1982

1983

1984

1985
1986

TOTAL 186 175 94,1 186 100
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4.2 Shigella spp; Distribución de aislamientos para cada con-ET
1 w
220 704 m
527 704 l
S
BT


centración de antimicrobiano. FIGURA 8

.
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4.2 Shigella spp: Distribución de aislamientos para cada con-ET
1 w
218 710 m
525 710 l
S
BT

centración de antimicrobiano. FIGURA 9

.

Cefotaxima

Aztreonam

Ceftazidima

Moxalactam

ug/mL

a 0.007 0,01 0.03 408 0.’ 0.2 0.8
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4.3 Shigella spp: Puntos críticos de sensibilidad-resistencia
a antibióticos betalact5inicos. TABLA 19A.

Antimicrobiano

Ampicilina
Carbenicilina

Cefazolina

Cefaznandol

Cefoxitina

Cefotaxima

Celtazidima

Aztreonam

Moxalactam

Ecuación

39 Grado
32 Grado
29 Grado
29 Grado
22 Grado

29 Grado
29 Grado
22 Grado

22 Grado

Moda A.m5x PCSM A,.inflx A..95% PCRM

2

8
2

2
0,06

0, 06
0,03
0,03

0,88
4,41

2, 11
1, 79~

2,08
0,06

0,10

0,04
0,06

4
2

2

2
0, 06

0,1

0,03

0, 06

5,14

25,53

3,83

30, 05
11, 74

6, 96
10,92

0,23

0,30
0,17
0,23

4
32

8
8
8

0,2
0,5

0,2
0,2

= =

4.4 Shigella spp: Fenotipos de resistencia microbiolóqíca y
clínica a antibióticos betalactSmicos. TABLA 19B

.

Antibióticos betalactAmicos Fenotipos (%)

142 AMI’ CAR CFZ CFM FOX TAX CAZ AV~ MOX Microbiol. Clínica

1 8 S S 8 8 8 8 8 8 35,9% 36,4%

2 R R 8 5 3 5 8 8 8 62,2% 63,1%
3 R R 8 R 5 5 3 3 5 <1% ——

4 R R R R 8 S 3 3 3 41% --

5 R 3 R 8 3 3 3 3 3 <1% <1%
6 R 3 R R R R R R R <1% --

a =

4.5 Shiqella spp: Evolución de la sensibilidad a antibióticos
betalact&aicos. TABLA 190.

Antimicrobiano Concentración Coeficiente de correlación <r)

Ampicilina ~<1 uy/mi + 0.08518
4 uy/ml — 0,64577

Carbenicilina ~64 uy/ml + 0,66273

>256 uy/mi + 0,66273
Cefoxitina 2 uy/ml + 0,04104

8 uy/mi

Cefotaxiina 60,1 uy/ml — 0,38267

41 uy/ml — 0,38267
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5.1 Proteus mirabilis: % actumlatiw, de sensibilidad a concentraciones críticas

.

TABLA 20

.

ANTIBIUIYIEXJ: AHPICfljINA.

AÑO N2 41 uy/ml 2 uy/ud 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml >16 uy/ml

1977
1978

63
148

28 44,4
60 40,6

36 57,1
75 50,7

39 61,9
85 57,4

40 63,5
92 62,1

41 65,1
9564,2

63 100
148 100

1979
1980

213
195

88 41,3
80 41,0

120 56,3
102 52,3

129 60,5
111 56,9

131 62,4
118 60,5

138 64,8
120 61,5

213 100
195 100

1981

1982

250

297

83 37,2

118 39,7

117 46,8

143 48,2

127 50,8

157 52,9

134 53,6

163 54,9

138 55,2

166 55,9

250 100

297 100

1983

1984

347

345

134 38,6

133 38,6

176 50,7

184 53,4

200 57,6

198 57,5

207 59,6

205 59,5

215 61,9

213 61,8

247 100

345 100

1985
1986

340
225

161 47,3
101 44,9

191 56,1
145 64,5

204 59,9
153 68,1

208 61,1
154 68,5

213 62,6
157 69,8

340 100
225 100

TOTAL 2423 986 40,7 1289 53,2 1403 57,9 1454 60,0 1496 61,7 2423 100

AwflBhrarIcr: cAflBflOICnMa.

ANO N2 464 uy/ml 128 uy/ud 256 uy/ml >256 uy/ml

1977
1978

1979
1980

63
148

213
195

47 74,6
108 73,0

50 79,4
115 77,7

52 82,5
122 82,4

63 100
148 100

155 72,8
140 71,8

167 78,4
146 74,9

177 83,1
155 79,5

213 100
195 100

1981
1982

1983
1984

1985
1986

250
297

347
345

340
225

186 74,4
214 72,0

191 76,4
219 73,7

153 77,2
226 76,1

250 100
297 100

251 72,3

250 72,5

257 74,0

256 74,3

268 77,2

268 77,7

347 100

345 100

260 76,5
196 87,1

270 79,4
200 88,9

275 80,9
201 89.3

340 100
225 100

TOrAL 2423 1807 74,6 1871 77.2 1937 79,9 2423 100
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TABLA 21.- 1>. mirabilis: % aciujilativo de sensibilidad a concentraciones críticas

.

ANflBIorIa~: cZFAZLLfl¿A.

ANO N2 41 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/nl 8 uy/ml 16 uy/nl 32 uy/ml >32 uy/ml

1977 63 2 3,2 12 19,1 40 63,6 50 79,5 5587,4 57 90,5 63 100
1978 148 4 2,7 28 18,9 93 62,8 115 77,7 122 82.4 130 87,8 148 100

1979 213 4 1,9 27 12,7 123 57,8 160 75,2 172 80,8 184 86,4 213 100
1980 195 9 4,6 25 12,8 113 57,9 146 74,8 160 82,1 170 87,2 195 100

1981 250 8 3,2 38 15,2 143 57,2 181 72,4 197 78,8 207 82.8 250 100

1982 297 11 3,7 39 13,1 154 51,8 196 65,9 225 75,3 246 82,8 297 100

1983 347 11 3,1 50 14,2 194 54,7 232 65,6 262 74,2 279 79,1 347 100

1984 345 11 3,2 31 9,0 204 59,1 249 72,1 272 78,8 291 84,3 345 100

1985 340 3 0,9 14 4.1 19657,6 261 76.7 293 86,1 308 90,6 340 100

1986 225 5 2,2 24 10,6 159 70,6 193 85,7 201 89,3 208 92,4 225 100

TOtAL 2423 68 2,8 288 10,9 1419 58,6 1783 73,6 1959 80.9 2079 85,9 2423 100

ANTIBICYflCU: CEPAMANDOL.

ANO NQ 41 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 ng/ml 16 uy/ml 32 uy/mi >32 uy/ml

1977 63 35 55,6 44 69,9 49 77,8 51 81,0 55 87,3 57 90,5 63 100

1978 148 87 58,8 110 74,3 122 82,4 12$ 84,4 130 87.8 134 90,5 148 100

1979 213 123 57,7 152 71.3 173 81,2 178 83,5 186 87,2 190 89,1 213 100

1980 195 113 57,9 141 72,2 155 79,4 161 82,5 168 86,1 154 89,2 195 100

1981 250 122 48,8 161 64,4 193 77.2 199 79,6 205 82,0 213 85,2 250 100

1982 297 167 56,2 205 69,0 226 76,1 238 80,1 243 81.8 250 84,2 297 100

1983 347 166 47,8 222 63,9 257 74,0 267 76,8 276 79,4 285 82,0 347 100

1984 345 182 52,7 239 69,2 265 76,7 278 80,6 285 82,6 294 85,2 345 100

1985 340 229 65,3 281 82,6 296 87,0 300 88,2 303 89,1 307 90,3 340 100

1986 225 144 64,0 181 80,4 196 87,1 203 90,2 207 92,0 210 93,3 225 100

TOTAL 2423 1368 56.4 1736 71,6 1932 79,7 2000 82,5 2058 84,9 2114 87,3 2423 100
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TABlA 22.- P. mirabilis: % acunulativo de sensibilidad a concentraciones criticas

.

ANTIBIOflcXJ: OSFOXITINA.

ANO NQ ¿1 uy/ml 2 uy/mi 4 uy/ml 8 uy/nl 16 uy/ml 32 uy/nl >32 uy/ml

1977

1978

63

148

4 6,3

13 8,8

21 33,3

50 33,8

59 93,6 62 98,4

133 90,0 143 96,7

63 100

145 98,0 148 100

1979

1980

213

195

8 3,8

19 9,7

69 32,4

63 32,3

194 91,1 207 97,2

175 89,7 187 95,9

211 99,1

191 98,0

213 100

192 98,5 195 100

1981

1982

250

297

22 8,8

10 3,4

78 31,2

89 30,0

220 88,0 236 94,4

262 88,2 289 97,3

243 97,2

297 100

244 97,6 250 100

1983
1984

347
345

24 6,9
16 4,6

126 36.4
106 30,7

317 91,4 336 96,9
299 86,6 339 98,2

341 98,3
343 99,4

344 99,2
343 99,4

347 100
345 100

1985

1986

340

225

12 3,5

7 3,2

112 32,9

55 24,5

318 93,5 338 99,4

200 89,0 220 97,9

339 99,7

223 99,2

340 100

224 99,6 225 100

TIYPAL 2423 135 5,6 769 31,8 2177 89,9 2357 97,3 2396 98,9 2408 99,4 2423 100

ANTIBIOrIcL: cXFOflXIMA.

ANO N2 $0,1 uy/ml 41 uy/ml 2 uy/tui 4 uy/tul 8 uy/ml

1980 195 191 97,9 195 100

1981

1982

250

297

244 97,6

296 99,7

249 99,6

29’? 100

249 99,6 249 99,6 250 100

1983

1984

347

345

335 96,5

333 96,5

344 99,1

344 99,7

345 99,4

344 99,7

345 99,4

344 99,7

347 100

345 100

1985

1986

340

225

335 98,5

220 97,8

339 98,7

225 100

339 98,7 339 98,7 340 100

TOrAL 1999 1954 97,7 1993 99,6 1994 99,7 1994 99,7 1999 100
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TABLA 23.- P. mirabilis: % acimidativo de sensibilidad a cnncentracinnes críticas -

AWflBIOI’IO2: cXFTAZIDTIML.

ANO NQ .40, luy/nJ. ¿1 uy/ml 2 uy/mi 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml

1981 99 91 91,9 99 100

1982 297 262 88,2 297 100

1983 347 320 92,2 346 99,7 346 99,7 346 99,7 346 99,7 347 lOO

1984 345 335 97,1 344 99,7 344 99,7 345 100

1985 340 335 98,5 339 99,7 339 99,7 339 99,7 339 99,7 340 100

1986 225 219 97,3 225 100

TOTAL 1653 1564 94,5 1650 99,8 1650 99,8 1651 99,9 1651 99,9 1653 100

AUTIBIOTICU: AZ!I!REXUAM.

ANO NQ E0,luy/ml Sí uy/nl 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/nl

1983 347 339 97,7 346 99,7

1984 345 341 98,8 344 99,7

346 99,7 346 99,7 346 99,7

344 99,7

347 100

345 100344 99,7 344 99,7

1985 340 335 98.5 339 99,7 339 99,7 339 99,7 340 100

1986 225 221 98,2 225 100

TOTAL 1257 1236 98,3 1254 99.7 1254 99,7 1254 99,7 1256 99,9 1257 100

MITIBIOTIcD: !&flIAC]!AM.

ANO N2 $0, lug/rnl sí uy/nl 2 uy/ud 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/mi

1980 195 139 71,3 195 100

1981

1982

250

297

179 71,6

193 65,0

249 99,6

297 100

249 99,6 249 99,6 250 100

1983

1984

347

345

217 62,5

250 72,5

347 100

344 99,7 344 99,7 344 99,7 344 99,7 345 100

1985

1986

340

225

225 66,2

157 69,8

339 99,7

225 100

339 99,7 339 99,7 339 99,7 339 99,7 340 100

TOTAL 1999 1360 68,0 1996 99,8 1996 99,8 1996 99,8 1997 99.9 1998 99,9 1999 100



Resultados — 219

5.2 Proteus mirabilis: Distribución de aislamientos para
da concentración de antimicrobiano. FIGURA 10

.

ca—

Garbenicilina
5

SO

5.

‘o

18

‘O

* 4. 82 U 32 54 ItA 2*8 812 1024 1024
vg/ml

Cefazolina

0.10.1 OA 1 2 4 8 U 3244 12018.208

vg/mi

Cefamandol
1

80

40

•0

20

lo

o
0.104 0.6 1 2 4 8 U 32841*á 2*8.34.

lic/ml

Cefoxitina

Ampicilina

vg/mi

o.. o.. 1 2 4 8 16 12 84 128

vg/ml
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5.2 Proteus mirabilis: Distribución de aislamientos para ca-ET
1 w
256 703 m
520 703 l
S
BT


da concentración de antimicrobiano. FIGURA 11

.

Cefotaxima Ceftaz¡dima
8

80

40

So

*0

10

O.0070.0l0.OS0.08 0.10.20.6 1 • 4 8 88 32

vg/ml

Aztreonam Moxalactam

vg/ml

0.0070.01 0.03 004 0.8 0,2 0.8 1 * 4 8 16 32

vg/ml
0.01 0.03 0,08 0.1 0.2 0.8 1 £ 4 8 16 3*

vg/ml
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5.3 Proteus inirabilis: Puntos críticos de sensibilidad—resis-ET
1 w
244 731 m
515 731 l
S
BT

tencia a antibióticos betalact~micos. TABLA 24A

.

Antimnicrobiano Ecuación Moda A.mSx PCSM A..inflx A.95% PCRM

Ampicilina

Carbenicilina

Cefazolina

Cefamandol

Cefoxitina

Cefotaxiuna

Ceftazidiaa

Aztreonam

Moxalactani

32 Grado
32 Grado

32 Grado

32 Grado

22 Grado

32 Grado

32 Grado
32 Grado

32 Grado

5.4 Proteus mirabilis; Fenotipos de resistencia microbiológi-ET
1 w
246 504 m
518 504 l
S
BT


ca y clínica a antibióticos betalact5micos. TABLA 24B

.

Antibióticos betalactSaicos Fenotipos (U

Microbiol. Clínica142 AMI’ CAR CFZ CFM FOX TAX CAZ

8 8 _ 8 _ 8
8 8 8 8
8 8 8 8
8 8 3 8
3 8 8 3
R R R R
3 3 3 8

8 8 8 8
8 3 3 8
8 3 8 R
R R R R

8 8 8
8 3 8
8 R 8
R R 8
R R R
R R R
8 8 S
R 8 8

R 8 R

R R R
R R R

5.5 Proteus mirabilis: Evolución de la sensibilidad a antibió-ET
1 w
247 238 m
526 238 l
S
BT

ticos betalact&micos. TABLA 24C

.

Antimnicrobiano Concentración Coeficiente de correlación (r

)

Ampicilina ¿1 uy/ml + 0,17261

4 uy/ml + 0,23992

Carbenicilina 464 uy/ml + 0,53768
>256 uy/ml + 0, 18906

Cefoxitina 4 uy/ml - 0,27052
16 uy/ml — 0,07256

Cefotaxizna ~0, 1 uy/ml - 0.31891

~ uy/ml -. 0,31891

8

4

4
0, 06

0.1
0,03

0, 06

0,77
7,21

3, 42

1,1%

3,73

0, 05

o • 09

0, 04
0,18

1

8

4
1

4

0, 06

0,1

0,06

0,2

5,68
53.42

18,87
11 , 77

0, 18

0,62

o • 26
0, 94

4,43
121 , 35

34,42

15, 27
14,22

o , 20

0,41

0,23

0, 65

4
128

32

16

16

0,2
0,5
0,2

0,5

2
3
4
5
6
.7
8
9

10
11

8 _ 8

R R
R R
R R

R R
R R
R 3

R 8
R 3

R 8
R 3

57,9%
9,1%

41%
12, 4%

<1%

<1%

17,5%

<1%
<1%
<1%

<1%

60,0%

10 , 3%

<1%
14,2%

¿1%

9,6%

4,2%

cl %
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6.1 flebsiella sg>: % acumThti~ de sensibilidad a concentraciones críticas

.

TABLA 25

.

AWflBIOEflXk AMPICILIENA.

ANO NQ .~l uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml >16 uy/ml

1977

1978

58

218 1 0,5 3 1,4 7 3,2 11 5,0 22 10,1 218 100

1979
1980

342
312

2 0,6
1 0.3

5 1,5
2 0,6

8 2,4
6 1,9

13 3,9
14 4,5

25 7,4
37 11,9

342 100
312 100

1981
1982

303
296 1 0,3

1 0,3
3 1,0

6 2,0
6 2,0

11 3,7
12 4,0

42 13,9
40 13,5

303 100
296 100

1983

1984

1985
1986

TOPAL

249

297

307
215

2597

1 0,4

1 0,3

2 0,8

2 0,6

3 1,2

3 0,9

5 2,0

5 1,6

30 12,1

12 4,1

249 100

297 100

1 0,3
1 0,4

2 0,6
1 0,4

9 2,9
5 2,3

13 4,2
10 4,6

28 9.1
24 11,1

307 100
215 100

9 0,3 22 0,8 55 2,1 97 3,7 265 10,2 2597 100

ANI¶WIOFIW: CARBFNICILINA.

ANO

1977
1978

NO

58

218

464 uy/ml 128 uy/ml 256 uy/ml >256 uy/ml

7 12,1
20 9,2

15 25,9
38 17,4

28 48,3
70 32,1

58 100
218 100

1979
1980

342
312

31 9,0
61 19,6

71 20,7
96 30,8

105 30,7
146 46,8

342 100
312 100

1981
1982

303
296

28 9,2
35 11,8

68 22,4
89 30.0

162 53,4
188 63,5

303 100
296 100

1983
1984

1985
1986

249
297

307
215

41 16,5
31 10,4

88 35,4
74 24,9

153 61,5
137 46,1

249 100
297 100

26 8,5
27 12,6

50 16,3
58 27,0

115 37,5
104 48,4

307 100
215 100

TOrAL 2597 307 11,8 647 24,9 1208 46,5 2597 100

— 222 —
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TABLA 26.- Klebsiella sg>. % acumlativo de sensibilidad a concentracirmes criticas

.

ANflBIOrIa~: OEPAZOLINA.

ANO NQ

1977 58

~1 uy/ml 2 uy/nl 4 uy/ml 8 uy/ini 16 uy/ml 32 uy/ml >32 uy/ml

15 25,9 33 56,9 39 67,2 44 75,8 48 82,7 51 87,9 58 100
1978 218 50 22,9 107 49,0 131 60,0 149 68,3 173 79,3 188 86,2 218 100

1979 342 86 25,1 189 55,2 235 68,6 258 75,4 279 81,5 302 88,3 342 100

1980 312 80 25,6 148 47,7 187 59,9 217 69,5 230 73,7 263 84,4 312 100

1981 303 99 32,7 184 60,7 217 71,6 228 75,3 253 83,5 265 87,5 303 100
1982 296 57 19,3 150 50,? 205 69,3 220 74,4 250 84,5 267 90,2 296 100

1983 249 91 36,6 154 61,9 181 72,8 206 82,8 213 85,6 238 95,6 249 100
1984 297

1985 307

69 23,2 142 47,8 177 59,6 205 69,1 235 79,2 260 87,6 297 100

43 14,0 172 56,0 221 72,0 236 76,9 248 80,8 266 86,7 307 100

1986 215 70 32,6 146 67,9 171 79,5 180 83,7 192 89,3 199 92,6 315 100

TOTAL 2597 660 25,4 1425 54,8 1764 67,9 1943 74.8 2121 81,6 2299 88,4 2597 100

ANTIBIOFI~: CSPMW4U)L.

ANO N2 41 uy/ml 2 uy/nl 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ml >32 uy/ml

1977 58 30 51,7 36 62,0 39 67,2 41 70,7 43 74,2 48 82,8 52 100

1978 218 107 49,1 127 58,3 142 65,2 153 70,2 162 74,3 175 30,3 218 100

1979 342 190 55,6 225 65,8 252 73,7 266 77,8 274 80,1 291 85,1 342 100
1980 312 145 46,5 170 54,5 189 60,6 203 65,1 219 70,2 255 81,7 312 100

1981 303 153 50,5 191 63,0 219 72,2 239 78.8 254 83,8 271 89,4 303 100

1982 296 160 34,0 197 66,5 224 75,6 237 80,0 242 81,7 258 86,1 296 100

1983 249 142 57,0 168 67,4 191 76,6 199 79,9 207 83,2 219 88,0 249 100
1984 297 143 48,1 180 60,6 193 65,0 204 68,7 208 70,0 218 73,4 297 100

1985 307 182 59,3 207 67,4 229 74,6 244 79,5 252 82,1 265 86,3 307 100

1986 215 144 87,0 165 76,8 188 87,5 196 91,2 197 91,6 201 93,5 215 100

TOTAL 2597 1396 53,8 1666 64,2 1866 71,9 1982 76,4 2058 79,3 2198 84,7 2597 100
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TABlA 27.- Xlebsiella sip: % acunulativo de sensibilidad a concentraciones críticas

.

ANTIBIOTItD: CEFOXITINA.

AÑO NQ 41 uy/ml 2 uy/ml

1977 58 71 2,1 33 57,0

4 uy/ml 8 uy/mi 16 uy/ml 32 uy/nl >32 uy/ml

50 86,3 53 91,5 55 94,9 5696,6 58 100
1978 218 18 8,3 112 51,4

1979 342 26 7,6 182 53,0

183 84,0 192 88,1 199 91,3 205 94,0 218 100

288 84,0 306 89,5 320 98,6 325 95,0 342 100

1980 312 30 9,6 178 57,0

1981 303 441 4,5 190 62,7

282 90,4 287 92,0 295 94,6 300 96,2 312 100

258 85,2 279 92,1 288 95,1 290 95.7 303 100

1982 296 441 4,9 176 59,5 268 90,6 284 96,0 287 97,0 289 97,7 296 100

1983 249 381 5,3 175 70,3 224 90,0 236 94,8 243 97,6 246 98,8 249 100

1984 297 17 5,7 151 50,8 256 86,1 269 90,5 279 93,9 283 95,3 297 100

1985 307 18 5,9 165 53,8 292 95,2 298 97,1 302 98,4 304 99,1 307 100

1986 215 20 9,3 122 56,8 196 91,3 207 96,4 209 97,3 211 98,2 215 100

‘IUTAL 2597 262 10,1 1484 58,1 2297 89,4 2411 93,8 2477 96,4 2509 97,6 2597 100

ANTIBIOrIO): CZEQPAXD~.

ANO NQ 60, luy/rnJ. 41 uy/nl 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ml

1980 312 286 91,7 308 98,8 309 99,1 310 99,4 312 100

1981 303 282 93,1 300 99,0 301 99,3 301 99,3 301 99,3 303 100

1982 296 272 91,9 292 98,7 293 99,0 294 99,3 294 99,3 296 100

1983 249 230 92,4 245 98,4 247 99,2 248 99,6 248 99,6 249 100

1984 297 268 90,2 289 97,4 290 97,7 291 98,0 293 98,7 294 99,0 297 100

1985 307 287 93,5 300 97,7 302 98,4 303 98,7 306 99,7 306 99,7 306 99,7

1986 215 195 90,7 213 99,0 214 99,5 215 100

TOTAL 1979 1820 92,0 1947 98,4 1956 98,8 1962 99,1 1969 99,4 1975 99,7 1978 99,9
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TABLA 28.- Rlebsiella sg>: % acumilativo de sensibilidad a concentraciones críticas

.

ANflBIOfl~D: cZPTAZTDDa.

AÑO NC2

1981 180

$0,luy/ml sí uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ini

95 52,8 180 100

1982 296

1983 249

158 53,3 292 98,6 294 99,3 294 99,3 296 100

143 57,4 247 99,2 247 99,2 247 99,2 249 100

1984 297 144 48,5 284 95,6 291 98,0 293 98,7 295 99,4 296 99,7 297 100

1985 307 130 42,3 295 96,1 303 98,8 305 99,4 306 99,7 307 100

1986 215 118 54,9 213 99,1 213 99,1 215 100

TOrAL 1544 788 51,0 1511 97,8 1528 98,9 1534 99,3 1541 99,7 1543 99,9 1544 100

ANTIBICYflO): AZTR~4AM.

ANO N2 ¿0, luy/ml £1 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/nl 32 uy/ml

1983 249 213 85,6 246 98,8 247 99,2 248 99,6 248 99,6 248 99,6 248 99,6
1984 297 252 84,8 283 95,3 286 96,3 287 96,6 289 97,3 291 98,0 295 99,3

1985 307 249 81,2 295 96,2 300 97,8 301 98,1 306 99,7 307 100
1986 215 180 83,7 213 99,1 215 100

TOrAL 1068 894 83.7 1037 97,0 1048 98,0 1051 98,3 1058 99,0 1061 99,3 1065 99,7

ANIYIBIUIYIaI): !CXAMCI!AM.

ANO N2 40, luy/ml Sí uy/nl 2 uy/tu]. 4 uy/ml 8 uy/ud 16 uy/ml 32 uy/ml

1980 312 196 62,8 308 98,7 308 98,7 308 98,7 308 98,7 311 99,7 312 100

1981 303 179 59,1 300 99,0 301 99,3 301 99,3 301 99,3 301 99,3 303 100
1982 296 178 60,1 291 98,3 293 99,0 295 98,7 296 100

1983 249 140 56,2 245 98,4 247 99,2 247 99,2 247 99,2 248 99,6 248 99,6
1984 297 202 68,1 288 97,0 290 97,7 290 97,7 291 98,0 291 98,0 296 99,7

1985 307 162 52,8 302 98,4 303 98.7 303 98,7 303 98,7 304 99,0 306 99,7
1986 215

rINY1~AL 1979

118 59,4 214 99,5 215 100

1175 59,4 1948 98,5 1957 99,0 1959 99,1 1961 99,2 1966 99,4 1976 99,5
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6.2 Klebsiella spp: Distribución de aislamientos para cada

concentración de antimicrobiano. FIGURA 12

.

Carbenicilina

Cetazolina

0.1040.6 1 6 4 8 58 33 6412£ 34.24.

vg/ml

Cefamandol

Cefoxitina

Ampicilina

vg/ml vg/ml

4 6 16 31 84 ¶28 24. >3.4

vg/ml

0.6 1 * 4 6 U 3284128 258.684

vg/ml
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6.2 Klebsiella spp: Distribución de aislamientos para cada

concentración de antimicrobiano. FIGURA 13

.

Cefotaxima Ceftazidima
10

40

30

20

lo

0.00?0.010.030.08 0.1 OS 0.8 1 3 4 6 U 33 84

vg/ml

Aztreonam Moxalactarn

vg/ml

O.0í0.030.080.l 0.20,8 1 * 4 8 U 3564

pg/ml

0.03 008 0.1 0.6 0.6 1 2 4 * U 32 84

vg/ml
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6.3 riebsiella spp: Puntos críticos de sensibilidad—resisten

cia a antibióticos betalactáinicos.. TABLA 29A.

Antimicrobiano Ecuación Moda A.max PCSM A.inflx A.95% PCRM

Arlipicilina 39 Grado 64 30,53 32 81,18 169,4 >64

Carbenicilina 39 Grado 512 154,3 128 480,03 1172,2 >512

Cefazolina 39 Grado 2 1,43 2 8,76 16,80 16

Cefamandol 32 Grado 1 1,18 1 11,12 18,56 16

Cefoxitina 32 Grado 2 2,15 2 17,66 15,28 16

Cefotaxima 39 Grado 0,03 0,03 0,03 0,33 0,21 0.2

Ceftazidiua 39 Grado 0,2 0,16 0,2 1,14 1,02 1

Aztreonam 39 Grado 0,03 0,03 0,03 0,20 0,19 0,2

Moxalactam 39 Grado 0,1 0,18 0,2 1,36 0,91 1

=

6.4 Klebsiella spp: Fenotipos de resistencia microbiológica y
clínica a antibióticos betalactamicos. TABLA 29B.

Antibióticos betalactAmicos Fenotipos (U

NQ AMI’ CAR CFZ CFM FOX ~IYAX CAZ AZT fOX Microbiol. Clínica

1 3 3 8 3 3 3 3 3 3 10,2% 3,7%

2 R R 3 3 3 3 3 3 3 63,3% 71,7%

3 R E 3 E 3 3 3 3 3 2,5% 2,6%

4 R R R R 3 3 3 3 3 13,7% 13,5%
5 R R R R R 3 3 3 3 ~1% <1%
6 R R R R 3 3 3 R 5 1,4%
7 R E E E 3 R R E 3 1,6% --
8 R E E R E R R R E <1% <1%
9 R 3 3 3 3 3 3 3 3 1,4% 6,9%

10 E 3 E 3 3 3 3 3 3 <1% 41%
11 R 3 R E R 3 3 3 3 <1% 41%
12 E 3 R E E E E E E <1% 41%

=

6.5 Klebsiella spp: Evolución de la sensibilidad a antibióti
cos betalact5niicos. TABLA 29C.

Antimicrobiano Concentración Coeficiente de correlación (r)

Cefazolina 2 uy/ml + 0,39071

32 uy/ml + 0,43873

Cefotaxima 40,1 uy/ml — 0,25112

~1 uy/ml — 0,39808
Ceftazidima 40,1 uy/ml — 0,31174

<1 uy/ml

— 228
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7.1 yersinia enteincolitica: % acunulativo de sensibilidad a concentraciones

críticas. TABLA 30

.

ANrIBIofla3: c2WBaUCILINA.

AÑO N2 464 uy/ml 128 uy/ml 256 uy/ml 256 uy/ml

1977 3 2 3
1978 10 1 10,0 8 80,0 10 100

1979 14 1 6,7 2 14,3 11 78,6 14 100

1980 15 1 6,7 4 26,7 11 73,3 15 100

1981 9 1 8 9
1982 10 8 80,0 10 100

1983 10 1 10,0 8 80,0 10 100

1984 11 1 9,1 10 90,9 11 100

1985 13 1 7,7 10 76,9 13 100

1986 8 1 7 8

TOTAL 103 1 1,0 12 11,7 83 80,6 103 100

AMJI’IBIUPIC): CEFAMANIflL.

AÑO NQ 2 uy/aif 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml

1977 3 1 3
1978 10

1979 14

4 40,0 10 100

3 21,4 12 85,7 14 100
1980 15

1981 9

1 6,7 5 33,3 14 93,3 15 100

3 8 9
1982 10 4 40,0 9 90,0 10 100

1983 10 2 20,0 10 100
1984 11

1985 1$

3 27,3 10 90,9 11 100

5 38,5 13 100
1986 8 1 3 8

TOTAL 103 2 1,9 33 32,0 97 94,2 103 100
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TABlA 31.- Y. enterocnlitica: % acnrulatiw, de sensibilidad a concentraciones
criticas

.

AWITBIOflQb CEFX3XITI14A.

ANO N
0 c 1 uy/nl 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/mi

1977

1978

1

10 4 40,0

1

10 100

1979

1980

14

15

4 28,6

5 33,3

13 92,9

14 93,3

14

15

100

100

1981

1982

1

10

3

3 30,0

9

9 90,0 10 100

1983

1984

10

11

2 20,0

2 18,2

9 90,0

9 81,8

10

11

100

100

1985
1986

13
8

1 7,7 5 38.5
3

13 100
8

TOTAL 103 1 1,0 31 30,1 97 94,2 103 100

AflQl!RE: CEFYYFAXflt.

ANO N9 $O,luy/rnl .$luy/rnl

1980 15 13 86,7 15 100

1981
1982

1983

1984

1
10

10

11

9
9 90,0 10 100

8 80,0

10 90,0

10

11

100

100

1965
1986

13
8

11 84,4
8

13 100

9\YrAL 76 68 89,5 76 100
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TABlA 32.- Y • enterocnlitica: ‘1 aciumiativo de sensibilidad a cxncentraciones

criticas.

SlflBIOflW: OEPrAZIDIMA.

ANO NQ jO..1 uy/ml Sí uy/mi

1981 5 4 5

1982 10 9 90,0 10 lOO

1983 10 8 80,0 10 100

1984 11 9 81,8 11 100

1985 13 11 84,6 13 100

1986 8 7 8

TOTAL 57 48 84,2 57 100

ANTIBIOI’IW: AZTREXX4AM.

ANO NQ 60.1 ng/ml Sí uy/ml

1983 10 7 70,0 10 100

1984 11 8 72,7 11 100

1985 13 8 61,5 13 100

1986 8 6 8

TOTAL 42 29 69,0 42 100

AHTIBIclrIa>: !CXALACVM4.

ANO N2 ~0fl uy/mi Si vg/mil

1980 15 6 40,0 15 100

1981 9 3 9

1982 10 2 20,0 10 100

1983 10 3 30,0 10 100
1984 11 4 36,4 11 100

1985 13 5 38,5 13 100
1986 8 3 9

TOTAL 76 26 34,2 76 100
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‘?..2 Yersinia enterocolitica: Distribución de aislamientos pa-ET
1 w
297 710 m
524 710 l
S
BT


ra cada concentración de antimicrobiano. FTGURA 14

.

Ampicilina Carbenicillna
80

40

20

£0

‘O

8 18 3* 84
vgfinl

128 *5• .4.8

Cefazol¡na Cefamando!

vg/oil

84
~igt’ttit

Cefoxitina
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7.2 Tersinia enterocolitica: Distribución de aislamientos pa-ET
1 w
292 702 m
519 702 l
S
BT


ra cada concentración de antimicrobiano. FIGURA 15.

Cefotaxima

0.007 0,01 0.03 0.08 0.1 0.2 0.6 0

vg/ml

Ceftazidima
6

80

60

‘O

30

‘O

lo

O
0.01 0.03 0.08 0.1 0.2 0.8 0 2

hg/ml

Aztreonam
40

‘O

20 -

lo

o
0.0* 0.03 0.8 1 2

Moxalactam

6
80

40

30

20

10

0.08 0.1 05
hg/ml

0.01 0.03 0,08 0.1 0.2 0,6
Mg/ml



Resultados

1.3 Tersinia enterocolitica: Puntos críticos de sensibilidad—

resistencia a antibióticos betalactamicos. TABLA 33A.

Antimicrobiano Ecuación Koda A.ui~x PCSH A..inf lx A.95% PCRM

Ampicilina 22 Grado 128 83,28 64 — 136,5 128

Carbenicilina 22 Grado 256 321,7 256 - 799,5 512

Cefazolina 22 Grado 64 86,22 64 - 179,7 128

Cefamandol 22 Grado 8 6,02 8 14,5 16
Cefoxitina 22 Grado 4 3,03 4 - 10,9 8

Cefotaxima 22 Grado 0,06 0,06 0,06 - 0.2 0,2

Ceftazidima 22 Grado 0,1 0,12 0,1 — 0,3 0,5

Aztreonam 22 Grado 0,1 0,12 0,1 — 0,2 0,2

Moxalactaun 22 Grado 0,2 0,16 0,2 - 0.4 0,5
= =

7.4 Versinia enterocolitica: Fenotipos de sensibilidad micro-ET
1 w
288 478 m
516 478 l
S
BT

biológica y clínica a antibióticos betalactamicos. TABLA

33B.

Antibióticos betal>act5micos Fenotipos (U

142 AMP CAR
1CFZ CFM FOX TAX CAZ AZT fOX Microbiol. Clínica

1 s 8 5 8 5 s 8 8 3 56.1% ——

2 R R R 8 5 8 8 8 8 41,9% 100%

3 R 8 R 8 3 R R R R 2,0%

7.5 Yersinia enterocolitica: Evolución de la sensibilidad a

antibióticos betalactgmicos. TABLA 33C.

Antimicrobiano concentración Coeficiente de correlación (r)

Cefamandol 8 uy/ml - 0,01698

16 uy/ml — 0,01698
Cefoxitina 4 uy/ml + 0,30317

8 uy/ml + 0,30317

Cefotaxima 40, 1 uy/ml + 0,10246

41 uy/ml + 0,10246

— 234 —
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8.1 Proteus vulgar is: % acinulativo de sensibilidad a concentraciones críticas

.

TARTA 34

.

ANflBICflcfl: AMPICILfliA.

ANO N2 <1 uy/ml 2 uy/ru]. 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml >16 uy/ml

1977
1978

2
25

1 1 1
1 4,0

1
1 4,0

1
1 4,0

2
25 100

1979

1980

32

23

1 3,1 1 3,1 1 3,1 3 9,3 32 100

23 100

1981

1982

19

40 1 2,5 1 2,5 3 7,5 4 0,01

1 5,3

6 15,0

19 100

40 100

1983
1984

50
33

36,0
1 3,0

36,0
2 6,0

48,0
2 6,0

48,0
3 9,0

714,0
4 12,0

50100
33 100

1985

1986

79

19

3 3,8 5 6,3

1 3,4

5 6,3

1 3,4

7 8,8

2 6.8

14 17,7

4 13,7

79 100

29 100

TOTAL 338 9 2,7 14 4,2 18 5,4 23 6,9 42 12,5 338 100

MUIBIO’fl03: c2RBPI4ICflJINA.

ANO NQ ~64 uy/ml 128 uy/ml 256 uy/ml >256 uy/ml

2
25 100

1977
1978

2
25

2
22 88,0

2
22 88,0

2
22 88,0

1979
1980

1981
1982

1983

1984

1985
1986

‘I~YTAL

32
23

19
40

50

33

79
29

338

28 87,5
20 86,9

28 87,5
20 86,9

29 90,6 32 100
21 91,3 23 100

17 89,5
35 87,5

17 89,5
35 87,5

17 89,5 19 100
36 90,0 40 100

43 86,0

28 84,9

44 86,0

29 87,9

45 90,0 50 100

30 90,9 33 100

70 88,6

26 89,7

71 89,9

26 89,7

73 92,5 79 100

26 89,7 29 100

296 87,6 299 88,5 306 90,6 338 100
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TABLA 35.- P. vulgaris: % actmmlati’~v de sensibilidad a concentraciaes críticas

.

MUIBIOflO3: ~AZcLINA.

ANO NQ ~l uy/ml 2 vg/ml 4 uy/nl 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/mi >32 uy/mi

1977 8 1 1 1 2 2 3 8
1978 25 1 4,0 1 4,0 1 4,0 2 8,0 3 12,0 25 100

1979 32 13,1 13,126,239,33 9,34 12,432 100
1980 23 1 4,3 1 4,3 2 8,6 23 100

1981 19 1 5,3 1 5,3 1 5,3 3 15,8 19 100
1982 40 3 7,5 5 12,5 6 15,0 6 15,0 40 100

1983 50 1 2,0 1 2,0 612,0 714,0 7 14,0 8 16,0 50 100
1984 33 1 3,0 26,0515,1618,1824,2824,233 100

1985 79 1 1,3 8 10,2 8 10,2 8 10,2 16 20,3 79 100

1986 29 1 3,5 2 7,0 4 13,9 6 20,8 29 100

TOTAL 338 4 1,2 7 2,1 28 8,3 36 10,7 42 12,5 59 17,5 338 100

AlflIBIOflOl>: CEFAMM1DOL.

ANO Ng ~1 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ml >32 uy/ni].

1977 8 1 1 1 2 2 2 8
1978 25 1 4,0 1 4,0 416,0 416,0 6 24,0 728,0 25 100

1979 32 2 6,2 6 18,7 8 24,9 9 28,0 9 28,0 32 100
1980 23 1 4,3 1 4,3 4 17,4 4 17,4 4 17,4 7 30,5 23 100

1981 19 1 5,3 2 10,6 3 15,9 4 21.2 6 31,6 6 31,6 19 100

1982 40 3 7,5 512,5 922,5 922,510 25,0 1537,5 40 100

1983 50 2 4,0 4 8,0 9 18,0 11 22,0 14 28,0 17 34,0 50 100
1984 33 3 9,1 5 15,2 9 17,3 10 20,3 11 23,3 13 24,4 33 100

1985 79 4 5,1 11 14,0 16 20,3 20 25,423 29,2 30 38,0 79 100

1986 29 1 3,4 3 10,3 5 17,2 7 24,1 9 31,0 11 37,9 29 100

TOTAL 338 17 5,0 35 10,3 66 19,5 79 23,3 94 27,8 117 34,6 338 100
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TABLA 36.- 2. vulqaris: % aciajiativo de sensibilidad a concentracionescriticas

.

AWPIBIO’flXL: CEFOXI’I9ENA.

AtO N2 51 uy/nl 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ml >32 uy/nl

1977
1978

2
25 1 4,0

6
6 24,0

1
19 76,0

2
22 88,0

2
25 100

1979

1980

32

23

1 3.1 4 12,5

4 17,4

19 59,4

16 69,6

2475,0

20 87,0

27 84,4

22 95,7

31 96,9

23 100

32 100

1981

1982

1983

1984

19

40

50

33

1 5,2

2 5,0

5 26,2

8 20,0

14 73,6

28 70,0

16 84,2

33 82,5

18 94,8

38 95,0

19 100

40 100

1 2,0
2 6,1

10 20,0
6 18,2

36 72,0
27 81,8

44 88,0
30 90,9

49 98,0
32 97,0

50 100
32 97,0 33 100

1985
1986

79
29

1 1,3
1 3,4

16 20,3
5 17,2

62 78,5
20 69.0

74 93,7
27 93,2

79 100
28 96,6 28 96,6 29 100

gUTAL 338 lO 2,9 65 19,2 247 73,0 297 87,8 326 96,4 335 99,1 338 100

ANTIBIOTIOD: CEflYI!AXUG.

ANO NQ ~0,1 uy/ml $1 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml

1980 23 20 86,9 22 95,6 23 100

1981
1982

1983
1984

19
40

50
33

18 94,7
37 92,5

19 100
39 97,5 40 100

47 94,0
29 87,9

50 100
31 94,0 32 97,0 32 97,0 33 100

1985

1986

79

29

75 94,9

25 86,2

79 100

27 93,1 29 100

TOTAL 273 251 91,9 267 97,8 272 99,6 272 99,6 273 100
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TABLA 37.- P. vulgaris: % acunniativo de sensibilidad a cr.ncentraciones críticas

.

AN’I’IBIOflOJ: c!EETAZIDD4A.

ANO NQ $0,1 uy/mi $1 uy/nl 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/mi 16 uy/ml

1981

1982

10

40

3

37 92,5

10

40 100

1983

1984

50

33

46 92,0

29 87,9

50 100

32 97,0 32 97,0 32 97,0 32 97,0 33 100

1985
1986

79
29

76 96,2
24 82,8

79 100
27 93,1 27 93,1 29 100

TOTAL 241 221 91,7 238 98,8 238 98,8 240 99,6 240 99,6 241 100

A&4fliBIOI’Icfl: AzrRn~AM.

A?=U Ng .40,1 uy/ml Si uy/ml 2 uy/ml

1983
1984

50
33

47 94,0
30 90,9

50 100
31 93,9 33 100

1985
1986

TOTAL

79
29

191

77 97,5
26 89,6

79 100
28 96,5 29 100

180 94,2 188 98,4 191 100

ANrIBIarIa~: NJflIAaAM.

AÑO Ng $0.1 vg/ml ~i uy/mi

1980 23 12 52,2 23 100

1981

1982

19

40

10 52,6

20 50,0

19 100

40 100

1983
1984

50
33

27 54,0
17 51,5

50 100
33 100

1985
1986

79
29

39 49,4
16 55,2

79 100
29 100

‘TOTAL 273 141 51,6 273 100
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8.2 Prateus vulqaris: Distribución de aislamientos para cada
concentración de antimicrobiano. FIGURA 16

.

Ampicilina Carbenicilina
3.

30

28

£0

¶6

lo

8

o
0.1040.6 ¶ 2 4 6 U Sa 64 na*”’a4s

vg/ml

Cefazolina Cefamandol
6

a,

20

16

10

8

0
0.1 OS 0.5 1 2 4 6 16 326412624.268

vg/ml

Cefoxitina

vg/ml

vg/ml

OS 0.5 1 2 4 * 16 ±2 84

hg/mr
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8.2 Proteus vulqaris: Distribución de aislamientos para cada
concentración de antiunicrobiano. FIGURA 17

.

Cefotaxima

Aztreonam
o

oc

0.001 0.01 0.0± 0.08 0.1 05 0,8 1

vg/ml

Ceftazidima

Moxalactam
1

40

£0

20

10

o
0,01 0.03 0,08 0.1 05 0.6 1 5

vg/ml

0.01 0.03 0.08 0.1 0.3 0.8 1 £
vg/ml vg/ml

4 6 U
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8.3 protejas vulgaris: puntos críticos de sensibilidad—resis—
tencia a antibióticos betalactáunicos. TABLA 38A

.

Antimicrobiano

Ampicilina

Carbenicilina

Cetazolina

Cefamando1
Cefoxitina
Cefotaxima

Ceftazidinia

Aztreonam

Moxalactan

Ecuación

32 Grado

32 Grado
32 Grado

32 Grado
22 Grado
32 Grado

32 Grado
32 Grado
22 Grado

Moda A.m5x PCSM A.iflf lx

4
4

4
4

0, 06

0,1
0,03

0,2

0,61

6,47

1 • 28

0,23
4,29

0,04

0, 09

0,50

0,15

1
8

1
1
4

0,06

0,1
0,06

0,2

1,16

32,50

3, 38
2,42

0,31

0,66
0,21

A.95% PCRM

1, 74

27,60

2,70

2,34

16,68

0,24

0,44

0,20

O , 40

2
32

4

4

16

0,2

0,5
0,2

0, 5

8.4 Proteus vulgaris: Fenotipos de resistencia microbiológica
y clínica a antibióticos betalactAmicos. TABLA 38B

.

Antibióticos betalact~xnicos Fenotipos (U

Microbiol. ClínicaNQ AMI’ CAR~CFZ CFM FOX TAX CAZ AZT MOX~

8 8 8 _ 8

8 3 3 8

3 3 8 8

8 3 3 8

R 8 R 8

R R R R

S 8 8 8
8 3 8 8

8 3 8 8

3 8 8 8

R R R R

8 _ 8 _ 3~
8 8 8
R R 8
R R R
R R 8
R R R

8 8 8
R 8 8
R R 8
R 8 R

R R R

8.5 Protejas vulqarís: Evolución de la sensibilidad a antibió-ET
1 w
242 227 m
521 227 l
S
BT

ticos betalact&micos. TABLA 38C

.

Antimicrobiano Concentración Coeficiente de correlación <r

)

Carbenicilina 464 uy/ml + 0,07594

>256 uy/ml + 0,05789

Cefoxitina 4 uy/ml + 0,86805
16 uy/ml + 0,22631

Cefotaxima ~%0. 1 uy/ml - 0, 12577

s1 uy/ml — 0,28457

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11

8 8

R R
R R
R R
R R
R R
R 8

R 8

R 3
R 8

R 8

4,2%

<1%
8,4%
<1%

2,8%

1,1%

3,7

8,9
67,5%

1 , 2%

41%

6,9%

<1%
11,1%

41%

8,7%
7,6%

63. 1%

1 , 3%
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Pesultados

9.1 aterobacter s¡p: % acimniativo de sensibilidad a concentracionescriticas

.

TABLA 39

.

hNrLBIaflah 14MPICfl~INA.

AÑO NQ ~ uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/mi >16 uy/ml

1977
1978

43
123

1 2,3 1 2,3
2 1,6

3 7,0
6 4,8

9 20,9
20 16,2

14 32,5
30 24,4

43 100
123 100

1979
1980

164
150

1 0,6 2 1,2
2 1,3

6 3,7
6 3,9

18 11,0
16 10,6

30 18,3
29 19,3

164 100
150 100

1981

1982

168

215

2 1,2

4 1,9

4 2,4

12 5,6

7 4,2

22 10,2

21 12,5

53 24,6

38 22,6

85 39,5

168 100

215 100

1983
1984

208
186

1 0.5
1 0,5

3 1,4
1 0,5

9 4,3
2 1,0

26 12,5
16 8,5

54 26,0
38 20,4

208 100
186 100

1985
1986

179
181

2 1,1 3 1,7
2 1,1

13 7,3
10 5,5

40 22,4
28 15,4

81 45,3
55 30,3

179 100
181 100

TOTAL 1617 12 0,7 32 1,9 84 5,2 247 15,3 454 28,1 1617 100

ANTIBIOFIcU

:

~ARB»flCIIJINA.

AÑO NQ <64 uy/ml 128 uy/ml 256 uy/ml >256 uy/tul

1977
1978

43
123

35 81,4
95 77,3

36 83,7
97 78.9

37 86,0
100 81,3

43 100
123 100

1979
1980

164
150

108 65,8
103 68,7

111 67,6
105 70,0

115 70,0
107 71,3

164 100
150 100

1981
1982

1983
1984

1985

1986

TOTAL

168
215

208
186

179

181

1617

119 70,8
180 83,7

122 72,6
190 88,4

126 75,0
196 91,2

168 100
215 100

164 78,8
140 75,3

174 83,6
148 79,6

185 88,9
151 81,2

208 100
186 100

156 87,1

144 79,6

160 89,3

149 82,4

166 92,7

157 86,8

179 100

181 100

1244 76,9 1292 79,9 1340 82,9 1617 100

242 --
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TABLA 40.- Fliterohacter sg>: % acwmilativo de sensibilidad a concentraciones críticas

.

ANTIBIOI’1tL: CEFAZOLn4A.

AÑO NQ Sí uy/mi 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/mi 16 uy/ml 32 uy/ml >32 uy/ml

1977 43 1 2,3 4 9,3 6 13,9 8 18.5 9 20.8 43 100

1978 123 1 0,8 6 4,9 11 9,0 16 13,1 24 19,6 28 22,8 123 100

1979 164 2 1,2 5 3,0 8 4,8 12 7,2 17 10,2 24 14,5 164 100
1980 150 1 0,7 2 1,4 6 4,1 9 6,1 13 8,8 19 12,8 150 100

1981 168 2 1,1 3 1,7 9 5,3 14 8,3 20 11,9 30 17,9 168 100
1982 215 6 2,8 9 4,2 26 12,1 36 16,7 45 20,9 54 25,1 215 100

1983 208 9 4,3 15 7.2 24 11,5 26 12,5 34 16,3 42 20,1 208 100

1984 186 2 1,1 6 3,3 11 6,0 14 7,6 19 10,3 28 15,1 186 100

1985 179 2 1,1 7 3,9 14 7,8 19 10,6 27 15,1 35 19.6 179 100

1986 181 3 1,6 8 4,4 13 7,2 18 10,0 23 12,8 28 15,6 181 100

TOTAL 1617 28 1,7 62 3,8 126 7,7 170 10,4 230 14,2 297 18,3 1617 100

>NflBIOflCU: <EFAMANDOL.

ANO NQ .51 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/mi 32 uy/mi ~ 32 uy/ml

1977 43 11 25,6 23 53,5 2967,4 32 74,4 3479,1 35 81.4 43 100
1978 123 29 23,6 59 48,0 82 66,7 87 70.8 93 75,7 96 78,1 123 100

1979 164 3521,3 78 47,6 109 66,5 115 70,1 125 76,2 130 79,3 164 100
1980 150 31 20,7 69 46,0 95 63,3 104 69,3 112 74,7 115 76,7 150 100

1981 168 42 25,0 88 52,4 116 69,1 124 73,9 126 75,0 133 79,2 168 100

1982 215 79 36,7 144 67,0 174 80.9 184 85,5 186 86,4 189 87,9 215 100

1983 208 77 37,0 120 57,7 157 75,5 162 77,9 170 81,7 175 84,1 208 100

1984 186 57 30,6 106 56,9 126 67,6 138 74,1 146 78,4 152 81,7 186 100

1985 179 65 36,3 133 74,3 146 81.6 150 83,8 155 86,6 158 88,3 179 100
1986 181 41 22,6 101 55,7 129 71,2 138 76,2 144 79,5 149 82,3 181 100

TUJPAL 1617 467 28,9 921 57,0 1163 72,0 1234 76,4 1291 79,9 1332 82,4 1617 100
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¶TPSIA 41.— ~p: % aoni1at~o de ~sibili~1 a axrnitraciaies crítitas

.

nnmnw~ n

MC NO <1 ugAnl. 2 vg/ml 4 uyAnl 8 irjinl 16 ugAnl 32 vg/ini >32 uyAni

1977 43 12,3 12,3 24.6 49,3614,0 716,314310d1
1978 123 1 0,8 2 1.6 5 4,0 8 6,4 10 8.1 13 10,6 123 100

1979 164 1 0,6 3 1,9 9 5,5 11 6,8 14 8,6 20 12,2 164 100

1960 150 2 1,4 6 4,0 7 4.7 9 6,1 13 8,1 150 100

1961 168 3 1,8 5 3,0 8 4,8 12 7,2 17 10,2 168 100

1962 215 5 2,3 13 6,0 29 13.5 36 16,7 42 19,5 48 22,3 215 100

1983 208 5 2,4 7 3,4 17 8,2 24 11,6 29 14,0 44 21,2 208 100

1984 186 4 2,1 5 2,7 11 5,9 13 7,0 17 9,2 20 10,8 186 100

1965 179 1 0,6 5 2,8 10 5,5 14 7,7 17 9,5 29 16,2 179 100
1966 181 2 1,1 7 3,9 14 7,8 16 8,9 17 9,4 20 11,1 181 100

10UL 1617 20 1,2 48 2.9 108 6,6 141 8,7 173 10,7 231 14,3 1617 100

C~: ~D1ZXU~.

~m NQ tO,lugAnl fl ugñni 2 uyAnl 4 ugñnl. 8 uqtitÚ 16 vgAxil >32 ugAnl

1960 150 67 44,7 128 85,4 129 86,0 133 88,7 142 94,7 145 96,7 149 99,4

1981 168 63 37,5 145 86,3 147 87,5 149 88,7 154 91,7 159 94,7 166 98,8

1982 215 114 53.0 192 89,2 193 89,7 199 92,5 201 93,4 205 95,3 211 98,1

1963 208 118 56,7 186 89,4 187 89,9 187 89,9 187 89,9 187 89,9 196 94,2
1984 186 85 45,8 163 87,7 166 89,3 170 91,4 174 93,5 176 94,7 180 96,8

1985 179 110 61,4 161 89,9 163 91,0 165 92.1 169 94,3 171 95,4 173 96,5
1966 181 73 40,3 153 84,6 153 84,6 154 85,2 154 85,2 157 86,8 161 89,0

TOTAL 1287 630 48,9 1128 87,6 1138 88,4 1157 89,9 1181 91,8 1200 93,3 1236 96,1
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TABLA 42.- &iternbacter sg>: % acunulativo de sensibilidad a wncentrac’mes críticas

.

ANtIBIOflcfl: cXFI!AZIDDa.

,~0,1uy/ufl ~1 uy/mi

28 25,9

79 36,7

70 33,6

50 26,9

89

180

185
162

82,4

88, 3

88,9
87,2

2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/nl >32 uy/mi

90

193

187
165

83, 3
89.7

89,8

88,8

94
200

188
171

87,0
92, 9

90,3

92,0

101
203

189
172

93,5
94,3

90,8
92,2

104 96,3

208 96,7

190 91,3

175 94, 1

107 99, 1
210 97,6

194 93,2

181 97,3

1985 179 50 27,9 161 89,9 162 90,5]168 93,8 169 94,4 172 96,1 173 96,7
1986 181 35 19,3 155 85.6)55 85,6 157 86,7.160 88,3 161 88,9 165 91,2

lúlAl 1077 312 28,9 942 87,5 952 88,4978 90,8.994 92,3 1010 93,8 1030 95,6

AwflnIO’PIa: AZ’PRgUM4.

AÑO NQ ~0, luy/ml 61 uy/nl 2 uy/nl 4 uy/ml 8 vg/ml 16 uy/ud ~32 uy/mi

1983 208 156 75,0 186 89,4 188 90,4 191 91,8 192 92,3 194 93,3 204 98,1
1984 186 147 79,0 167 89,7 171 91,8 174 93,4 175 94,0 180 96,8 186 100

1985 179 139 ‘76,8 168 93,0 169 93,6 169 93.6 170 94,2 171 94,8 177 98,2

1986 181 124 68,5 153 84,5 153 84,5 155 85,6 158 87,2 160 88,3 168 92,8

TOTAL 754 566 75,1 674 89,4 681 90,3 689 91,4 695 92,2 705 93,5 735 97,5

Alfl’IBIUflC): ICXAIACI~AM.

Lo NQ 40, íuy/ml ~ uy/nl 2 uy/ud 4 uy/nl 8 uy/ml 16 uy/ml >32 uy/ru].

1980 150 89 59,3 130 86,6 132 87,9 136 90,6 140 93,3 146 97,3 149 99,3

1981 168 104 61,9 146 86,9 147 87,5 150 89,3 154 91,7 162 96,4 167 99,4

1982 215 124 57,7 191 88,9 196 91,2 203 94,4 207 96,3 211 98,2 212 98,6

1983 208 114 55,8 183 88,0 185 89,0 198 90,4 196 94,2 201 96,6 207 99,5
1984 186 122 65,6 165 88,7 170 91,4 173 93,0 180 96,8 182 97.9 185 99,5

1985 179 110 61,4 161 89,9 162 90,5 162 90,5 166 92,7 175 97,7 178 99,4

1986 181 96 53,0 153 84,5 155 85,6 160 88,4 164 90,6 172 95,0 174 96,1

TOrAL 1287 759 59,0 1129 87,7 1147 89,1 1172 91,0 1207 93,7 1249 97,0 1272 98,8

AÑO
-½

1981

1982

1983
1984

108.

215~

208
186



9.2 Enterobacter spp: Distribución de aislamientos para cada
concentración de antimicrobiano. FIGURA 18

.

Ampicilina
5

o
0.8 1 5 4 6 U 33 84 126 268

vg/ml

Carbenicilina

‘288

Cefazolina Cefamando!
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SO

28

£0

16

¶0

vg/ml

0.10.20.6 1 5 4 8 06 2264 US*68’286 4 8 16 32 64 126 565 >288

vg/oil vg/ml

Cefoxitina
60

1 5 4 6 16 32 84 128 SU ‘268

vg/ml



Resultados 247

9.2 Enterobacter spp: Distribución de aislamientos para cada
concentración de antimicrobiano. FIGURA 19

.

Cefotaxima Ceftazldima

Aztreonam Moxalactam

38

vg/oil hg/ml

0.O±O.080.10.Z0.8 1 2 4 8 18 326444
hg/ml

0.010.0±0.060.l 0.20,6 1 4 6 16 32 6444
“9/ml



ResultadoS

9.3 Enterobacter spp: Puntos criticas de sensibilidad-resis

tencia a antibióticos betalactáinicos. TABLA 43A.

Antiunicrobiano Ecuación Moda A..niax PCSM A.inf lx A.95% PCRM

Azupicilina 39 GradOl6— 256 24,9 16 30,36 33,71 32

Carbenicilina 39 Grado 8 6,73 8 53,26 97,38 64

Cefazolina 39 Grado 4— 256 1,68 2 2,82 4,20 4

Cefamandol 39 Grado 2 1,38 1 11,51 20,94 16
Cefoxitina 39 Grado 4- 256 2,13 2 4,81 9,17 8

Cefotaxiina 39 Grado 0,1 0,16 0,2 1,90 1,82 2

Ceftazidima 39 Grado 0,2 0,20 0,2 2,25 2,34 2

Aztreonam 39 Grado 0,1 0,11 0,1 1,52 1,28 1

Moxalactam 39 Grado 0,06 0,13 0,1 1,72 1,53 2

9.4 Enterobacter spp: Fenotipos de resistencia microbiológica
y clínica a antibióticos betalactLnicos. TABLA 43B.

Antibióticos betalactanicos Fenotipos (%)

142 MW CAR CFZ CFH FOX TAX CAZ AZT fOX Microbiol. Clínica

1 8 8 8 8 38 8 5 8 7,7% 10,7%
2 8 3 1k 8 R 8 8 8 8 31,2% 4,6%
3 R 1k 3 8 R 8 8 8 8 —— 3,4%
4 1k 1k R 8 8 8 8 8 8 1,0% —-
5 1k IR R 8 R 8 8 8 8 12,8% 12,6%
6 1k 1k E E E 8 8 8 8 4,9% 4,4%
7 IR IR IR IR R E E IR IR 4,4% 2,7%
8 E 8 IR 8 E 8 8 8 8 27,2% 48,6%
9 IR 3 IR IR E 8 8 8 8 4,0% 9,2%

10 1k 8 1k IR R E R 1k IR 6,8% 3,8%
=

9.5 Enterobacter spp: Evolución de la sensibilidad antibióti
cas betalactamicos. TABLA 43C.

Antimicrobiano Concentración Coeficiente de correlación <r>

Carbenicilina s64 uy/ml + 0,38819

>256 uy/ml — 0.47946

Cefarnandol $i uy/ml - 0,46883

16 uy/ml — 0,51676
Cefotaximna 40,1 uy/ml - 0,24042

2 uy/ml — 0,07964

- 248



10.- Citrobacterfreundii



Pestiltaebs 249 —

10.1 Citrobacter freuudii: % acimniativo de sensibilidad a concentraciones criticas

.

TABLA 44

.

ANTIBIOflcL: AMPICflJNA.

AÑO NQ 41 uy/mi 2 uy/ml 4 uy/nl 8 uy/ml 16 uy/ni]. >16 uy/ml

1977
1978

13
50

1 7,7
2 4.0

2 15,4
6 12,0

4 30,8
10 20,0

13 100
50 100

1979

1980

61

40

1 1,6

2 5,0

6 9,8

5 12,5

12 19,6

10 25,0

61 100

40 100

1981

1982

28

58 1 1,7 2 3,4

1 3,6

6 10,3

4 14,3

10 17,2

8 28,6

18 41,0

28 100

58 100

1983

1984

56

70 1 1,4

2 3,6

2 2,8

7 12,5

4 5,7

12 21,4

9 12,9

56 100

70 100

1985

1986

63

30

1 1,6 2 3,2 9 14,3

1 3,3

15 23,8

3 10,0

25 39,7

8 26,7

63 100

30 100

9YYTAL 469 2 0,4 5 1,0 27 5,7 62 13,2 116 24,7 469 100

Mfl9IBIUIJXL

:

~DARBF24ICflJNA.

ANO NQ 464 uy/ml 128 uy/ni]. 256 vg/tul >256 uy/ml

1977

1978

13

50

3

35

69,2

70,0

10 76,9

38 76,0

10 76,9

40 80,0

13 100

50 100

1979

1980

61

40

37

29

60,6

72,5

42 68,8

31 77,5

46 75,4

31 77,5

61 100

40 100

1981

1982

1983
1984

1985
1986

‘TOTAL

28

58

56
70

63
30

469

18

43

64,3

74,1

20 71,4

46 79,3

22 78,5

48 82,8

28 100

58 100

38
45

67,9
64,3

42 75,0
52 74,3

44 78,6
55 78,6

56 100
70 100

47
23

74,6
76,7

50 79,4
24 80,0

53 84,2
25 83,3

63 100
30 100

324 69,1 355 75,7 374 79,7 469 100



Pesultados — 250 —

TABLA 45.- Citrobacter sg>: % acunulativo de sensibilidad a ancentraciones criticas

.

ANflBIOI9Xfl: OEFAZcLU¿A.

ANO NQ ¿1 uy/ml 2 uy/mi 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ml >32 uy/ml

1977 13 1 7,7 2 15,4 2 15,4 3 23,1 5 38,5 13 100

1978 50 1 2,0 2 4,0

1979 61 2 3,3 3 5,0

5 10,0 6 12,0 10 20,0 15 80,0 50 100

5 8,3 7 11,6 12 19,8 16 26,9 61 100

1980 40 1 2,5 1 2,5 3 7,5 6 15,0 10 25,0 12 30,0 40 100

1981 28 2 7,1 3 10,7 5 17,8 8 28,5 10 35,6 11 38,2 28 100

1982 58 3 5,2 7 12,1 13 22,4 15 25,9 20 34,5 27 46,6 58 100

1983 56 1 1,8 2 3,6 3 5,4 5 9,0 10 17,9 19 34,0 56 100

1984 70 2 2,9 3 4,3 6 8,6 8 11,5 12 17,3 17 24,3 70 100

1985 66 1 1,6 6 9,5 9 14,3 13 20,6 24 38,1 34 54,0 63 100

1986 30 1 3,3 3 10,0 4 13,3 5 16,6 7 23,2 9 30,0 30 100

TOTAL 469 14 3.0 31 6,6 55 11,7 75 16,0 118 25,3 165 35,2 469 100

ANTIBICYI’JXX): (ZFMW4IXL.

ANO NQ ¿1 vg/ml 2 uy/ni].

1977 13 7 53,8 8 61,5

4 uy/ml 8 vg/ud 16 uy/ml. 32 vg/ni]. >32 uy/ud

10 76,9 10 76,9 11 84,6 11 84,6 13 100
1978 50 23 46,0 30 60,0 35 70.0 36 72,0 39 78,0 40 80,0 50 100

1979 61 32 52,5 40 65,0 45 73,8 46 75,4 48 78,7 48 78,7 61 100

1980 40 22 55,0 27 67,5 33 82,5 34 85,0 34 85,0 34 85,0 40 100

1981 28 15 53,6 18 55,4 20 62,5 20 62,5 22 68,6 24 76,7 28 100

1982 58 35 60,3 39 67,2 46 79,3 48 82,8 50 86,3 51 88,0 58 100

1983 56 31 55,4 38 67,9 39 69,7 40 71,5 44 78,5 47 83,9 56 100

1984 70 32 45,7 38 54,3 46 65.7 49 70,0 50 71,4 51 72,8 70 100

1985 63 41 65,1 48 76,2 51 81,0 51 81,0 52 82,5 52 82,5 63 100

1986 30 1756,7 22 73,4 23 76,7 23 76,7 23 76,7 24 80,0 30 100

‘TOTAL 469 255 54,4 308 65,7348 74,2 357 76,1 373 79,5 382 81,4 469 100



Pesiiltados — 251 —

TABLA 46.- Citrobacter sg>: % aanilattv de sensibilidad a concentraciones críticas

.

ANTIBflYI’IW: CEFOXTiTINA.

ANO NQ 41 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/tu]. 32 uy/ml >32 uy/tul

1977 13 1 7,7

1978 50 1 2,0 2 4,0

2 15,4

5 10,0

23,1

5 10,0

4 30,8 4 30,8

8 16,0 10 20,0

13 100

50 100

1979 61 1 1,6 1 1,6

1980 40 1 2,5

5 8,2

3 7,5

6 9,8

5 12,5

8 13,1 11 11,8

6 15,0 6 15,0

61 100

40 100

1981 28 1 3,6 1 3,6

1982 58 2 3,5 7 12,1

4 14,3

15 25,9

7 24,9

18 31,0

9 32,1 10 35,7

19 32,7 22 37,9

28 100

58 100

1983 56 1 1,8 3 5,4

1984 70 1 1,4 4 5,7

1985 63 1 1,6 5 7,9

1986 30 2 6,7

TtYPAL 469 8 1,7 27 5,8

7 12,5

7 10,0

8 14,3

8 11,4

10 17,9 11 19,7

9 12,8 10 14,2

56 100

70 100

12 19,0

5 16,7

14 22,2

5 16,7

16 25,4 21 33,3

6 20,0 7 23,3

66 100

30 100

65 13,9 79 16,9 95 20.3 112 23,9 469 100

ANTIBIOIID): czPXyrAxfl~.

ANO NQ ¿0,luy/nil .51 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/tul ~32 uy/mi

1980 40 28 70,0 40 100

1981 28 17 60,7 23 82,1

1982 58 37 63,8 55 94,9

23 83,1

55 94,9

24 85,7

56 96,6

24 85,7 25 89,3

56 96,6 56 96,6

28 100

58 100

1983 56 28 50,0 49 87,5

1984 70 40 57,1 53 75,8

49 87,5

55 78,6

49 87,5

58 82,9

49 87,5 49 87,5

60 85,7 66 94,3

49 87,5

69 98,6

1985 63 36 57,1 53 84,1

1986 30 18 60,0 24 80,0

54 85,7

24 80,0

54 85,7

25 83,3

55 87,3 61 96.8

26 86,6 27 90.0

62 98,4

27 90,0

TOTAL 345 204 59,1 297 86,0 300 86,9 306 88,7 310 89,9 324 94.0 333 96,6



1~su1ta&js — 252 —

TABLA 47.- Citrobacter sg>: % acunulativo de sensibilidad a concentraciones críticas

.

AbUIBIOTI~: czrnzIDIP~.

ANO NQ ~0,1uy/mi 41 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml >32 vg/ml

1981 15 5 33,2 12 79,9 12 79,9 13 86,6 13 86,6 14 93,3 14 93,3

1982 58 23 39,7 54 93,2 55 94,9

1983 56 18 32,1 49 87,5 49 87,5

56 96,6 56 96,6 56 96,6 57 98,3

49 87,5 49 87,5 49 87,5 49 87,5

1984 ~o 19 27,1 52 74,2 54 77,1 55 78,5 56 79,9 59 84,2 64 91,4

1985 63 18 28,6 53 84,2 54 85,8 55 87,4 55 87,4 56 89,0 60 95,4

1986 30 9 30,0 23 76,7 24 80,0 24 80,0 25 83,3 25 83,3 25 83,3

~TAL 292 92 31,5 243 83,2 248 84,9 252 86,3 254 87,0 259 88,7 269 92,1

ANTIBIOFIC): AZTRFflUIM.

ANO NQ ~0.1ug/nil Si uy/ml 2 uy/ml 4 uy/mi 8 uy/ml 16 uy/tal >32 uy/ml

1983 56 39 69,3 49 87,5 49 87,5 49 87,5 49 87,5 49 87,5 49 87,5

1984 70 46 65,7 54 77,1 55 78,5 58 82,8 60 85,7 66 94,3 70 100

1985 63 44 69,8 53 84,1 54 85,7 55 87,3 57 90,5 60 95,2 62 98,4

1986 30 22 73,3 24 80,0 24 80,0 26 86,7 26 86,7 26 86,7 27 90,0

TOTAL 219 151 68,9 180 82,2 182 83,1 188 85,9 192 87,7 201 91,8 208 95,0

ANTIBIOflCfl: ICXAIAL7PM4.

ANO N9 $0, lvy/ml 51 vg/ud 2 vg/ud 4 vg/ml 8 vg/ud 16 vg/ud >32 vg/ml

1980 40 27 67,5 40 100

1981 28 16 57,2 23 82,2 23 82,2 25 89,3 27 96,4 28 100

1982 58 42 72,4 55 94,9 56 96,6 57 98,3 57 98,3 57 98,3 58 100

1983 56 30 53,6 48 85,7 49 87,5 49 87,5 56 100

1984 70 45 64,3 54 77,1 59 84,3 63 90,0 68 97,2 70 100

1985 63 42 66,7 54 85,7 58 92,1 60 95,2 60 95,2 63 100
1986 30 16 53,4 23 76.8 24 80,1 27 90,1 28 93,4 29 96,7 30 100

TOTAL 345 218 63,2 297 8e~j309 89,6 321 93,1 336 97,4 343 99,4 345 100



— 253 —

10.2 Citrobacter freundii: Distribución de aislamientos para
cada concentración de antisnicrobiano. FIGURA 20.

Ampicilina Carbenicilina
5

*0

It

lo

o

0.8 1 2 4 6 16 32 84 126 244

vg/ml
‘268

Cefazotina

Cefoxitina
a

1

4 * 16 32 84 12* 368 612 1024 .1024

vg/ml

Cefamandol

Resultados

60

40

30

20

So

So

38

£0:

<4 ¡

lo

0,6 1 2 4 6 18 32 84 12* 245 ‘544

vg/ml
4 6 16 33 64 126 SU >645

vg/ml

0.1 0.20.6 1 3 4 6 16 32 84126*86>54.

po/InI



Resultados — 254 —

10.2 Citrobacter treundii; Distribución de aislamientos para

cada concentración de antixnicrobiano. FIGURA 21

.

Cefotaxima

Aztreonam

Ceftazidíma

Moxalactam

Mg/ml Mg/ml

O010O±O.080.I OS 0.8 1 * 4 6 18 ±284 *4

vg/ini
0.1 05 0.6 1 2 4 a n £2 54 44

hg/ml



Resultados — 255 —

10.3 Citrobacter freundii: Puntos críticos de sensibilidad

—

resistencia a antibióticos betalact5micos. TABLA 48A.

Antimicrobiano Ecuación Moda A.m5x PCSM A.inflx A.95% PCRM

Ampicilina 39 Grado 32— 256 8,5 8 25,30 54,38 64

Carbenicilina 39 Grado 4 6,8 8 32,97 54,76 64

Cefazolina Exponenc 256 365,3 >256 — 329,36 >256

Cefamandol 39 Grado 1 1,0 1 8,97 12,Oy 16

Cefoxitina 39 Grado 4- 256 1,6 2 3,21 5,36 4

Cetotaxinia 39 Grado 0,1 0,15 0,2 1,83 1,83 2

Ceftazidima 39 Grado 0, 1 0,20 0,2 2, 10 2,57 2
Aztreonam 39 Grado 0,1 0,13 0,1 1,60 1,72 2

Moxalactaun 39 Grado 0,1 0,11 0,1 0,99 1,15 1

10.4 Citrobacter freundil: Fenotipos de resistencia microbio—
qica y clínica a antibióticos betalact&aicos. TABLA 48B.

Antibióticos betalactSaicos Fenotipos (%)

Ng AMI’ CAR CEZ CFM FOX TAX CAZ AZT MOX Microbiol. Clínica

1 £ 8 — 8 8 8 8 8 8 13,7% 13,2%
2 8 3 — 8 R 5 3 8 8 35.1%

3 R IR — 8 8 8 8 3 8 <1% 7,1%
4 R IR — 8 IR 8 8 3 8 20,2% 16,3%

5 IR IR — IR IR 8 8 8 8 4,6% 3,5%

6 R IR - IR IR IR IR IR IR 5,9% 3,5%
RS — 3 IR 8 8 8 3 10,3% 42,4%

8 IR 8 — IR IR 8 8 8 8 1,2% 8,2%
9 IR 3 - IR IR IR IR IR IR 8,8% 58%

10.5 Citrobacter freundii: Evolución de la sensibilidad anti—
bióticos betalact&micos. TABLA 48C.

Antimicrobiano Concentración Coeficiente de correlación <r)

Carbenicilina 664 uy/ml + 0,40234

>256 uy/tul — 0,69027

Cefamandol ~1 uy/ml + 0,42018

16 uy/ml — 0,24537
Cefotaxima s0~ 1 uy/ml - 0,54526

2 uy/ml -



11.- Morganella morganii



Pesultados — 256 —

11.1 Morqanella s3rgani: % aciunlativo de sensibilidad a concentraciones críti-ET
1 w
225 719 m
516 719 l
S
BT


cas• TABLA 49

.

ANTIBIcYflLD: AMPICILINA.

ANO NQ 41 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml >16 uy/mi

1977

1978

1979
1980

23

58

73
66

1 4.3

1 i,7

1 4,3

2 3,4

2 8,6

3 5,1

23 100

58 100

1 1,5
2 2,7
2 3,0

4 5,4
3 4,5

73 100
67 100

1981

1982

67

77

1 1,5 1 1.5 2 3,0 4 6,0

1 1,3

6 9,0

7 9,1

67 100

77 100

1983

1984

89

91

1 1,1 2 2,2 6 6,7 89 100

91 100

1985

1986

84

65

2 2,4

1 1,5

4 4,8

1 1.5

12 14,3

3 4,5

84 100

65 100

TOTAL 693 1 0,1 1 0.1 9 1,2 19 2,7 46 6.6 693 100

ANflBIOflcfl: ~ARBF2flCILINA.

ANO Ng 464 uy/tul 128 uy/nC 256 uy/ml >256 uy/ml

1977

1978

23

58

19 82,6

45 77,6

20 87,0

48 82,7

20 87,0

50 86,2

23 100

58 100

1979

1980

73

66

60 82,2

56 84,8

61 83,6

59 89,3

63 86,3

60 90,8

73 100

66 100

1981

1982

67

77

56 83,6

65 84,4

57 85,1

66 85,7

58 86,6

69 89,6

67 100

77 100

1983
1984

89
91

73 82,0
69 75,8

76 85,4
71 78,0

78 87,6
72 79,1

89 100
91 100

1985

1986

TOTAL

84

65

693

81 96,4

58 89,2

81 96,4

60 92,3

81 96,4

60 92,3

84 100

65 100

582 84,0 599 86,5 611 88,2 693 100



Resultados — 257 —

TABLA 50.- M. nnrqanii: % acimmlatívo de sensibilidad a concentraciones críticas

.

ANrIBIa1’Icn~ cEFAZOLINA.

ANO NQ 4 uy/tul 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ml >32 uy/ml

1977

1978

23

58

1 4,3 1 4,3

1 1,7

1 4,3

3 5,2

2 8,6

4 6,9

23 100

58 100

1979

1980

73

66 1 1,5

1 1,4

3 4,5

2 2,8

5 7,5

2 2,8

5 7.5

73 100

66 100

1981

1982

67

77

2 3,0

1 1,3

3 4,5

2 2,6

5 7,5

2 2,6

6 9,0

6 7,8

67 100

77 100

1983
1984

89
91

1 1,1
1 1,1

1 1,1
2 2,2

3 3,3
3 3,3

4 4,4
3 3,3

89 100
91 100

1985

1986

84

65 1 1,5 1 1,5

2 2,4

2 3,0

3 3,6

3 4,5

84 100

65 100

TOrAL 693 8 1,1 15 2,1 28 4.0 38 5,5 693 100

ANTIBIarIaJ~ CEPAHANILL.

ANO N2 S1 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ml >32 vg/ml

1977

1978

23

58

5 21,7

9 15,5

9 39,1

18 31,0

12 52,1

24 41,3

14 60,8

36 62,0

18 78,3

43 74,1

20 87,0

50 86,2

23 100

58 100

1979
1980

73
66

10 13,7
13 19,7

24 32,9
26 39,4

33 45,2
37 56,1

47 64,4
50 75,8

54 74,0
55 83,4

62 85,0
60 91.0

73 100
66 100

1981
1982

67
77

15 22,4
14 18,2

31 46,3
26 33.8

41 61,2
34 44,2

49 73,1
47 61,0

59 88,0
58 75,3

62 92,5
66 85,7

67 100
77 100

1983

1984

89

91

18 20,2

y 7,7

32 35,9

17 18,7

47 52,7

28 30,8

63 70,7

47 51,7

73 82,0

58 63.8

79 88,7

70 77,0

89 100

91 100

1985

1986

84

65

23 27,4

16 24.6

40 47,6

31 47,7

55 65,4

38 58,5

64 76,1

48 74,0

75 89,2

54 83,2

80 95,2

59 90,9

84 100

65 100

TOTAL 693 130 18,8 254 36.7 349 50,4 465 67,2 547 79,0 608 87,8 693 100



Resultados — 258 —

TABtA 51.- M. morqanii: % acuinilativo de sensibilidad a concentraciones criticas

.

sMrIBIorIcn: aFVXITINA.

AÑO NQ sí uy/ml 2 uy/ml 4 uy/nl 8 uy/nl 16 uy/ml 32 uy/mi ) 32 uy/nl

1977 23 2 8,7 9 39,1 21 91,4 22 95,7 23 lOO
1978 58 1 1,7 9 15,5 26 44,8 55 94,8 58 100

1979 73 1 1,4 6 8,2 25 34,2 68 93,1 72 98,6 73 100

1980 66 1 1,5 3 4,5

1981 67 1 1,5 2 3,0

8 12,1 29 43,9 59 89,4 64 97,0 66 100

8 11,9 27 40,2 65 96,9 67 100
1982 77 2 2,6 5 6.5 29 37,7 69 89,6 76 98,7 77 100

1983 89 2 2,2 10 11,2 34 38,2 77 86,5 86 96,6 89 100

1984 91 1 1,1 5 5,5 24 26,4 80 87,9 89 97,8 91 100

1985 84 1 1,2 5 6,0 44 52,4 80 95,2 82 97,6 84 100
1986 65 2 3,1 5 7,7 17 26,2 60 92,3 63 96,9 65 100

TOTAL 693 2 0,3 15 2,2 63 9,1 264 38,1 634 91,5 679 98,0 693 100

AN’flBICYflCfl: CEFUrAXIMA.

ANO N9 $0. luy/ml ¿ 1 uy/nl 2 uy/ml 4 uy/mi 8 uy/ml 16 uy/ml >32 uy/ml

1980 66 53 80,3 62 94,0 62 94,0 62 94,0 63 95,0 65 98,5 65 98,5

1981 67 59 88,0 64 95.5 65 97,0 65 97,0 66 98,5 66 98,5 66 98,5

1982 77 68 88,3 74 96,1 75 97,4 76 98,7 77 100

1983 89 77 86,5 81 91,0 83 93,2 86 96,7 88 98,9 89 100

1984 91 70 76,9 77 84,6 80 87,9 81 89,0 90 98,9 91 100

1985 84 80 95,2 82 97,6 82 97,6 83 97,8 84 100

1986 65 54 83.1 61 93,9 61 93,9 62 95,4 64 98,5 64 98,5 64 98,5

TOTAL 539 461 85,5 501 93,0 508 94,3 515 95,6 532 98,7 536 99,4 536 99,4
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TABLA 52.— >4. nnrganii: % acuuulativo de sensibilidad a concentraciones criticas

.

ANTIBIOTIO~: czrrAZflJIM&.

AÑO NO <O, luy/nU. si uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml >32 uy/ml

1981 40 31 77,5 38 95,0 38 95,0 39 97,5 39 97,5 39 97.5 39 97,5

1982 77 67 87,0 74 96,1 76 98,7 76 98,7 77 100

1983 89 69 77,5 79 88,7 82 92,2 86 96,7 88 98,9 89 100

1984 91 65 71,4 75 82,4 77 84,6 78 85,7 81 89,0 90 98,9 91 100

1985 84 72 85,7 82 97,6 82 97,6 82 97,6 83 98,8 84 100
1986 65 53 81,6 61 94,0 62 95,5 62 95,5 63 97,0 63 97,0 64 98,5

‘TOTAL 446 357 80,0 409 91,7 417 93,5 423 94,7 431 96,5 442 99,0 444 99,5

Am
1IBIOTIQ): AZTIiEUIN4.

ANO NQ <0,luy/nl 41 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/mi >32 uy/ml

1983 89 80 89,9 83 93,3 84 94,4 89 100
1984 91 75 82,4 82 90,1 84 92,3 91 100

1985 84 79 94,0 82 97,6 83 98,8 84 100

1986 65 56 86,0 62 95,2 63 96,8 63 96,8 64 98,4 64 98.4 64 98,4

TOTAL 329 290 88,2 309 94,0 314 95,5 327 99,4 328 99,7 328 99,7 328 99,7

ANTTBIOPRL: WaXAIACFAM.

AÑO NQ ~0.1 vg/nC 41 vg/ud 2 vg/ml 4 vg/ud

1980 66 46 69,7 66 100

1981

1982

67

77

50 74,6

67 87,0

65 97,0

75 97,4

66 98,5

77 100

67 100

1983

1984

89

91

75 84,3

74 81,3

88 98,9

91 100

89 100

1985

1986

84

65

66 78,6

48 73,8

84 100

64 98,4 65 100

TOTAL 539 426 79,0 533 98,8 538 99,8 539 100
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11.2 Morganella morqanii: Distribución de aislamientos
cada concentración de anti¡nicrobiano. FIGURA 22

.

Ampicilina

para

Carbenicilina

84 106 — ‘£68

Cefazolina

6

¶ 3 4. 6 16 32 84 12* .446121034.1624

ug/nol

Cefamandol

6
.4

Z0-

2* -

£0 -

*4 -

lo

1 2 4 6 U 32

¶ 2 4 8 U ±2 64 10* 568 >266 4 6 U 32 84 126 £68 ‘2”

hg/ml Mg/ml

Cefoxitina

0.00.20.6 1 * 4 6 U 2264026268>268

ug/mi
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11.2 Morqanella morganii: Distribución de aislamientos para
cada concentración de antimicrobiano. FIGURA 23

.

Cefotaxima

Aztreonam

Ceftazklima

Moxalactam

28

va/ml vg/ml

±0

25

O.OI0.O*0.¶ 0.12.6 ¶ * 4 6 16 3*6444

hg/ini
0.01 0.0± 0.04 0.’ 0.2 0.8 1 5 4

hg/ltd



Resultados

11.3 Morqanella morganii: Puntos críticos de sensibilidad—re

sistencia a antibióticos betalactamicos. TABLA 53A.

Antimicrobiano Ecuación Moda A.nigx PCSM A.inflx A.95% PCRM

Ampicilina 32 Grado 32 28,81 32 119,82 336,6 >256
Carbenicilina 32 Grado 4 4,63 4 24,47 20,32 16

Cefazolina Exponeria 256 1077 >256 — 1013 >256

Cefamandol 32 Grado 2 2,96 2 28,10 84,01 64

Cefoxitina 39 Grado 16 9,06 8 40,96 39,81 32
Cefotaximna 32 Grado 0,03 0,05 0,06 0,26 0,24 0,2
Ceftazidima 32 Grado 0,1 0,12 0,1 1,20 0,82 1
Aztreonam 32 Grado 0,01 0,03 0,03 0,15 0,19 0,2

Moxalactam 32 Grado 0,06 0,08 0,1 0,37 0,39 0,5
= =

11.4 Morqanella morganii: Fenotipos de resistencia ¡nicrobiolo—

qica y clínica a antibióticos betalact5rnicos. TABLA 53B.

Antibióticos betalact5micos Fenotipos (%)

NQ AMP CAR CFZ CFM FOX TAX CAZ AZT fOX Microbiol. Clínica

1 8 8 — 8 3 3 8 3 8 6,5% 2,7%

2 R R — 8 8 8 8 8 8 13,4% 7,8%

3 IR R - IR 8 3 3 8 8 3,7% 8.2%

4 IR R - R 8 R R R 8 ¡ 2,4% <1%

5 IR IR - R R IR IR IR IR 2,0%

6 IR 3 — 8 8 8 8 8 8 58,8% 67,5%

7 IR 8 — IR 8 8 8 8 8 3,1% 4,1%

8 IR 3 — IR 8 8 3 8 8~ 4,8% 9,2%
9 IR 8 — IR 8 IR R IR 8 5,3% <1%

=

11.5 Morqanella ±noryanii: Evolución de la sensibilidad a anti

bióticos betalact&nicos. TABLA 53C.

Antimicrobiano Concentración Coeficiente de correlación <r)

Carbenicilina S 64 uy/ml + 0,4820 1

>256 uy/ml — 0,45444
Cefainandol 2 uy/ml + 0,20404

32 uy/ml — 0, 16829
Cefoxitina 8 uy/ml - 0,27304

32 uy/ml - 0, 16046

Cefotaxima =0,1 uy/ml + 0,14661
~1 uy/mi — 0,13513

262
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12.1 Serratia marcescens: % acunulativo de sensibilidad a concentraciones criticas

.

TABLA 54

.

ANflBIOTIOJ: AMPICU,INA.

ANO NQ 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml >16 uy/ml

1977

1978

43

146 2 1,4

2 4,7

5 3,4

4 9,4

11 7,5

43 lOO

146 100

1979

1980

188

200

1 0,5 5 2,6

3 1,5

14 7,4

11 5,5

188 100

200 100

1981

1982

1983

1984

157

124

312

314

2 1,3

2 1,7

7 4,5

8 6,5

13 8,3

14 11,3

157 100

124 100

1 0.3

1 0,4

10 3,2

4 1,3

30 9,6

10 3,2

312 100

314 100

1985

1986

485

321

4 0.8

3 0,9

9 1,8

9 2,8

26 5,3

24 7,5

485 100

321 100

TOTAL 2290 16 0,7 62 2,7 157 6,9 2290 100

ANTIBIOFIO3: CARB»UICILINA.

ANO Ng ~64 uy/ml 128 uy/ml 256 uy/ml >256 uy/ml

1977

1978

43

146

20 46,5

61 41,8

21 48,8

64 43,8

23 53,5

69 47,3

43 100

146 100

1979

1980

188

200

62 33,0

58 29,0

66 35,1

64 32,0

70 37,2

68 34,0

188 100

200 100

1981

1982

1983

1984

157

124

312

314

84 53,5

57 46,0

86 54,8

58 46,8

89 56,7

60 48,4

157 100

124 100

162 51,9

126 40,1

172 55,1

128 40,7

182 58,3

132 42,0

312 100

314 100

1985

1986

485

321

165 34,0

164 51,1

174 35,9

170 53,0

180 37,1

179 55,8

485 100

321 100

‘TOTAL 2290 959 41,9 1003 43,8 1052 45,9 2290 100
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TAREA 55..- 5. marcrscens: % actn>lativo de sensibilidad a concentraciones críticas

.

AMflflIOtIQh cEFAZQJRA.

ANO Ng 4 uy/nl 8 uy/ml 16 uy/nl 32 uy/ml >32 vg/ml

1977
1978

43
146 1 0,7

1 2,3
3 2,1

43 100
146 100

1979

1980

1981

1982

188

200

157

124

1 0,5 1 0,5 3 1,5

1 0,5

188 100

200 100

1 0,6 2 1,2

2 1,6

157 100

124 100

1983
1984

312
314 1 0,3 2 0,6

1 0,3
3 0,9

312 100
314 100

1985

1986

485

321

1 0,2 2 0,4 4 0,8

3 0,9

5 1,0

4 1,2

485 100

321 100

‘TOTAL 2290 1 0,1 4 0,2 12 0,5 25 1,1 2290 100

ANTIBIOflOh CEFM4ANDOL.

ANO NQ Si uy/ml 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ini 16 uy/u>]. 32 uy/ml >32 uy/ml

1977

1978

43

146 1 0,7
1 2,3

2 1,4

2 4,6

4 2,8

5 11,6

15 10,3

8 18,6

24 16,5

11 25,6

29 19,9

43 100

146 100

1979

1980

188

200 1 0,5

1 0,5

2 1,0

1 0,5

4 2,0

14

14

7,4

7,0

24 12,7

20 10,0

28 14,9

22 11,0

188 100

200 100

1981

1982

157

124 1 0,8

1 0,6

2 1,6

6 3,8

4 3,2

18 11,4

14 11,3

37 23,5

24 19,4

47 29,9

30 24,2

157 100

124 100

1983

1984

1985

1986

312

314

485

321

1 0,3

2 0,6

2 0,6

4 1,2

8 2,5

6 1.8

19

15

6,0

4,7

49 15,6

28 8,9

88 28,2

51 16,2

312 100

314 100

2 0,4

1 0,3

4 0,8

2 0,6

15 3,1

9 2.8

27

24

5,6

7,5

37 7,7

48 15,0

59 12,2

87 27,1

485 100

321 100

¶IXYPAL 2290 9 0,4 21 0,9 59 2,6 165 7,2 299 13,0 452 19,7 2290 100
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TABLA 56.- 5 • uarcescas: % acsni2ativo de sensibilidad a concentracionescriticas

.

AN’rIBIonaJ: CEPOXITNA.

ANO

1977
1978

NQ

43
146

4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/mi > 32 uy/nl

1 2,3
5 3,4

7 16,2
28 19,1

22 51,1
69 47,3

32 74,4
107 73,3

43 100
146 100

1979
1980

188
200

8 4,3
2 1,0

26 13,9
11 5,5

71 37,8
47 23,5

134 71,3
133 66,5

188 100
200 100

1981
1982

157
124

6 3,8
4 3,2

26 16,5
23 18,5

71 45,2

68 54,8

127 80,9

98 79,0

157 100

124 100

1983
1984

1985

1986

312
314

485

321

4 1,3 55 17,6
19 6,0

iyy 56,7
139 44,2

248 79,5
208 66,2

312 100
314 100

20 4,1

5 1,6

112 23,1

24 7,5

285 58,8

152 47,4

339 69,9

211 65,8

485 100

321 100

IUIPAL 2290 55 2,4 331 14,5 1101 48,1 1637 71,5 2290 100

Am’IBIoflaJ: cEFUTAXIMA.

ANO NQ ¿O, luq/nxl ~1 uy/tul 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/nl >32 uy/ml

1980 200 12 6,0 156 78,0 165 82,5 186 93,0 193 96,5 196 98.0 198 99,0

1981
1982

157
124

17 10,8
7 5,6

134 85,4
99 79,8

139 88,6
105 84,6

142 90,5
120 96,8

152 96,9
122 98,4

155 98,9
123 99,2

157 100
123 99,2

1983

1984

312

314

31 9,9

21 6,7

229 73,4

197 62,7

248 79,5

235 74,8

269 86,2

282 89,8

282 90,4

303 96,5

291 93,3

308 98,1

305 97,8

309 98,4

1985

1986

485

321

75 15,5

28 8,7

316 65,2

193 60,1

401 82,7

228 71,0

447 92,2

270 84,1

462 95,3

295 91,9

474 97,8

308 95,9

484 99,8

317 98,7

TOTAL 1913 191 10,0 1324 69,2 1521 79,5 1716 89,7 1809 94,6 1855 97,0 1893 99.0
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TABLA 57.- S • ¡narcescens: % acumilativo de sensibilidad a ccncentracionescríticas

.

AN11B1U191L: CEFTAZIDIMA.

AÑO NQ O, luy/ml ~ 1 uy/ml 2 uy/ml 4 uy/nl 8 uy/ml 16 uy/ml >32 uy/mi

1981 114 22 19,3 108 94,7 112 98,2 114 100

1982 124 31 25,0 118 95.2 120 96,8 122 98,4 123 99,2 123 99,2 123 99,2

1983 312 93 29,8 292 93,6 300 96,2 304 97,5 309 99,1 310 99,4 311 99,7

1984 314 52 16,6 292 93,0 306 97,5 312 99,4 314 100

1985 485 87 17,9 459 94,6 480 99,0 483 99,6 485 100

1986 321 79 24.6 282 87,8 310 96,5 318 99.1 321 100

TUPAL 1670 364 21.8 1551 92,9 1628 97,5 1653 89,9 1666 99,8 1667 99,8 1668 99,9

ANTIBIOfl(fl: AZI!BKtW<.

AÑO NQ ~0, luy/ml ~1 uy/nl 2 uy/ml 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml >32 uy/tul

1983 312 107 34,3 256 82,1 273 87,6 295 94,6 303 97,2 307 98,4 310 99,4
1984 314 111 35,3 290 92,3 305 97,1 308 98,1 312 99,4 313 99,7 314 100

1985 485 166 34,2 447 92,1 467 96,2 479 98,7 48499,8 484 99,8 484 99,8

1986 321 96 29,9 276 86,0 283 88,2 305 95,0 310 96,6 316 98,5 320 99,7

RYTAL 1432 480 33,5 1269 88,6 1328 92,7 1387 96,8 1409 98.3 1420 99,1 1428 99,7

ANTIBIOI’IC): PCXAIACFM4.

ANO NQ ¿0, lug/ml ¿1 uy/ml 2 uy/tul 4 uy/ml 8 uy/mi 16 uy/ml >32 uy/mi

1980 200 4 2,0 16884,0 17889,0 18793,5 19296,0 19396,5 19698,0

1981 157 5 3,2 138 87,9 146 93,1 151 96,3 155 98,8 156 99,4 156 99,4
1982 124 4 3,2 104 83,8 111 89,4 119 96,0 120 96,8 123 99,2 123 99,2

1983 312 22 7,1 265 84,9 281 90,0 296 94,8 302 96,7 308 98,6 310 99,3

1984 314 6 1,9 246 78,3 274 87,2 293 93,3 296 94,2 297 94,5 305 97,1

1985 485 25 5,1 397 81,8 424 87,4 451 93,0 459 94,6 475 97,9 484 99,7
1986 321 10 3,1 260 81,0 273 85,1 292 91,0 307 95,7 315 98,2 319 99,4

TOTAL 1913 76 4,0 1578 82,5 1687 88,2 1789 93,5 1831 95,7 1867 97,6 1893 98,9
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12.2 Serratia marcescens: Distribución de aislamientos para
cada concentración de antimicrobiano. FIGURA 24

.
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12.2 Serratia znarcescens: Distribución de aislamientos
cada concentración de antimicrobiano. FIGURA 25

.

Cefotaxima Ceftazidima
8

so

40

30

SO

lo
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Resvltados

12.3 Serratia mnarcescens: Puntos críticos de sensibilidad—re

sistencia a antibióticos betalactAmicos. TABLA 58A.

Antinhicrobiano Ecuación Moda A.niSx PCSM A.inflx A.95% PCRM

ATupicilina Exponene 256 299,2 >256 — 279,9 >256

Carbenicilina 32 Grado 16 16,29 16 64,19 89,85 64

Cefazolina Exponenc 256 1228 >256 - 1181 >256
Cefamandol Exponeno 256 520 >256 - 483,7 >256
Cefoxitina 32 Grado 16 18,82 16 156,11 206,7 256
Cefotaxima 32 Grado 0,5 0,48 0,5 5,73 10,29 8

Ceftazidima 32 Grado 0,2 0,19 0,2 1,98 1,95 2

Aztreonam 32 Grado 0,2 0,22 0,2 2,69 2,72 2

Moxaitactam 32 Grado 0,2 0,36 0,5 3,71 4,16 4

12.4 Serratia marcescens: Fenotipos de resistencia unicrobioló—

qica y clínica a antibióticos betalactSmicos. TABLA 58B.

Antibióticos betalactámicos Fenotipos (%)

Ng AMP~CAR CFZ CFM*FOX TAX CAZ AZT MOX Microbiol. Clínica

1 — 5 - - 8 8 8 8 8 41,5% 41,5%

2 — 8 — — R 8 8 5 8 41% <1%

3 - 8 - - R R IR R R (1% 41%

4 - R — — 3 3 8 8 8 51,3% 6,2%
5 — R - — IR 3 8 8 8 41% 48,8%

6 — IR - — IR R 8 1k 1k 4,0% 2,9%

7 — IR — — IR IR R R R 2,4% 41%
= c
* No estimados para fenotipos de resistencia íaLcmbiol6yica.

12.5 Serratia marcescens; Evolución de la sensibilidad a anti

bióticos betalactamicos. TABLA 58C.

Antimicrobiano Concentración Coeficiente de correlación (r)

carbenicilina ¿64 uy/ml + 0, 17862

>256 uy/tul — 0,12568

Cefoxitina 16 uy/ml + 0,33504

32 uy/ml — 0,28741

Cefotaxima $1 uy/ml - 0,89393
8 uy/ml — 0,50304

Ceftazidima 60.1 uy/ml - 0,05378

2 uy/ml - 0,02974
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Itsilta&s -270-

13.1 F~sflnas aenxhrca: % aa£mflatLV) de ~sibi1icbd a crnntacinrs al

—

tices. ¶flnA 59

.

A NQ 464 uy/ml 128 uy/ml 256 uy/ml >256 uy/ml

197>7
1978

1979

1980

82
372

342

370

64 78,0
285 76,6

70 85,3
345 92,7

80 87,5
358 96,2

82 100
372 100

278 81,3

300 81,1

318 93,0

338 91.4

322 94,2

354 95,7

342 100

370 100

1981
1982

339
461

292 86.1
371 80,5

324 95,5
422 91,5

333 98,2
438 95,0

339 100
461 100

1983

1984

576

772

478 83,0

598 77,5

534 92.7

684 88,6

553 96.0

728 94,3

576 100

772 100

1985

1986

‘TOTAL

752

513

4579

630 83,8

465 90,7

696 92,6

485 94,6

719 95,6

494 96,3

752 100

513 100

3761 82.1 4216 92,2 4379 95,6 4579 100

r~iana~ cWFAZIDDGU

MC NQ 40, luyAn). 41 ug,4n1 2 uyAnl 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml 32 uy/ml

1981
1982

229
461 1 0,2

80 34,9
171 37,1

172 75,1
377 81,8

206 90,0
402 87,2

226 98,7
418 90,7

226 98,7
426 92,4

228 99,6
440 95,4

1983

1984

576

772

1 0.2

5 0,6

184 32,0

260 33,7

458 79,6

580 75,2

535 93,0

709 91,9

561 97,5

751 97,3

568 98,6

761 98,6

573 99,5

771 99,9

1985

1986

752

513

3 0,4

2 0,4

268 35,6

162 31,6

580 78,2

387 75,5

699 93,0

440 85,8

720 95,8

475 92,6

729 97,0

48594,5

744 99,0

50398,1

‘IDJ2AL 3303 12 0,4 1125 34,1 256277,7 2991 90,7 3151 95,5319596.8 3259 98,7
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TABLA 60.- 1>. aeruqinosa: % acuuuiativo de sensibilidad a concentraciones críticas

.

AMTIBIOflcL: AzrnFnmM.

ANO Ng 40, 1ug/mJ~ $1 uy/ml 2 uy/tul 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/ml >32 uy/ml

1983 576 5 0.9 26 4,5
1984 772 7 0,9 47 6,1

81 14.0
155 20,1

306 53,1
472 61,1

496 86,1
647 83.8

541 93,9
727 94,2

556 96,5
757 98,1

1985 752 4 0,5 37 4,9

1986 513 4 0,8 18 3,5

112 14,9

44 8,6

397 52,8

244 47,6

615 81,8

397 77,4

683 90,8

464 90,5

734 97,6

493 96,1

TOTAL 2613 20 0,7 128 4,8 392 14,9 1419 54.2 2155 82,5 2415 92,4 2540 97,2

fiNI!TiBTOI!I~: CEft1I!AXfl~.

ANO Ng $0,lug/nil ~1 uy/ml 2 uy/ud 4 uy/ml 8 uy/mi 16 uy/ml >32 uy/ml

1980 370 1 0,3 7 2,0 22 6,0 81 21,9 233 73,0 303 81,9

1981 339 2 0,6

1982 461 1 0,2 2 0,4

6 1,8

5 1,0

19 5,6

15 3,2

69 20,4

80 17,3

23964,7

264 57,2

26979,4

364 79,0

1983 576 1 0,2 2 0.4
1984 772 2 0,2 7 0,9

7 1,3
8 1,0

30 5,3
24 3,1

104 18,1
154 19,9

387 67,2
517 66,9

484 84,0
648 83,9

1985 752 2 0,3 4 0,6

1986 513 1 0,2 2 0,4

16 2,2

9 1,8

44 5,9

18 3,5

174 23,1

84 16,4

514 68,3

274 53,4

674 89,6

426 83,1

‘Ir/TAL 3783 7 0,2 20 0,5 58 1.5 172 4,5 746 19,7 2408 63,6 3168 83,7

ANTIBIOTIC): M)nIACFAM.

ANO Ng $0, lvy/ml Si uy/ml 2 uy/nl 4 uy/ml 8 uy/ml 16 uy/mi >32 uy/mi

1980 370 1 0,3 3 0,8 13 3,5 78 21,1 222 60,0 314 84,9

1981 339 1 0,3
1982 461 1 0,2

2 0,6
4 0,8

10 3,0
11 2,3

53 15,7
66 14,2

199 58,7
241 52,2

276 81,4
363 78.7

1983 576 1 0,2 5 0,9

1984 772 1 0,1 5 0,6

10 1.8

10 1,2

40 7,1

36 4,6

133 23.2

182 23,5

377 65,5

517 66,9

490 85,1

682 88,3

1986 513 1 0,2
1986 513 1 0,2

2 0,4
3 0,6

2 0,4
5 1,0

71 13,9
76 14,9

248 48,3
324 63,2

133 25.9
457 89,1

TOTAL 3783 3 0,1 19 0,5 40 1,1 136 3.6 697 18,4 2329 61.5 3251 85,9



Resultados — 272 —

13.2 Pseudomonas aeruqinosa: Distribuci&n de aislamientos_pa-
ra cada concentración de antimicrobiano. FIGURA 26.

Carbenicilina
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13.3 pseudomonas aeruqinosa: Puntos críticos de sensibilidad

—

resistencia a antibióticos betalactSmicos. TABLA 61A

.

Antimicrobiano Ecuación Moda A.rnSx PCSM A.intlx A.95% PCRM

Carbenicilina 32 Grado
Cefotaxiuna
Ceftazidinia

Aztreonam
Moxalactam

29 Grado
29 Grado
22 Grado
22 Grado

32 26,44
16 18,25

2 2,55

~
16 21,14

32

16
2
4

16

160,86 219,2

— 52,35

— 15,14

— 27,86

— 73,00

¡ 256

64

16

32

64
______ = =

13.4 Pseudoaonas aeruglnosa: Fenotipos de resistencia micro

biológica y clínica a antibióticos betalactAmicos. TABLA

Em.

Antibióticos betalact5micos Fenotipos (%)

142 AMP CAR CFZ CFM FOX TAX MOX CAZ AZT Microbiol. Clínica

1 — 8 — — — 8 8 8 8 92,3% 46,8%
2 — 8 — - — IR IR 8 8 1,1% 29,1%
3 — 8 — — — R R 8 R <1% 4,4%
4 — 8 — — — IR IR IR IR 2,0% 1,8%
5 — IR — — — 8 8 8 8 2,8 15,6%

6 — IR — — — IR IR 8 8 <1% <1%
7 — IR — — — IR IR IR IR 1,3% 1,8%

13.5 Pseudouzonas aeruginosa: Evolución de la sensibilidad a

antibióticos betalactSaicos. TABLA 61C.

Antimicrobiano Concentración Coeficiente de correlación (r)

Carbenicilina ~64 uy/ml + 0,62387
>256 ‘uy/ml + 0,47324

Ceftazidima 2 uy/ml - 0,02545
16 uy/ml — 0, 14627
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IV.- DISCUSION

1.- ESCRERICHIA COLI Y ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

.

E. coli es un microorganismo caracterizado por su gran ubicui-

dad, por tanto acostumbrado a “convivir” en múltiples habitats,

y sin duda muy familiarizado con el ambiente creado en torno a

los antimicrobianos. En relación con el hombre, E. coil, es la

bacteria gram-neyativa más frecuente como integrante de la flo-

ra habitual, y la más prevalente en las infecciones nosocomia—

les y en algunas de las infecciones provinientes del medio ex-

trahospitalario. E. colí es agente causal de casi el 25% de las

bacteriemias, 5—10 de las neumonías nosocomiales, 65—68% de las

infecciones urinarias nosocotuiales y 10-78% de las de la comu-

nidad
525. En nuestro medio, E. coli es el microorganismo más

frecuentemente aislado de hemocultivos, urocultivos e infeccio-

nes de tejidos blandos y heridas, y fue responsable del 45,4%

de las bacteriemias por yram—negativos en los últimos tres

a3os526

E. coli, por otra parte, es un excelente modelo para el estudio

de la interrelación de los microorganismos gram-neyativos con

los antibióticos betalactámicos (ABL>. Fleminy1 en 1929, puso

de manifiesto que los microorganismos del grupo “coli-tifoidea”

no eran inhibidos por la penicilina, y poco despuás Abraham y

Chain67 demostraron que la penicilinasa contenida en extractos

de E. coli era capaz de inactivar la penicilina, dando lugar al

mecanismo de resistencia a ABL más relevante en bacilos yram—

negativos. El patrón de resistencia de E. coli a los ABE está

prioritariamente definido por la síntesis de betalactamasas

Cela>, y tanto la permeabilidad de la membrana externa <ME),

como las alteraciones en las PBPs juegan un papel secundario.

Como todos los microorganismos gram—negativos, E. coli, sinte—

tiza una Qla cromosómica constitutiva cuyo nivel de producción

no ocasiona, habitualmente, resistencia a los A13L202,209. En

E. coli, en el que no se han caracterizado Blas cromos’Smicas

inducibles, la mayor incidencia de resistencia es debida a la

codificación de Blas plasmídicas clásicas, esencialmente TEM-1,

y en mucha menor proporción OXA—1 y SHV—1216362. 309,3 24, En

los últimos 8 años, como en otras Enterobacteriaceae, se han

caracterizado en E. coli diferentes betalactamasas plasmidicas

de espectro ampliado (BPEA) a nuevos AI3L, que han modificado

algo su patrón de resistencia, aunque la prevalencia de tales

cepas sea menor del 1% de los aislamientos207 ,277•
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El comportamiento de E. coli frente a los ABL se ha caracteri-

zado siempre por una distribución bimodal con un margen de CMIs

más amplio para penicilinas que para cefalosporinas y otros

En nuestra serie, tras el análisis de 7.893 aisla-

dos y su sensibilidad a 9 ABL, se confirma tal distribución bi-

modal con diferenciación de dos poblaciones que deberían cor-

responder a la población sensible y resistente, respectivamen-

te. Esta afirmación es irrebatible en relación con ampicilina y

carbenicilina, en las que la distribución de aislamientos per-

mite diferenciar de manera rotunda dos poblaciones muy distin-

tas por sus valores de CMI, sin apenas población intermedia

(Figura 1). Tal separación es menos nítida respecto de cefazo-

lina y cefamandol con una población mayoritaria, cercana al

85%, distribuida entre un margen amplio de CMIs y otra pobla-

ción más exigua y concentrada en torno a valores inhibitorios

elevados.

Respecto de cefoxitina y cefalosporinas de fl generación (Figu-

ra 2). la elevada resistencia a las Blas plasmídicas habituales

de E. coli. determina que el esquema bimodal sea tambign evi-

dente, con una población sensible, mayoritaria, superior al 95%

y concentrada entre un escaso margen de CMIs, y una 2~ pobla-

ción claramente diferenciada de la anterior, poco relevante en

cuanto a su número, pero si esencial en cuanto a la resistencia

y a los posibles mecanismos implicados. Los valores limites de

CMI para esta población, menos sensible o resistente desde el

punto de vista microbiológico, oscilan entre 0,1 y 32 uy/mi,

inferiores a los farmacocin~ticos considerados al uso para de-

finir los puntos críticos de resistencia.

La representación gráfica de la distribución de los aislados en

el intervalo de CP4Is, se ajusta matemáticamente a un polinomio

de 32 grado. Ello permite el cálculo de las abscisas máxima, de

inflexión y del 95%, que hacen posible la estimación aproximada

de los puntos críticos de sensibilidad y resistencia microbio-

lógica (PC8M y PCRM>, extraordinariamente útiles para estable-

cer los criterios de sensibilidad y resistencia (Tabla SA) . El

PCSM, calculado para cada MTh a expensas de la abscisa máxima

que se adscribe a la CMI más próxima en el sistema de dilucio-

nes en base 2, contribuiría a la distinción de la “población

sensible de pleno derecho” carente de mecanismos de resistencia

relevantes. En cierta medida, este punto atestiyua la actividad

intrínseca de cada antibiótico y facilita el análisis compara-

tivo. En relación con los ABL estudiados, los PC8M obtenidos
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son coincidentes con la moda, con la excepción de ampicilina y

cefazolina cuyos valores son ligeramente inferiores a los obte-

nidos por el valor más frecuente de C1~iI (Tabla SA). Estos pun-

tos de “sensibilidad plena” permiten establecer en E. coli, una

“población sensible de pleno derecho” próxima al 30% de los

aislados para ampicilina y carbenicilina; superior al 50% para

cefazolina y cefamandol; y entre el 70 y 80% para cefoxitina y

las cefalosporinas de la 3~ generación. Los valores de CMI es-

timados como PCSH para ABL son algo superiores a los límites

bajos del rango de CMTs, y coinciden con los obtenidos experi-

mentalmente en cepas de E. coli con un nivel bajo de expresión

de la lila cromosómica constitutiva
319 ,530,53 1,

El PCRM, conceptualmente. sería equiparable a la concentración

inhibitoria capaz de diferenciar la población claramente resis-

tente. Para cada ABL vendría dado por concentraciones que inhi-

bieran cepas dotadas de mecanismos de resistencia relevantes y

de alto nivel. En un sentido diferenciativo hemos considerado

aquella CMI más próxima al valor que inhibe el 95% de la pobla-

ción, teniendo en cuenta también la pendiente de la representa-

ción gráfica expresada por el valor de la abscisa de inflexion.

Para E. coli los valores de CMI están recogidos en la tabla SA

y se aproximan niucho, desde la perspectiva matemática, a los

obtenidos por la abscisa del 95%. La posible excepción la cons-

tituye el valor de carbenicilina, para la que hemos considerado

32 uy/mí, aunque con idéntico criterio hubiera sido posible to-

mar un valor de 64 uy/ml teniendo en cuenta la tendencia expre-

sada por la abscisa de inflexión, casi en le punto medio entre

ambas concentraciones. Las pequeñas discrepancias entre los

PCRM para las cefalosporinas de 39 generación permitirían tomar

de manera uniforme 0,5 uy/ml como discriminatorios de la pobla-

ción menos sensible, como hemos podido comprobar de manera ex-

perimental en este trabajo.

Los PCRM estimados para E. coli en este estudio determinan una

población resistente para los diferentes Aif con la incidencia

siguiente: ampicilina 60,6%, carbenicilina S8..0%. cefazolina

5,5%, cefamandol 7,2%, cefoxitina 4,0%, cefotaxima 2,5%, cefta—

zidima 2,7 y aztreonam 2,7%. No obstante, y teniendo en cuenta

los valores de los PCSM, conviene resaltar la existencia de una

“población sensible intermedia” correspondiente a la la franja

entre los PC8M y los PCRM, que verosimilmente podría conllevar
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mecanismos de resistencia de bajo nivel o diferencias en la ac-

tividad intrínseca sobre diferentes cepas. La importancia de su

incidencia: 15% para penicilinas y cefalosporinas de la 3~ ge—

neración y en torno al 25% para cefazolina, cefamandol y cefo—

xitina, radica en que esta población puede ser precursora de la

poblacton resistente que debería manifestarse como tal en el

futuro. Asimismo sería positivo considerar esta población como

potencialmente resistente en infecciones cuya localizacion im-

pidiera la llegada del antibiótico en concentraciones elevadas.

Los PCRM considerados por nosotros están en armonía con los

criterios de sensibilidad emitidos por las diferentes institu-

ciones internacionales para las penicilinas y cefalosporinas de

la 1~ y 2~ generación
34, 36~40 ,42,46• Sin embargo, existe una

notable discrepancia en relación con los puntos críticos de

sensibilidad fijados para las cefalosporinas de Th generación y

el aztreonam. Tal discrepancia queda reflejada al considerar la

casi absoluta ausencia de resistencia a estos ABL en la mayoría

de las series recogidas en la literatura. Como hemos podido

comprobar experimentalmente en este trabajo, diferentes meca-

nismos de resistencia en E. cali, esencialmente ligados a las

Blas OXA-1 y a la hiperproducción de Bla cron>osómica (Figura

3), determinan valores de CMI elevados pero inferiores a los

puntos críticos tomados como limites para la sensibilidad.

La reciente aparición de cepas productoras de BPEA ocasiona la

calificación errónea de estas cepas como sensibles532, e infie-

re la necesidad de reconsiderar los puntos críticos internacio-

nales para ajustarlos más a la “realidad microbiológica”, dis-

tanciándolos de la “realidad farmacocinética” en la que asidua-

mente descansan. Como ejemplo ilustrativo en E. cali, la resis-

tencia a cefotaxima obtenida por nosotros es del 2,56% de los

aislamientos, mientras que considerando los valores recomenda-

dos por la BSAC británica39 (1 uy/mí), por la 3PM40 (4 uy/mí) y

por el NCCLS34 (8 uy/mi), obtendríamos una incidencia de resis-

tencia a cefotaxima de 1,3%, y 0,1% respectivamente. Tales dis-

crepancias, que en E. cali no son muy llamativas, alcanzan ci-

fras más elevadas para otros microoragnismos, y en nuestra opi-

nión suponen una subestimación peligrosa de la resistencia.

El análisis de los fenotipos de resistencia proporciona una in—

formación global sobre diferentes aspectos, más conveniente que

la mera enunciación de porcentajes de cepas inhibidas, o que
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los propios valores de CM1
50 y CM190. Realmente el patrón de

sensibilidad-resistencia obtenido del fenotipo constituye una

radiografía de los posibles mecanisn>os de resistencia implica-

dos en cada caso. Esta forma de escudriñar la resistencia no es

nueva y ha sido utilizada en los últimos 20 años por diversos

autores que han confirmado su eficacia
9—1>7. Este mismo año,

Courvalin ha suscitado la “lectura interpretativa” del antibio-

grama basada en el análisis molecular de los posibles mecanis-

mos de resistencia que subyacen en cada fenotipo de resistencia

y su adecuada interpretación terapéutica2. Para ello esboza 3

pasos que incluyen; la caracterización del fenotipo de resis-

tencia en base a un número concreto de antibióticos de cada

grupo; la deducción a expensas del fenotipo del mecanismo, o

mecanismos, de resistencia; y la inferencia, a expensas del me-

canismo de resistencia deducido, del fenotipo establecido pre-

viamente. Este inteligente planteamiento del problema, parte de

la consideración de los antibióticos, más que como entes indi-

viduales, como miembros de grupos o familias, con característi-

cas comunes en cuanto a estructura, mecanismos de acción y re-

sistencia, y espectro de actividad.

Nuestro planteamiento de los fenotipos de resistencia parte de

un enfoque coincidente, y considera como criterio discriminato-

rio de sensibilidad y resistencia microbiológica el PCRM para

los 9 Aif estudiados. Con propósitos comparativos diferenciamos

los fenotipos de resistencia clínica estructurados considerando

el punto crítico farmacocinético (PCF), que en muchas ocasiones

no es coincidente con el PCRM. De esta manera distinguimos fe-

notipos de resistencia microbiológica de fenotipos de resisten-

cia clínica que son los habitualmente referidos en la mayoría

de las series citadas anteriormente.

En E. cali se diferencian 11 fenotipos, inicialmente estructu-

rados en 3 grupos en función de la sensibilidad—resistencia a

ampicilina y carbenicilina (Tabla SE). El fenotipo 1 engloba

todas las cepas sensibles a los 9 A13L. Su incidencia del 39,4%

se distancia de la obtenida en las series de Jarlier538 (67,-

4%), sírot539 (64%), y Sirot532 (60%), reflejando una mayor re-

sistencia a la ampicilina en nuestro medio. Del total, más del

70% debería considerarse como población sensible de pleno dere-

cho por estar delimitada por valores inferiores al PCSM, sin

embargo, y esencialmente para cefalosporinas, algunos aisla—
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mientos muestran valores de CMI que podrían conllevar mecanis-

mos de resistencia de bajo nivel. La lila cromosómica constitu-

tiva que poseen todas las cepas de E. coli y su bajo nivel de

expresión debe responder, mayoritariamente, de este fenotipo.

Dado el bajo nivel de resistencia inferido por otros mecanis-

mos, y de forma más concreta por alteraciones en la permeabili-

dad de la ME, no seria erróneo suponer la presencia de estas

cepas dentro de este fenotipo sensible
109 ,122, 140.

El segundo grupo de fenotipos en E. coli tiene una incidencia

del 58% correspondiente a los aislamientos resistentes a carbe-

nicilina, que contrasta con las cifras inferiores ofrecidas en

otras series532,538,539. En él se diferencian 6 fenotipos de

resistencia microbiológica y clínica distintos, que coinciden

en su incidencia dada la similitud de puntos críticos de refe-

rencia. Las Blas plasmídicas clásicas y en muy pequeña medida

las nuevas I3PEA son responsables de su configuración. En E. co—

li se han identificado 12 BPC diferentes, siendo TEM-1 la enzi-

ma predominante con una incidencia que fluctúa entre 49% y 96%

y una media del 77% según las diferentes series216>261,262,325,

542~ Estos datos están en contraposición con los obtenidos para

TEM—2, con incidencia interior al 2%; OXA-1 con una incidencia

que oscila entre 2% y 16% y un valor medio del 6%; y SHV-1, re-

conocida en pocos estudios aunque tiene una incidencia media

del 4%. No es infrecuente el hallazgo de dos y hasta tres I3PC

distintas en E. coli, siempre TEM—1 asociada generalmente a

OXA-1, SHV-1 y PSE-1262
1

542.

El fenotipo 2 con resistencia a ampicilina y carbenicilina y

sensibilidad a todas las cefalosporinas y aztreonam es el más

frecuente en E. coli (54,2%). Los fenotipos 3 y 4 con inciden-

cia de 1,4% y 1,3% respectivamente, se diferencian por la re-

sistencia a cefazolina y cefamandol. Sin duda un nivel gradual

y progresivo de producción de lila plasmidica, esencialmente

TEM—1, posibilita la discriminación entre ellos. Las caracte-

rísticas del que podríamos llamar “patrón TEM-1” están especi-

ficadas en las tablas 6 y 9A. Se caracteriza por valores de CMI

superiores a 1024 uy/ml de ampicilina y carbenicilina y un am-

plio rango para cefalosporinas de 1~ y U generación, mientras

que los nuevos AQL no se ven afectados aunque la producción de

fila alcance los valores máximos obtenidos de 143,7 nmoles/sy/my

de proteína. La hiperproducción de TEM-1, que afecta también a
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la actividad de los inhibidores de fila a las concentraciones

usuales, es un fenómeno bign documentado
3í9,543S46, que teóri-

camente puede deberse a repeticiones del gen que codifica el

enzima, a mutaciones en el promotor, o más verosimilmente a un

elevado número de copias del plásmido que porta el gen. A este

respecto, se ha demostrado la existencia de plásmidos no conju—

gativos de pequeño tamaño, entre 2,5 y 7,0 Kb, que al existir

en un número de copias elevado, al menos 10 por cromosoma bac-

teriano, determinarían la síntesis de elevadas cantidades de

Bla547. En este perfil de sensibilidad TEM—1, el efecto del in-

cremento del inóculo bacteriano tiene relevancia en relación

con las penicilinas y las cefalosporinas de 1~ y U generación,

pero no respecto de cefoxitina, cefotaxima, cefpiroma, ceftazi—

dima y aztreonam (Tabla 9B).

La situación es algo dispar al considerar el denominado ‘patrón

OXA-1” (Tablas 7 y 9A). Está caracterizado por la resistencia a

todas las penicilinas, aunque los valores de CMI no alcanzan

cifras tan elevadas. Respecto de las cefalosporinas de 1~ y U

generación las concentraciones precisas para la inhibición de

cepas de E. coli con este perfil tampoco alcanzan los valores

altos referidos para TEM—1319. A subrayar la escasa eficacia de

la ceturoxima, puesta de manifiesto por Huovinen548 en >1958,

ratificada por nosotros en este trabajo experimental. Las oxa—

cilinasas, en general, y de manera más específica OXA—1 mues-

tran cierta actividad hidrolitica sobre algunas cefalosporinas

de 3a generación, puesta de relieve por valores superiores de

CMI en torno a a 1-2 uy/ml262,319. Recientemente pudimos com-

probar como la cefpiroma y en menor grado la cefotaxima, cefti-

zoxima y ceftriaxona se ven afectadas cuando la síntesis de lila

se incrementa sobre las cantidades habituales531. Los valores

de CM1
90 se elevan hasta 2 uy/ml para cefotaxima y ceftizoxima,

y hasta 16 uy/ml para la cefpiroma (Figura 3), sugiriendo una

inactivación enzimática que pudimos demostrar experimentalmente

mediante el test microbiológico de Masuda (Figura 5). De análo-

ga forma existe un efecto de inóculo significativo para cefota—

xima y cefpiroma, particularmente cuando se ensayan cepas con

alto nivel de producción de OX~-1 (Tabla 9B).

El fenotipo 6, con incidencia inferior al 1%. se distingue por

la resistencia a todos los AL3L excepto cefoxitina y moxalactam.

Hoy sabemos que corresponde al perfil típico de las nuevas BPEA
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identificadas en todas las Enterobacteriaeceae y más frecuente-

mente en Klebsiella y E. coíi 207,277, Al menos 15 cepas mos-

traron este perfil encontrado, restrospectivamente, por primera

vez en 1982. Un estudio prospectivo de todas las cepas de Ente—

robacteriaceae aisladas en nuestro hospital entre 1988 y 1989

demostró que 21 aislamientos de E. coli codificaban BPEA: y ce-

pas SHV-2, 6 cepas una lila con pI de 5.4 idgntico de TEM-1 pero

distintas en cuanto a su perfil hidrolitico, y 7 cepas una BPEA

de pI 5.9 compatible con TEM-6 y TEM-8
549. Este fenotipo de

nuevo destaca la necesidad de modificar los criterios habitua-

les de sensibilidad para las cefalosporinas de 3~ generación y

el aztreonam, considerando puntos críticos de resistencia infe-

riores, nunca más elevados de 1 uy/ml.

El fenotipo 7 con resistencia a todos los ABL e incidencia in-

ferior al 1% podría deberse a diferentes mecanismos de resis-

tencia aislados o solapados en la misma cepa. La hiperproduc-

cion de fila cromosómica podría caber siempre que la CMI de car—

benicilina superara los 32 uy/mí, situación por otra parte ex-

cepcional de acuerdo a nuestros datos y a los publicados por

IRoy et al542. Una segunda posibilidad vendría dada por la yux-

taposición en una misma cepa de la hiperproducción de lila cro—

xwosómica con la presencia de alguna ~la plasmtdica, situación

muy infrecuente en E. coli 539 542, Una tercera posibilidad,

aún más rara, combinaría alguno de los mecanismos anteriores

con alteraciones en la permeabilidad de la ME, que le por sí no

conferiría valores tan elevados de CMI. Finalmente, la codifi-

cación de una cefamicinasa similar a la BIL-1 descrita en E.

ccli por Woodford et al.363 podría explicar un perfil de resis-

tencia singular. Esta última no es una posibilidad desdeñable

considerando el aislamiento en los últimos meses en nuestro

hospital de 3 cepas con este perfil, cuyo mecanismo de resis-

tencia está por dilucidar.

El tercer grupo de fenotipos en E. coli está singularizado por

la divergencia en la actividad de ampicilina y carbenicilina.

Descrito inicialmente por Medeiros et al.533 en 1974, se dis-

tingue por la resistencia a ampicilina y cefalotina y la sensi-

bilidad a concentraciones de carbenicilina comprendidas entre 4

y 32 uy/ml. Su prevalencia, en nuestro caso del 2,6%, es dis-

tinta en función de las distintas series publicadas, y aunque

en algún caso alcanza valores próximos al 20%, en general, es
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inferior al 5% de los aislamientos
26>1 ,325,532,538,541 Estos

índices bajos de prevalencia no restan protagonismo a un grupo

de fenotipos, 4 en nuestra experiencia, con un mecanismo de re-

sistencia atractivo en cuanto a su gengtica y características

bioquímicas, del que es responsable la ala cromosómica de E.

coli, y m~s específicamente su nivel de producción.

Todas las cepas de E. coli codifican una ala cromosómica cons-

titutiva que puede diferir en su pI en los diferentes aisla-

mientos. Matthew y Harris202 caracterizan en E. coli 6 tipos de

Blas distintas con pI superior a 8.0. Marre y Aleksic550, indi-

vidualizan 6 tipos diferentes con pI entre 7.4 y 8.8, de los

que sólo los tipos A (pI 7.4), 0 (pI 8.3) y E (pI 8.6) se en-

cuentran en las cepas resistentes a ampicilina. Su incidencia

es muy diferente toda vez que las Blas de los tipos A y D se

identifican en 1 y 2 cepas de 51, mientras que el tipo F se en-

cuentra en el 94,1% de las cepas resistentes.

La ala ampC de E. cojA es el prototipo de enzima que se expresa

de modo constitutivo. El yen estructural ampC determina una ex-

presión enzimática pobre, o de bajo nivel, debida a un promotor

ineficiente y a la acción de un atenuador entre el yen estruc-

tural y el promotor403. De esta manera, menos de la cuarta par-

te de la información transcrita por el promotor escapa a la a-

tenuación y en estas condiciones duficilmente se pueden alcan-

zar niveles que provoquen resistencia. No obstante, se han des-

crito mutantes hiperproductores de ala que determinan grados

progresivos de resistencia en función del nivel de enzima pro-

ducido265,403—407. La existencia de múltiples copias del gen

ampC es la causa más frecuente de síntesis elevada, si bi~n el

incremento de la tasa de transcripción por mutaciones que afec-

tan al promotor ó atenuador también ha sido invocado265, 405 —

~ Sea como fuere, la concentración de ala en el espacio pe-

riplásmico puede ser entre 2 y 20 veces mayor que la basal, o—

casionando un incremento sustantivo de las CMIs de muchos AI3L,

entre ellos la ampicilina y las cefalosporinas de 2~ y 3~ gene-

ración, mientras que las carboxi y ureidopenicilinas se ven me-

nos afectadas140A04,409.

Este abanico de posibilidades responde de la diversidad de fe-

notipos de este grupo encontrados entre nuestros aislamientos.

En los fenotipos 8, 9 y 10 la síntesis de Bla está dentro de

los limites discretos de hiperproducción. con afectación impor—
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tante de la ampicilina, y CPUs intermedias para las cefalospo—

rinas, con resistencia variable a cefazolina y cefoxitina. La

divergencia entre los fenotipos 9 y 10 en cuanto a la actividad

de cefazolina y cefamandol se debe a la mayor eficacia hidrolí—

tica del enzima para cefazolina, considerando en conjunto los

valores de la afinidad y la tasa de hidrólisis
55~.

El último fenotipo, fenotipo 11, con incidencia del 1,9%, es el

más interesante y está caracterizado por la hiperproduccíón

constitutiva del enzima y la resistencia a todos los Así, con

la excepción de carbenicilina, con afectación de las cefalospo-

rinas de 34 generación excepto cefpiroma <Tabla 8 y 9A, y figu-

ra 3). Estas cepas muestran un efecto inóculo significativo pa-

ra cefotaxima, ceftazidima y aztreonam (Tabla 913). Este último

fenotipo de resistencia, también explicitado por Roy et aí.542

y Marre y Aleksic550, aunque no encontrado en otras series de—

hilo a los puntos críticos elevados, recalca la necesidad de

modificar los criterios de sensibilidad respecto de los nuevos

AI3L. Por último parece conveniente subrayar que los perfiles de

sensibilidad debidos a la producción incrementada de las Blas

más frecuentes en E. coli, TEM—1, OXA-1 y cromosómica, pueden

diferenciarse en virtud de la actividad selectiva de cefotaxi-

ma, ceftazidima, aztreonam y cefpiroma <Tabla 9A).

La variabilidad geográfica y la estabilidad en la incidencia,

son dos características bién delimitadas en cuanto a la resis-

tencia a Aif en E. coli. O’Brien lo puso de manifiesto en los

estudios internacionales amplios por él dirigidos en las déca-

das de los 70 y 80, en los que la resistencia a ampicilina os-

ciló entre 16—73% y 17~72%528>-529. Nuestros datos, obtenidos

con un elevado número de cepas de un mismo hospital, parecen

ratificar tales aseveraciones previas. Por una parte, la resis-

tencia a ampicilina con un valor medio para los 10 años del 60,

6% y un intervalo que ha oscilado entre 53,2% y 64,9% de los

aislamientos, contrasta con la obtenida en Francia532(40,6%),

ítaíia$52 (34%), Bélgica553 (45%), Holanda554 (42%), Alemania

530 (21,5%), EE.UU530 (30%), Japón530 (29%) y Australia530

(35%>. Por el contrario, la resistencia a cefalosporinas de la

34 generación (2,5%) está dentro de los límites que enmarcan

los datos de otras series532
1

55~,554. Por otra parte, del aná-

lisis de nuestros datos en absoluto podemos considerar signifi-

cativas algunas variaciones mínimas respecto de la incidencia

de cepas resistentes de E. coli a los diversos Aif estudiados.
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El análisis del coeficiente de correlación para el estudio de

la evolución de la sensibilidad, considerando 4 antibióticos

indice, así lo atestiyua <Tabla SC). No obstante, se puede a—

preciar un discreto incremento del aislamiento de cepas sensi-

bies entre los años 1982-1984, que revierte en los años poste-

riores a cifras coincidentes con las obtenidas inicialmente en

1977.

2. SALMONELLA SPP. Y ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

.

La asociación del gánero Salutonella con la patología infecciosa

y con la antibioterapia en los últimos 25 años, se ha caracte-

rizado por la mayor participación de Salmonella en diferentes

cuadros infecciosos con incremento de su incidencia, al menos

en el mundo occidental
555; por el aumento de la prevalencia de

la resistencia a ampicilina, particularmente en esnectes otras

que 5. typhi 556559; por la ineficacia terapéutica de las ce—

falosporinas de 1~ y 2~ generación, en manifiesta discrepancia

con su actividad “in vitro”; y por el hallazgo de cepas produc-

toras de BPEA con resistencia a los nuevos Aif, con las excep-

ción le las cefamicinas y carbapenems560562

Los microorganismos del género Saluionella, ampliamente distri-

buidos en la naturaleza, causan una patología diversa a expen-

sas, esencialmente de la ingestión de agua y alimentos contami-

nados. El espectro clínico de la infección por Salmonelía es

vers5til, y va desde infecciones gastrointestinales de escasa

repercusión clínica, hasta procesos invasivos graves, bacterie—

mia y sepsis, osteomielitis, infecciones biliares e infecciones

del tracto urinario563. A tal diversidad patológica responde la

incidencia del aislamiento de Salmonella en muestras clínicas.

En nuestra experiencia, aproximadamente un 85% de las cepas

clínicas se obtuvieron de coprocultivos, 11% de hetuocultivos, y

el 4% restante de diversas muestras, orina, líquidos orgánicos

y exudados564

De los 2.164 aislamientos incluidos en este trabajo, sólamente

117 (8, 17%) corresponden a 3. typbi, caracterizada por la ele-

vada sensibilidad a ampicilina (98,3%). Del resto, 16,0% se i—

dentificaron como s. typhimurium y 75,87% pertenecen a las di-

ferentes serovariedades que integran 3. enteritidis. Su tasa

media de resistencia a ampicilina en los 10 años fue de 6,2%,
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en franca contraposición al 46% obtenido pocos años despu~s en

un hospital de nuestra misma zona geogr~fica
55~. El intervalo

de incidencia de resistencia a ampicilina osciló entre un valor

máximo de 10,2% en 1978 y 1,3% en 1981, para alcanzar al final

del periodo de estudio cifras próximas a las iniciales. Estos

parámetros y la ausencia de significación obtenida del análisis

del coeficiente de correlación nos permite afirmar que en nues-

tro hospital, y entre los años 1997-1986, la resistencia a am-

picilina y otros Aif fue baja y se ha mantenido de manera esta-

ble.

La distribución de Salmonella respecto de las CMIs a los diver-

sos Aif es ciertamente diferente de la obtenida para E. coli,

no obstante compartir mecanismos de resistencia cualitativamen-

te similares, esencialmente TEM-1 (Figuras 6 y 7). Sin duda, la

distinta incidencia de cepas con estos mecanismos responde de

esta divergencia. Para ampicilina, carbenicilina, y en menor

medida para cefazolina y cefamandol, la distribución es bimo—

da). y se acomoda bien a un polinomio -le 32 grado, que facilita

el cálculo de los PCSM y PCRM, ajustados, con la ligera excep-

ción de carbenicilina, a las abscisas máxima, de inflexión y

del 95% (Tabla 14A). En función de los PCRM, se delimitan dos

poblaciones: una amplia, formada por más del 90% de los aisla-

mientos, que constituiría la población sensible, y otra peque-

na, pero nítidamente diferenciada respecto de ampicilina y car—

benicilina, y menos respecto de cefazolina y cefamandol, que

integraría la población resistente.

La distribucton en relación con cefoxitina, aztreonam y las ce—

falosporinas de 3~ generación es prácticamente monomodal y se

ajusta mejor a un polinomio de 22 grado que también permite un

cálculo ajustado de los puntos críticos respectivos (Tabla

14A). La población es bastante uniforme y se encuentra delimi-

tada por valores de CMI muy próximos, con una población “resis-

tente” o mejor “menos sensible” exigua. Las respectivas cifras

de resistencia para los distintos Aif en funcion de los puntos

críticos sertan: ampicilina 6,3%, carbenicilina 6,1%, cefazoli—

na 1,6%, cefamandol 2,4%, cefoxitina 0,2% y cefalosporinas de

3~ y aztreonam entre 0,1 y 0,4%.

Como en E. coli, en Salinonella se diferencian tres grupos de

fenotipos esenciales en función de la actividad de ampicilina y

carbenicilina. La diferencia básica radica en los mucho más li—
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mitados fenotipos en Salmonella y en su distinta incidencia

(Tabla 14B) . El fenotipo 1, el más frecuente en Salmonella,

sensible a todos los Aif, alcanza una incidencia del 93,7% y en

el se incluyen los aislamientos sensibles a a:apicilina. Se ha

estudiado poco la influencia que la producción de ala cromosó—

mica constitutiva tiene en Salmonella. No obstante, en este fe-

notipo hay una proporción reducida de cepas con CMIs superiores

a las delimitadas por el PCSM, que podrían inferir la presencia

de algún mecanismo de resistencia de bajo nivel, probablemente

relacionado con alteraciones en las porinas
12>1 >143,

Los fenotipos 2, 3 y 4 conforman el segundo grupo caracterizado

por la resistencia a ampicilina y carbenicilina, con resisten-

cia variable, aún cuando baja. a cefazolina y cefamandol. Su

incidencia global del 6, 1% debe atribuirse a la codificación de

Blas plasmídicas clásicas, esencialmente TEM-1 y OXA-2, y la

diferenciación entre los tres fenotipos debe ser debida al di-

ferente nivel de producción, que como en E. coli infiere cierto

grado de resistencia a cefazolina y cefamandol, cuando el nivel

de producción se incrementa por la presencia de plásmidos muí—

ticopia. La síntesis de TEM-1 por 5. paratyphi R7268 fue des-

crita en 1965 po¾> Datta y Kontomichalou 198 en la primera refe-

rencia de una ala codificada por elementos extracromosomicos.

Después, en 5. typhi, se caracterizaron TEM-1 y OXA—2, y en o-

tras especies TEM-1, TEM-2, OXA-1, OXA-2, SHV-1 y PSE—1203, 209

261,262,565, Es notable la coincidencia entre la producción de

Blas plasmídicas por cepas de origen humano y animal, que reve-

la problemas de resistencia cruzada y transmisión horizontal de

la resistencia26h262. Medeiros216, en un estudio con 370 cepas

resistentes a ampicilina de origen humano y animal de diversa

procedencia geográfica, resalta la mayor incidencia de TEM—1

(69%) con relación a OXA—2 <14%), SHV—1 (10%), TEM—2 (3%), OXA—

1 <1,3%) y PSE—1 (1%).

Entre nuestras cepas aisladas entre 1977 y 1986, no hemos en-

contrado un fenotipo de resistencia atribuible a BPEA que con).—

levara resistencia a nuevos Aif. No obstante, en 1989 detecta-

mos una pequeña epidemia de cepas de 5. arizonae con una BPEA

de pI 5.9 compatible con TEM—6 o TEM—8, que ocasionaba amplia

resistencia excepto a temocilina, cefamicinas y carbapenems560.

Este hecho, previamente descrito en Salmonella207. ha sido ra-

tificado con posterioridad al aislarse 5. kedouqou y 5. mbanda—

ka que codificaban TEM-3 y CTX-2 561,562, Estos
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hallazgos ponen de relieve, como en E. coli, la necesidad de

reconsiderar los puntos críticos de sensibilidad para los sine-

vos Aif, y ratifican la conveniencia de tomar como tales valo-

res de CMI inferiores a 1 uy/mí, en concordancia con los esta-

blecidos por nuestro trabajo experimental.

Un último fenotipo de resistencia en Salmonella, el fenotipo 5,

caracterizado en 4 aislamientos, presupone sensibilidad a car-

benicilina y resistencia a 8 uy/ml de ampicilina, cefazolina y

cefoxitina, a 4 ug/ml de cefamandol, y “menor sensibilidad” a

las cefalosporinas de 3~ generación y aztreonam. Este patrón de

resistencia, demostrado y comentado en E. coli en virtud de la

síntesis elevada de Bla cromosómica constitutiva, no ha sido

referido en la literatura, y podría constituir un hallazgo en

Sainionella. Que pueda ser debido a mutaciones que afecten a un

gen similar al ampC de E. coli, o a la disminución de la per-

meabilidad de la ME, por el momento entra dentro del campo de

la hipótesis, y está por esclarecer.

3. SUIGELLA SPP. Y ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

.

Shiqella es casi sinónimo de patología infecciosa gastrointes-

tinal; de elevada tasa de resistencia a ampicilina por produc-

ción de Bla TEM-1; y, muy frecuentemente, de país subdesarrol-

lado. Bajo estas coordenadas y en la proximidad bioquímica y

genética a E. colA, se enmarca la relación de esta especie de

la familia Enterobacteriaceae con los ALTh.

Los microorganismos del género Shiyella, particularmente 3. dy—

senteriae y 3. flexneri, son los agentes causales de la disen-

tería bacilar, enfermedad infecciosa invasiva de la mucosa del

colon, y de procesos de gravedad menor, gastroenteritis que

cursan con diarrea, asociados más frecuentemente a 5. sonnei
566, Su participación en procesos sistémicos es reducida y li-

mitada casi a la bacteriemia
56>7. En nuestra experiencia son es-

casos los aislamientos de Shigella de hemocultivos, y los 401

cepas incluidas en este es Ludio: 89,5% 5. sonnei y 10, 5% 5.

flexneri proceden de coprocultivos. No obstante estas cifras,

hemos de señalar que el aislamiento de Shigella en nuestro me-

dio se ha reducido enormemente hasta ser considerado hoy. “una

rareza microbiológica”.



Discusión - 288 -

En nuestra serie, 64, 1% y 63, 1% de los aislamientos de Shigel—

la mostraban resistencia a niveles elevados de ampicilina y

carbenicilina respectivamente. Mientras, la resistencia a cefa-

zolina y cefamandol era baja, en torno al 1%, la de cefoxitina

y cefalosporinas de fl generación, menos del 1%, prácticamente

testimonial. Tal perfil de sensibilidad configura una distribu-

ción bimodal para ampicilina y carbenicilina, bastante superpo-

nible gráficamente a la de E. cali, que se acomoda matemática-

mente a un polinomio de 32 grado (Figura 8). Se diferencian,

por tanto, con nitidez, dos poblaciones separadas por una am-

plia franja de CMIs carente de aislamientos para carbenicilina

y con una incidencia muy reducida para ampicilina (2,9%).

Los puntos críticos de sensibilidad y resistencia obtenidos de

la aplicación matemática son próximos a los de E. coli y guar-

dan una excelente correlación con las abscisas máxima y del 95%

incluso para carbenicilina (Tabla 19A). Respecto del resto de

AISL, la distribución es monomodal como corresponde a la presen-

cia de una sóla población, aunque en cefazolina y cefamandol

puede advertirse una simbólica poblacion menos sensible (Figu-

ras 8 y 9) . Una ecuación de 22 grado representa matemáticamente

tal distribución, con puntos críticos superponibles, ± 1 dilu-

ción, a los obtenidos para E. cali (Tabla 19A).

Con este esquema, la diferenciación de fenotipos de resistencia

es similar a la esbozada en E. cali y Salmonella, aunque como

en esta última el número de fenotipos es inferior. La tasa ele-

vada de resistencia a ampicilina y carbenicilina determina la

prioridad en la incidencia del 22 grupo de fenotipos. Del 63,1%

de incidencia global del grupo la mayoría de los aislamientos,

62,2%> se acomodan en el fenotipo 2 sensible a todas las cefa-

losporinas y aztreonam. No obstante, 0,9% de las cepas muestran

resistencia incrementada a cefazolina y cefamandol, verosimil-

mente por un proceso de hiperproducción de Bla TEM—1 similar al

descrito para E. cali y Salinonella. En Shigella, está bián do-

cumentada desde 1970 la síntesis de TEM~1
2Ó3SOt211. Poste-

riormente, se identificaron en este microorganismo TEM—2 y PSE-

1, y en una cepa de 5. sonnei está descrita la síntesis combi-

nada de TEM-1 y pSE~1262. Por el momento, no se han caracteri-

zado BPEA, y en relación con este punto nuestra proposición,

extraída de los datos experimentales, tambign sugiere la dismi-

nución de los puntos críticos aceptados internacionalmente,
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hasta valores inferiores a 0,5 uy/ml para cefotaxima, ceftazi-

dima, moxalactam y aztreonam.

Todas las cepas de Shigella codifican una ala cromosómica cons-

titutiva de pI 8.2, de gran homologia con la de E. cohi 209,

263 Esta enzima se ha identificado en los aislamientos de Shi—

qella sensibles a ampLc~lina que en nuestra experiencia dan lu-

gar al fenotipo 1, sensible a todos los Aif, con una incidencia

de aislamiento dcl 35,9%. También está ala cromosómica puede

mediar resistencia
568. De forma análoga a E. coli, aunque con

menor incidencia (1%), se individualizan los fenotipos 5 y 6

caracterizados por la resistencia disociada ampicilina/carbeni—

cilina y la afectación del resto de los ABL, incluyendo en 2

cepas, las cefalospor-inas de 3~ generacion.

Como en E. colA, la hiperproducción enzimática es la responsa-

ble de este último fenotipo. La existencia de múltiples copias

del gen ampC es la causa más frecuente de producción elevada,

si bién el incremento de la tasa de transcripción por mutacio-

nes que afectan al promotor ó atenuador también ha sido involu-

crado263,265
1

405,408. La resultante es la síntesis constitutiva

de elevadas cantidades de ala que afectan a todos los AL3L, aun-

que en menor medida a las carboxi y ureidopenicilinas. Aunque

la inactivación de los nuevos Aif debe producirse con CPUs in-

feriores a las mostradas para E. coli con un mecanismo similar,

este hecho constituye otra buena razón para considerar puntos

críticos inferiores a los aceptados por las entidades interna-

cionales relacionadas con los problemas de la resistencia mi-

crobiana

La elevada tasa de resistencia a ampicilina entre nuestros ais-

lamientos de Shigella. oscilante entre 25% y 93,4% con un valor

medio del 63,6%, es inferior a la de paises donie las infeccio-

nes pOC es-Le microorganismo son prácticamente endémicas, y algo

superior a la de otros paises desarrollados de nuestro entorno
569,570, De acuerdo con nuestros datos, la evolución de la re-

sistencia a ampicilina muestra una evidente tendencia hacia la

resistencia, como se desprende del valor claramente negativo

del coeficiente de correlación para la concentración de 4 ug/

mí, y del análisis de la propia evolución del porcentaje de

aislamientos sensibles en 1977 (75%> y los que en años sucesi-

vos revelaban los estudios de sensibilidad.
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4. PROTEUS MIRABILIS Y ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

.

Tanto desde la perspectiva microbiológica como desde la más es-

trictamente clínica, P. mirabilis es un microorganismo con con-

notaciones que lo aproximan a E. coli. Su implicación en la pa-

tología infecciosa es amplia en lo referente a infecciones co—

munitarias y nosocomiales, aunque cuantitativamente se aísla

con una frecuencia inferior a la de E. ccli. Por otra parte, su

patrón de sensibilidad a los antimicrobianos remeda fenotipica—

mente al de E. ccli, aunque la incidencia de resistencia a am—

picilina y otros ABL es inferior.

p. mirabilis está más frecuentemente asociado a infecciones del

tracto urinario, relacionadas con anomalías estructurales rena-

les y de las vías urinarias, instrumentación, cirugía o catete—

rización
5>7>1. En relación con ellas, P. atrabilis también se ha

visto involucrado en la infección postquirúryica, sepsis y bac—

teriemia, y en la infección en el paciente quemado. La tasa

global de infecciones por Proteus spp. en los hospitales de EE.

UU alcanza valores próximos al 8%, con una mayor participación

de U. mirabilis 530• Esta incidencia de aislamiento se distri-

buye: 8,6% en infecciones del tracto urinario, 7,4% en infec-

ciones de heridas, fundamentalmente quirúrgicas, y 3,1% en in-

fecciones de la sangre. En nuestro medio, con datos obtenidos

caUce los años 1980-1985, U. mirabilis se ha aislado como agen-

te causal del 10,7% de las infecciones urinarias, 5,8% de las

infecciones de heridas y tejidos blandos, y 2,7% de las bacte-

riemias 572

El 57,9% de nuestros 2.473 aislados de P. mirabilis son sensi-

bles a ampicilina, incidencia en armonía con la obtenida en 1—

talia552, e inferior a la obtenida en EE.UU530 (84%), Francia

532 ~ B~lgica553 (84%), Holanda554 <81%). El resto de los

AI3L ensayados en nuestro estudio son más activos, con un 77,2%

de aislamientos sensibles a carbenicilina, 86% y 84% sensibles

a cefazolina y cefamandol, y más del 99% sensibles a las cefa—

losporinas de 3~ generación y aztreonam. Estas cifras ponen de

relieve una mayor eficacia de TEM—1, la lila más frecuentemente

relacionada con la resistencia de U. mirabilis a los ABL, fren-

te a ampicilina, y una incidencia de cepas con un nivel mayor

de producción enzimática respecto de E. ccli, como lo evidencia

la mayor tasa de resistencia a cefazolina y cefamandol en U.

mirabilis. Por otra parte, debemos remarcar la ausencia del fe—
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notipo de resistencia ligado a la producción de QPEA, hecho co-

especie277,361 362
mún en esta , , y la ausencia de modificaciones
importantes en la tasa de resistencia durante los 10 años que

alcanza este estudio.

La distribución de los aislamientos de P. mirabilis en el rango

de CMIs muestra un carácter bimodal manifiesto para ampicilina,

carbenicilina, cefazolina y cefamandol, y mucho menos marcado

para la cefoxitina y las cefalosporinas de 34 generación (Figu-

ras 10 y 11>. Por tanto, el polinomio de 39 grado se acomoda

bien a todos los antimicrobianos, aunque para cefoxitina, dado

su más estrecho margen de CMIs, es más adecuado el de 29 grado.

En relación con ello, para los 4 primeros antimicrobianos se

diferencian con nitidez dos poblaciones, una que podríamos eti—

qíetar como población sensible, y otra que evidencia la presen-

cia de mecanismos de resistencia eficaces. Respecto del resto,

la población parece más homogénea, con una exigua población me-

nos sensible que revela la resistencia a los mecanismos de re-

sistencia más comunes en U. mirabilis.

La interrelación entre ampicilina, carbenicilina, cefazolina y

cefamandol parece clara y ya ha sido puesta de manifiesto en

otro estudio que incluye buena parte de las cepas aquí conside-

radas5>72. No obstante, la distribución de aislamientos, nítida

en cuanto a ampicilina, esta algo menos diferenciada respecto

de carbenicilina, cefazolina y cefamandol, por la existencia de

una población intermedia extensa localizada entre los PCSM y

PCRM obtenidos. Este hecho, probablemente podríamos interpre-

tarlo asumiendo que en un grupo numeroso de cepas de U. mirabi—

lis los valores de CMI inferidos por la codificación de TEM-1

son inferiores a los obtenidos para la misma enzima en otras

Enterobacteriaceae, aunque paradójicamente la incidencia de ce-

pas con un nivel más elevado de producción de TEM-1 sea mayor

en esta especie. La existencia de esta relativamente amplia po-

blación intermedia explica, en buena medida, los valores eleva-

dos de los PCIRM para carbenicilina <128 uy/mí) y cefazolina (32

uy/mí)

La diferenciación de tres grupos amplios de fenotipos delimita-

dos por la actividad de ampicilina y carbenicilina también es

adecuada a P. mirabilis <Tabla 2413). El fenotipo 1, sensible a

todos los Aif se caracteriza en casi el 60% de los aislamien—
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tos; esta incidencia es inferior a la publicada en otras series

que alcanzan entre 73,2% y 84,8% de la totalidad
532,538Á39.

En consecuencia, la incidencia del 22 grupo de fenotipos de re-

sistencia, fenotipos 2 al 6, es más baja en estas últimas pu-

blicaciones. Los mecanismos de resistencia implicados en estos

fenotipos incluyen la producción de Blas plasmídicas clásicas,

esencialmente TEP4—1 y en menor proporción TEP4—2, aunque en P.

mirabilis tambign se han identificado 8101—1, HMS—1, OXA-1 y 2,

PSE—1. N—3, N—29 y CEP~22O3,2Q6,2O9,2í6,262. En esta especie es

notable la discrepancia entre la producción cuantitativa de

TEM-1 y TEM-2 y los diferentes perfiles de resistencia5>72. AsiJ

la producción enzimática es baja (7,5 u/mg de proteína) en el

fenotipo sensible a todas las cefalosporinas (9,1% de inciden-

cia), y mucho más elevada (382,6 EJ/mg de proteína) en el feno-

tipo 4 (12,4% de incidencia) que lleva asociada la resistencia

a cefazolina y cefamandol.

En nuestra experiencia, en U. mirabilis es un hecho la existen-

cta de un grupo de fenotipos. 7 al 11, con incidencia del 19,3

%, caracterizados por la resistencia disociada a ampicilina y

carbenicilina, del que no existen referencias en la literatura

otras que las publicadas por nosotros540 >5>72, En la gran mayo-

ría de estas cepas (17,5%), se observa resistencia a alnDtctlina

y sensibilidad al resto de los ABL. Sin duda es un grupo de fe-

notipos similares en su configuración a los detectados y bien

conocidos en E. cali, aunque los mecanismos de resistencia de-

ben ser diferentes. De hecho en E. cali la responsabilidad ex-

clusiva de este paLc¿5n de resistencia descansa en la síntesis

constitutiva de cantidades úoderadas o muy elevadas de Bla cro—

mosómica a expensas de alteraciones en el gen ampe.

En P. mirabilis no están descritas tales anomalias, aunque como

en todos los bacilos yram—negativos la codificación de una Gla

cromosómica constitutiva es un hecho209, 309,310, Por otra par-

te, y no sin sorpresa, en alguna de nuestras cepas de U. atra-

bilis se ha documentado la producción de TEM-1, aún en escasa

cantidad (4, 1—10,5 U/mg proteína>, en fenotipos que muestran

sensibilidad a carbenicilina y cefazolina, y tambi~n en fenoti-

pos que sensibles a carbenicilina son resistentes a cefazolina

y cefamnandol (14,1 u/mg proteína)572, Probablemente en estas

cepas no se pueda descartar rotundamente la producción más ele-

vada de Bla cromosómica, más difícil de visualizar en el lEE
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tras la sonicación. De forma más evidente tal hipótesis parece

más verosimil en los escasos aislamientos que conforman el fe-

notipo 11, en el que la resistencia a bajas concentraciones de

cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y moxalactam es-

tá demostrada. La exclusión de resistencia a carbenicilina en

este fenotipo abunda en la hipótesis de un mecanismo cromosonxi—

co de producción de Ma.

Finalmente, conviene reseñar la existencia de un patrón, feno-

tipo 10, en el que está disociada la sensibilidad a carbenici-

lina, cefotaxima, ceftazidima y aztreonam, de la resistencia a

bajas concentraciones de cefoxitina y n¡oxalactam. Sin menoscabo

de la presencia de un mecanismo hidrolítico común de bajo ni-

vel, estas cepas podrían tener alteraciones en la permeabili-

dad, toda vez que en microorganismos del género Proteus se ha

demostrado la existencia de una sola porina fundamental
110, 122

y mutaciones que afectaran a su permeación excluirían mejor los

metoxi—ABL por su mayor tamaño molecular.

5. KLERSIIELLA SPP. Y ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

.

Los nicrooryanismos del género Klebsiella, esencialmente K.

pneumoniae, la especie más prevalente, constituyen un modelo de

adaptación progresiva a la convivencia con los Aif. Durante los

60 años de la era de los antibióticos, K. pneu¡noniae y en menor

grado 1<. oxytoca han desarrollado el mayor número de mecanismos

hidrolíticos eficaces de resistencia a los Aif. Este género no

sólo ha sido pionero en la resistencia de amplio espectro a pe-

nicilinas, y en menor grado a cefalosporinas, mediante la sin—

tesis de Blas cromosómicas constitutivas de amplio espectro,

sino que 1<. pneumoniae es la especie en la que más Blas plasmí-

dicas, clásicas y de espectro ampliado, se han identificado.

Aunque, afortunadamente, en Klebsiella no se han caracterizado

enzimas inducibles, el habitual solapamiento de mecanismos hi-

drolíticos en una misma célula, conlíeva algunas dificultades

para discernir en cada caso el mecanismo de resistencia de ma-

yor trascendencia.

La resistencia “natural” a penicilinas en ríebsiella fue bien

documentada muy poco después de la introducción de la ampicili—

na y la carbenicilina en la practica clínica573. La responsabi—
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lidad de las Blas cromosómicas constitutivas de amplio espec-

tro, conocidas específicamente como ‘>Blas de Klebsiella” 206

se dilucidó después. Se han caracterizado distintas Blas cromo—

sómicas, similares en sus propiedades, en 3 especies muy rela-

cionadas: K. aerogenes 202,209,273,454,495, K. pneuuioniae 209,

496,497 y K. oxytoca 498~50O, Son enzimas de amplio espectro

aunque hidrolizan las penicilinas con mayor eficacia. La deno-

minada Kl. muestra mayor perfil hidrolítico afectando al az—

treonam
272, 273,497.500, Además, en K. pneiiinoniae y en menor

proporción en K oxytoca. se han identificado 10 Blas plásmidi—

cas clásicas, con predominio de SHV-1 (61%—94%) y TEM-1 (10%-

46%)2í6,26í,262,309,324, y más de 30 nuevas t3PEA que incluyen

en su espectro todos los Aif con la excepción de los carbape—

nems207—2>77. Con este amplio panel de posibilidades hidrolíti-

cas, el análisis de la resistencia a Aif en Riebsiella y la di-

ferenciación de fenotipos es una tarea con marcada dificultad.

La gráfica que representa la distribución de los aislamientos

de Klebsiella respecto de ampicilina y carbenicilina, aunque

con cierto matiz bimodal, permite la diferenciación de tres po-

blaciones (Figura 12). La primera, con una incidencia global

próxima al 70% de los aislamientos, podríamos considerarla como

la población “natural” comprendida entre 0,5 y 64 ng/ml para

ampicilina y 4 y 512 uy/ml de carbenicilina. En ella la sínte-

sis progresivamente incrementada de Bla cromosómica constituti-

va da lugar a dos subpoblaciones, 10% y 60% de incidencia, se-

paradas por una concentración de 16 y 64 uy/mí, respectivamente

para ampicilina y carbenicilina.

La segunda poblacton, en la que se incluyen menos del 5% de las

cepas, estaría delimitada por CHIs de 64—256 uy/ml de ampicili—

na y 1024 uy/ml de carbenicilina, y en ella es muy verosimil el

solapamiento de mecanismos cromosómicos de alto nivel y plasmí—

dicos de nivel reducido, dados los valores de CHI542. En la

tercera población, formada por el 25% de los aislamientos y de-

limitada por CMIs superiores a 256 uy/ml de ampicilina y 1024

uy/ml de carbenicilina, parece más común la participación de

Blas plasmidicas, aunque en absoluto se puede descartar la hi—

perproducción de Bla cromosómica de amplio espectro, particu-

larmente en K. oxytoca542. Considerada esta distribución de po-

blaciones tan peculiar, la aplicación del modelo matemático me-

diante un polinomio de 3=2 grado determina puntos críticos ele—
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vados que estimamos necesario corregir, considerando valores

inferiores a los del PCSM, 16 y 64 uy/ml para ampicilina y car-

benicilina, como más adecuados para la diferenciación de los

fenotipos de sensibilidad.

La distribucton de aislamientos para cefazolina y cefamandol es

menos compleja, tiene un caracter bimodal que también se acomo—

da a un polinomio de 32 grado, y asimismo permite la diferen-

ciación de tres poblaciones (Figura 12). En la primera, delimi-

tada por los PCSM, se incluyen algo más del 50% de los aisla-

mientos y correpondería a la “población natural” de Klebsiella

o población sensible de pleno derecho, en la que la producción

de SAla cromosómica constitutiva es de tal entidad que no afecta

sensiblemente la efectividad de estos antimicrobianos. Una se-

qunda población, que alcanza una incidencia en torno al 25%,

estaría formada por cepas con CMIs entre 2 y 16 uy/mí, y un ni-

vel más elevado de SAla cromosómica de amplio espectro, sin des-

cartar la presencia de cepas codificadoras de un nivel bajo o

moderado de SAla plasmídica
542. La tercera población, resistente

y segregada a expensas dc los PCRM, con CMIs superiores a 16

uy/ml para ambos antibióticos, la integrarían el 20% de los

aislamientos de Klebsiella, y en ella la yuxtaposición de meca-

nismos cromosómicos y plasmidicos de alto nivel parece una po-

sibilidad real dados los elevados valores de CMI que pueden su-

perar los 256 uy/ml.

Respecto de cefoxitina, cefalosporinas de fl generación y az-

treonam, la distribución no difiere cualitativamente de la an-

terior, aunque en términos cuantitativos la población resisten-

te es muy inferior <Figura 13). Tiene un marcado caracter bimo-

da)., ajustado a polinomios de 32 grado, con una extensa pobla-

ción sensible superior al 70%, una población “moderadamente

sensible>’ más amplia para cefotaxima, ceftazidima y aztreonam,

y una población resistente que oscila entre 1,5% para moxalac-

tam y 6, 5% para aztreonam, en la que la participación de Blas

del tipo Kl y de espectro expandido parece una realidad. De

nuevo en Klebsiella como en otras Enterobacteriaceae. o quizá

con más énfasis, es imprescindible la asunción de PCRM bajos

para estos Aif (Tabla 2913), entre 0,2 y 1 uy/mí, que permitan

la diferenciación de estas cepas sin correr el riesgo de eti-

quetar erróneamente como sensibles aislamientos con mecanismos

eficaces de resistencia, esencialmente ligados a la producción

de BPEA532.
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Las referencias de diferentes patses sobre la resistencia de

Klebsiella a ampicilina revelan índices de prevalencia superio-

res al 90% de los aislamientos
527530 ,532, 552554• Por tanto,

el fenotipo 1, sensible a todos los ASAL, es un fenotipo de sen-

sibilidad infrecuente526 que representa la población más sensi-

ble dentro de la naturalmente resistente, y que en nuestra se-

rie supone el 10,2% de los aislamientos. La producción de nive-

les muy bajos de Lila cromosómica de amplio espectro determina

valores de CMI que no superan los 16 uy/ml de ampicilina y 64

uy/ml de carbenicilina.

Los fenotipos más usuales en Klebsiella (88,2%), fenotipos 2 al

8 (Tabla 2913>, llevan implícita la resistencia a ampicilina y

carbenicilina y se diferencian por la resistencia disociada a

las diferentes cefalosporinas motivada por la presencia de dis-

tintas Blas con diferente nivel de producción. No sólamente son

los fenotipos más frecuentes en nuestra experiencia, sino que

en la mayoría de las series publicadas alcanzan porcentajes su-

periores al 90%, y en alguna son los únicos reconocidos 532 537—

540

Entre ellos, el más frecuente, fenotipo 2, tiene una incidencia

del 68,3% del total de aislamientos, se caracteriza por CMIs de

cefazolina y cefamandol entre 1 y 16 uy/mí, y la presencia de

niveles intermedios de Lila cromosómica de amplio espectro, aun-

que una proporción relativamente importante de estas cepas pue-

da codificar Blas plasmídicas clásicas, esencialmente SHV—1 y

TEM-1309,324,542. Mientras que en K. oxytoca, que supone el

11,5% de nuestros aislamientos, la producción de Blas plasmídi—

cas es bastante infrecuent&42, en K. pneumoniae, 88,3% de los

aislamientos incluidos en este estudio, la síntesis de 3101-1 y

en menor de TEM-1 son habituales309, , . La pro-proporción 324 542

ducción de cantidades elevadas de estos enzimas acarrea, como

en E. coli y por motivos verosimilmente idénticos, un incremen-

to notable de las CMIs para cefalosporinas de 1~ y 2~ genera-

ción. A este perfil de resistencia responden el 13,7% de nues-

tras cepas de 1<. pneumoniae en lo que hemos considerado el fe-

notipo 4, segundo fenotipo más prevalente en Klebsiella538.

La implicación de Blas con espectro expandido que causan resis-

tencia a los nuevos Aif no es infrecuente en Klebsiella207, 272

273,277~ En nuestra experiencia se diferencian los fenotipos 6

y 7 con incidencia del 1,4% y 1,6% del total. Desde un punto de
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vista teórico deberían responder a la producción de Lila Kl por

cepas de K. pneumoniae y K. oxytoca que afecta esencialmente a

aztreonam, y a la síntesis de I3PEA por cepas de K. pneuuoniae

que afectan a cefotaxima, ceftazidima y aztreonam, pero no a

cefoxitina y moxalactam. Esta suposición, fruto del examen re-

trospectivo, la hemos ratificado mediante el estudio prospecti-

vo de todas las cepas de Enterobacteriaceae con un patrón de

sensibilidad compatible, aisladas a partir de 1988~~~. En 8

aislamientos con perfil superponible al fenotipo 6 siempre

identificamos una Lila de características coincidentes con la

lila Kl. Asimismo, hemos encontrado 19 cepas de K. pneumoniae

productoras de Lila SHV—2, con un patrón absolutamente coinci-

dente con el que distingue al fenotipo >7. La identificación de

estos aislamientos ha sido más fácil por la estimación de PCRM

inferiores a 1 uy/ml para cefotaxima, ceftazidima y aztreonam.

La resistencia disociada a ampicilina y carbenicilina, común en

otras Enterobacteriaceae es muy infrecuente en Klebsiella. Só—

lamente el 1,6% de nuestras cepas podrían incluirse en este

grupo, dando lugar a 4 fenotipos. Entre ellos el fenotipo 12.

con resistencia a todos los Aif excepto carbenicilina, podría

ser similar al fenotipo 8 que muestra resistencia sin exclusión

alguna. La hiperproducción de Lila cromost5rilca sumada a altera-

ciones en la permeabilidad de la ME, podría explicar un patrón

de resistencia real aunque extraordinariamente infrecuente.

6. YERSINIA ENTEROCOLITICA Y ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

.

La patología infecciosa causada por Y. enterocolitica está aso-

ciada, generalmente, a infecciones del tracto gastrointestinal:

gastroenteritis que cursan con fiebre, diarrea y dolor abdomi-

nal; o cuadros más graves de enterocolitis con lesiones ulcera—

tivas de la mucosa intestinal
574. Como norma, la afectación

sistémica es muy limitada, aunque la bacteriemia y sepsis es

bien conocida575.

Al parecer, todas las cepas de Y. enterocolitica codifican dos

Blas cromosómicas diferentes en su expresión, en su pI y en su

perfil de substrato, a las que atribuir el patrón de resisten-

cia, muy uniforme por lo general, a MAL576, ‘~>7>7. La Lila tipo A

es una enzima constitutiva de pI 8.1-8.3, con un perfil dc

substrato caracterizado por la hidrólisis específica de ampici-
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lina, cefalosporinas de 1~ generación, y en menor grado carbe—

nicilina. La Lila tipo 13 es, por el contrario, inducible, de pI

5.4, y con un perfil de substrato más típico de cefalosporina-

sa. Por otra parte, en Y. enterocolítica se ha identificado

aunque en un número muy escaso de cepas, y

por el momento, no se han caracterizado SAPEA activas frente a

cefalosporinas de 3~ generación y monobactams
20t2>7>7. En Y. en—

terocolitica, Brzostek et al.5>78, han correlacionado la pérdida

de las porinas OmpC y OmpF con la disminución del grado de sen-

sibilidad a algunas cefalosporinas. En Y. enterocolitica, que

no dispone de mecanismos hidrolíticos de gran eficacia, la dis-

minución de la permeabilidad por alteraciones de la ME tal vez

podría tener más relevancia que en otras Enterobacteriaceae con

mecanismos de resistencia más eficaces.

Y. enterocolitica muestra un antibiotipo uniforme y mantenido

en el tiempo, singularizado por un grado de resistencia modera-

do a ampicilina, carbenicilina y cefazolina, y sensibilidad a

la asociación de amoxicilina—ácido clavulánico, cefalosporinas

de 2~ y fl generación, monobactams y carbapenems575,579, §80,

Nuestros resultados obtenidos con 103 cepas de Y. enterocolití—

ca son coincidentes con ese patrón que vendría definido por

CMIs modales de: ampicilina (32-128 uy/mí). carbenicilina (256

uy/mí), cefazolina (32-128 uy/mí), cefamandol (4-8 uy/mí), ce—

foxitina <2-4 uy/mí) y cefalosporinas de % generaclon y az-

treonam (0,06—1,2 uy/mí).

Esta disposición de los aislamientos, siempre en un estrecho

margen de CMIs, permite hacer algunas matizaciones. En princi-

pio parece existir una distribución bimodal asumida matemática-

mente por una ecuación de 29 grado, que al menos para ampicili—

na, carbenicilina y cefazolina, hace posible distinguir dos po-

blaciones (Figura 14>. La primera sería la “población natural”

moderadamente sensible, o tal vez mejor moderadamente resisten-

te, y delimitada por los PCSM: 64 uy/ml para ampicilina y cefa-

zolina y 256 uy/ml para carbenicilina. Además existe una segun-

da población con un grado de resistencia mayor y CMIs en torno

al PCRM, en la que la producción más elevada de Lilas cromosómí—

cas sería predominante. Para cefamandol y cefoxitina, la dis-

tribución es prácticamente monomodal en 4 concentraciones, su-

giriendo una sóla población y la resistencia elevada a la hi-

drólisis por las 2 Blas cromosómicas caracterizadas en la espe-

cie (Figura 14). Respecto de los más novedosos MAL, la distri-
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bución es más bimodal, con una población muy sensible y otra

con cierta “sensibilidad disminuida” representada por valores

de CMI en torno a 1 uy/ml (Figura 15). Que el nivel de produc-

ción de Blas cromosómicas en esta 2~ población afecte a estos

ASAL, o que alteraciones de la permeabilidad celular sean más

verosimiles está por demostrar.

Los fenotipos de resistencia en Y. enterocolitica difieren algo

según que se articulen considerando criterios exclusivamente

microbiológicos o farmacocinéticos (Tabla 3313). Atendiendo a

estos últimos, sólamente existe un fenotipo, resistente a ampi—

duna, carbenicilina y cefazolina y sensible al resto de ALt.

Desde el punto de vista microbiológico, y considerando los PCSM

para ampicilina, carbenicilina y cefazolina, y el PCRM para el

resto, se diferenciaría un fenotipo sensible a todos los MAL

con incidencia del 56,1%, que representaría la población más

naturalmente sensible. Además, hemos diferenciado el fenotipo 2

coincidente con el clínico (17,4%); el fenotipo 3 (2,0%) con

sensibilidad disminuida a cefotaxima, ceftazidima, aztreonam y

moxalactam; y el fenotipo 4, similar al clínico, pero con cier-

ta actividad de carbenicilina, sin duda resultado de su mayor

resistencia a la hidrólisis por mecanismos de codificación cro-

mosómica. A lo largo del intervalo de tiempo analizado, no he-

mos encontrado ninguna modificación sustantiva en la sensibili-

dad-resistencia de Y. enterocolitica a los AI3L.

7. PROTEUS VULGARIS Y ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

.

U. vulgaris es un microorganisíno con idiosincrasia específica

que determina su singularidad. Desde la perspectiva clínica, P.

vulgaris es un patógeno infrecuente, cuya participación en los

procesos infecciosos suele estar enmascarada en las estadísti-

cas hospitalarias bajo el epígrafe Proteus indol(+). En nuestro

hospital, a lo largo de la última década U. vulgaris. se ha

aislado en el 0,2-0,6% de las muestras clínicas bacteriológica-

mente positivas
581. Su presencia está asociada con mayor fre-

cuencia a la infección urinaria relacionada con la cateteriza—

ción y la cirugía urológica (0,68%), a otro tipo de infecciones

quirúrgicas (0,63%) y a la bacteriemia (0,2%).

Su interrelación con los MAL también ratifica su singularidad.

Los mecanismos bioquímicos de resistencia Aif y su codificación
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genética son de tal naturaleza, que en buena medida, puede ser

considerado como especie aislada o de transición entre los di-

ferentes géneros que forman la familia Enterobacteriaceae.

La resistencia de bajo nivel ligada a la presencia de una sóla

porina esencial lo acerca a otras bacterias del género Proteus

La producción de Blas cromosómicas inducibles, denominadas

cefuroximasas264 y más recientemente oxiimino cefalosporinasas

inducibles206, y los fenómenos de inducción y selección de mu—

tantes desreprimidos, lo aproximan a otros géneros, particular-

mente Enterobacter, Citrobacter, Morqanella y Serratia 206,

256,264,276,411,485.488,493,582, Su diferencia estriba en la

propia naturaleza de estas Blas inhibidas por el ácido clavulá-

nico, más eficaces y con un efecto paradójico frente a carbeni—

cilina, que determinan cifras de resistencia a las cefalospori—

nas de 3~ generación y monobactams inferiores a las inferidas

por las genuinas Blas inducibles. Por otra parte, el número de

Blas plasmidicas distintas codificadas por U. vulqaris y su in-

cidencia son, probablemente las más reducidas dentro de la fa-

milia Enterobacteriaceae203
5

262,583. Además en U. vulqaris no

se han identificado, por el momento, Lilas de espectro expandi-

do20>7 , 277

En los 10 años comprendidos en nuestro trabajo hemos estudiado

338 aislados de U. vulgaris. Un porcentaje en torno al 4—7% se

mostraban sensibles a concentraciones bajas de ampicilina. Sin

duda, se trata de cepas que de forma natural presentan un bajo

nivel de Lila cromosómica, insuficiente para ocasionar niveles

más altos de resistencia a todos los AI3L, de forma análoga a

los obtenidos en el laboratorio por mutayénesis5>77. Esta peque-

ña población sensible de pleno derecho sin duda diferente cuan-

titativamente de la mayorta resistente, hace posible la aplica-

ción de un polinomio de 39 grado a la representación ‘gráfica de

la distribución, que tiene cierto caracter exponencial por el

incremento progresivo de aislamientos al elevarse las eMís (Fi-

gura >16). Existe una segunda población de resistencia interme—

dia (18%), entre 8 y 64 uy/mí, condicionada por la expresión

“más normal” de la SAla cromosómica inducible, y una tercera po—

blacion. próxima al 80% de los aislados, debida en su mayor

parte a la producción de cantidades elevadas de enzima.

La distribución respecto de cefazolina tiene un aspecto simi-

lar, consecuencia de una cinética enzimática no muy diferente a
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la de ampicilina en términos de eficacia hidrolitica <Figura

16). Respecto de cefamandol, la situación difiere ligeramente,

con un 10% de cepas más sensibles en relación con ampicilina y

cefazolina, que seguramente obedece a una mayor resistencia a

concentraciones intermedias de Lila cromosómica inducible. Así

se explican los fenotipos, 8 y 10, con resistencia disociada

entre ampicilina—cefazolina y cefamandol (Tabla 3813).

En U. vulgaris la marcada actividad de cefoxitina y moxalactama,

dos metoxi—cefalosporinas, representada por un rango estrecho

de C1~1Is, hace que la distribución sea casi monomodal expresada

mejor, matemáticamente, por un polinomio de 22 grado (Figuras

16 y 17). Sin duda es la consecuencia de la alta resistencia a

las Blas cromosómicas inducibles de U. vulgaris, y al fenómeno

paradójico relacionado con la inducción a bajas concentracio—

Aunque la actividad intrínseca del

moxalactam es mayor, en un estrecho margen de concentraciones,

2-8 para cefoxitina y 0,1—0,2 para moxalactam, se agrupan el

80% de los aislamientos. A resaltar la presencia del 3% y 1,6%

de cepas, r’~spectivamente, con cierto grado de resistencia pro-

bablemente motivado por fenómenos de permeabilidad de la ME,

más acusados para estos MAL de mayor tamaño molecular
110.

La elevada actividad de carbenicilína en U. vulgaris condiciona

una distribución bimodal que se acomoda muy bien a un polinomio

de 32 (Figura 16). Por otra parte, esta actividad determina la

incidencia alta de fenotipos sensibles a carbenicilina (82% del

total), e incluso la existencia de otros catalogados como re-

sistentes por el valor del PCRM (32 uy/mí), que sólo difieren

de los anteriores en la desrepresión enzimática ocasionada por

la selección de mutantes hiperproductores de Lila cromosómica

inducible (Tabla 3813).

La distribucion de aislamientos en el rango de CPUs pernita

diferenciar tres tipos de poblaciones reflejadas en los

fenotipos de resistencia (Figura 16). Una primera población

integrada por el 82% de los aislamientos es sensible a

concentraciones inferiores a 32 uy/ml de carbenicilina.La

producción baja o intermedia de niveles de Lila cromosómica

inducible es la responsable de esto oaLcr=n de sensibilidad.

Existe una segunda población, 6% de los aislamientos, con valo-

res de CMI comprendidos entre 64 y 512 uy/ml. La hiperproduc-

ción cromosómica de Lila inducible respondería de las cepas in-
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cluidas en los limites bajos de este intervalo, mientras que

las cepas con CMIs de 512 uy/ml. y la tercera población (8% del

total) con CHIs superiores podrían codificar mecanismos plasmí—

dicos
583.

Respecto de cefotaxima y aztreonam, la distribución bimodal es

muy parecida a la de carbenicilina, se ajusta bién a un polino-

mio de 32 grado que infiere PCRM inferiores a 0,5 uy/mí, y de-

limita 3 poblaciones diferentes <Figura 17). La primera y más

extensa, 83% de los aislamientos, se enmarca entre concentra-

ciones interiores al PCSM. La segunda, 12-13% del total y deli-

mitada por el intervalo entre los PCSM y PCRM, conforma una po-

blación de transición tal vez precursora de cepas con mayor ni-

vel de resistencia. La última, formada por casi el 5% de las

cepas, es una población con cierto grado de resistencia, debido

a la síntesis de elevadas cantidades de SAla cromosómica como

consecuencia de la desrepresión58>1.

Las Blas implicadas en los diferentes fenotipos de reststencia

de P. vulqaris son en síntesis de 2 tipos; Blas cromosomicas

inducibles, y en menor proporción lilas plasmídicas clásicas.

Sawai et al.256 describieron en 1968 la codificación por U.

vulgaris, de una SAla cromosómica inducible. Posteriormente, se

han referido enzimas con propiedades enzimáticas comunes, deno-

minadas Lilas Ic de Richmond y Sykes2>1í, “cefuroximasas”264,

“oxiiminocefalosporinasas inducibles”206 y Blas del tipo 2e en

la clasificación de Bush2>76 de 1989. Se trata de una familia

homogénea de enzimas inducibles, aunque de pI variable que os—

cila entre 6.9 y 9.5, inhibidas por el ácido clavulánico. y con

un perfil de substrato que incluye la hidrólisis de cefotaxima

y aztreonam pero no la de cefoxitina, ceftazidima, moxalactam e

206 256 264 276 411 485.488 493 582

imipenem •

Los fenómenos de inducción son similares a los protagonizados

por las Blas crornosómicas inducibles de Enterobacter, Citrobac—

ter, Morqanella y Serratia, aunque con aspectos específicos re-

lacionados con un “fenómeno paradójico” que inhibe el creci-

miento a concentraciones bajas del inductor206
1

264, 269 411 487

584, Además, se ha demostrado la presencia de mutantes hiper-

productores de enzima, que una vez seleccionados ocasionan re-

sistencia elevada a todos los MAl con excepción de los carbape-

nems584
1

585. Por otra parte, en U. vulgaris la responsabilidad

de las Blas plasmídicas es limitada. Sólamente se han caracte—
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rizado TEM-1, TEM-2
203, aunque como Proteus indol (+) tambi6n

se han descrito SHV—1 y PSE—2262. Su incidencia no parece supe-

rior al 10% de las cepas resistentes a ampicilina, y como en

otras especies TEM—1 es prevalente583. Además en P. vulgaris no

se han identificado, por el momento, Blas de espectro expandi-

do207, 277

A la codificaci6n de oxilminocefalosporinasas inducibles, y a

su diferente grado de producci6n, se deben tos fenotipos sensi-

bies a carbenicilina, 7 al 11, y alguno de tos resistentes,

particularmente los fenotipos 4, 5 y 6. El fenotipo más fre-

cuente, fenotipo 9 con incidencia del 67,5% del total, se ca-

racteriza por la resistencia a ampicilina, cefazolina y cefa—

mandol y la sensibilidad al resto de ABL. La síntesis baja o

intermedia de Sin cromosómica sería la responsable de este fe-

notipo, así como de los fenotipos 7 (3,7%) y 8 (8,9%> que mues-

tran cierto grado de sensibilidad a cefazolina y cefamandol581.

La hiperproducci¿Sn enzimática desreprimida tras la selecci(Sn de

mutantes combinada con alteraciones de la permeabilidad, res-

pondería del fenotipo 11 resistente a todos los ASE excepto

carbentc’lina269,581.

En los fenotipos resistentes a carbenicilina, 2 al 6, pueden

combinarse más mecanismos. El fenotipo 3, el más frecuente en

este grupo (8,4%). caracterizado por aMIs de carbenicilina su-

periores a 512 uy/mí, parece evidente la presencia de Blas

plasmídicas, esencialmente TBM—1, que en la experiencia de Cuí—

1man583 alcanza una incidencia del 12%. El fenotipo 5 (2,8%) es

genuino de la producci6n moderada—alta de oxiiminocefalospori-

nasas, con afectaci5n de cefotaxima y aztreonam. En el fenotipo

6 (1,1%). con resistencia a todos los ASE, es muy verosimil el

solapamiento de los tres mecanismos de resistencia demostrados

en P. vulgaris: permeabilidad que afectaría a cefoxitina y mo-

xalactam; fías plasmidicas que interesarian a carbenicilina; e

hiperproducci6n de oxiiminocefalosporinasas que ata?ierian m~s

específicamente a cefalosporinas de 3~ generacion.

8. ENTEROBACTERSPP. Y ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

.

Enterobacter lidera un grupo de microorganismos en el que se

alinean Citrobacter, Morganella, Serratia y Pseudomonas, consi-

derados la verdadera “piedra de toque” de los ASE. Desde una
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perspectiva microbiol6gica estas bacterias gram—negativas han

encumbrado un mecanismo de resistencia, la síntesis de Lilas

cromos¿Smicas inducibles (.8CR1>
206786, y han originado un inte-

resante polemica sobre el mecanismo de inactivaci6n del antimí—

crobiano439. Desde un prisma más clínico, estos microorganismos

constituyen “el mayor núcleo” de resistencia “in vivo” y fraca-

so terapéutico a los nuevos ABL desarrollados en la dgcada de

los 80. La síntesis de BCRI por Enterobacteriaceae y P. aeruqi—

nasa. su perfil cefalosporinasa y la inactivaci6n mayor de ce—

falotina y cetaloridina respecto de ampicilina, son conocidas

desde los primeros estudios sobre alas2íí,23>25?. El aisla-

miento de cepas resistentes a los nuevos ABL se produce en tos

estudios “in vitro” iniciales586, mientras que el importante

papel de estas BCRI en la resistencia se documenta fehaciente—

mente a partir de 1980115>386435.

La mayor parte de las cepas de Enterobacter sintetizan, adn con

expreslon de bajo nivel, una o varias BCRI con pls que varían

entre 7.6 y g•fl209,275,266,410,412,414,416,422,423, 427 428 450

Esta síntesis es susceptible de incrementarse por mecanis-

mos de inducci6n con substratos betalactámicos y no betalactá—

micos, o por fen6menos de mutaci~n genética. La inducción enzi-

mática es un fen5meno reversible, que ietermina concentraciones

Lrans ¿í’r a.s y elevadas de fila tras la exposicion del ‘qicroer—

ganismo a un inductor, gc=nerahsnenteun
386 390 41 t.421• Aunque el mecanismo molecular responsable de

la inducci5n no se conoce con exactitud, estudios qenáticos re-

cientes indican que al menos 4 genes, ampR, ampD, ampG y ampE,

están invoiucrados265,422424

La desrepresion estable por mutaci6n genética es de mayor re-

percusifln clínica por las posibilidades de selecci5n de mutan—

tes resistentes26Y, 42%432, ocurre le manera espontánea a una

tasa de ío6~ío8 y da lugar a niveles constitutivos muy eleva-

los de enzima209 ,266,267,410 ,421 ,427, 430435 Ambos fen6menos

tienen lugar en la misma poblaci5n de forma que esta, capaz de

ser inducida transitoriamente, alberga mutantes con producci5n

desreprimida, elevada y estable del enzima. Después, y como

consecuencia del tratamiento con ABL estos mutantes se hacen

dominantes mediante un fenómeno de selección “in vivo”. Así se

llega a la resistencia clínica a mCiltiples ABL y al fracaso te-.

rapéutico en el 10—50% de los pacientes infectados con estas

..396especies266 270 271 393
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La respuesta de Enterobacter a los AI3L está condicionada por la

resistencia natural de cada antibiótico a las QCRI y por el ni-

vel de producción enzimática. En otras palabras, depende de la

composición y homogeneidad de la población bacteriana. En cepas

con población mayoritaria susceptible de inducción y en ausen-

cia de inductores, la respuesta será buena para aquellos AQL

con resistencia natural a niveles bajos de BORI: carbenicilina,

cefamandol, cefalosporinas de Th generación, monobactams y car-

bapenems268 ,269• En cepas con alto índice de mutantes la res-

puesta será deficiente, excepto para carbapenems, con incremen-

tos de CMT de 4-16 veces para carbenicilina, ticarcilina, mez-

locilina y piperacilina y 64—256 veces para aztreonam y las ce-

falosporinas de 3~ generación, respecto de los aislamientos con

producción normal de 13CR1268,269.

Los resultados de nuestro estudio de sensibilidad a ABL con

1.617 aislamientos de Enterobacter spp. en su mayoría (78%) E.

cloacae, y su distribución respecto de distintos ABL <Figuras

18 y 19), nos permiten diferenciar tres poblaciones: la primera

corresponderra a un nivel basal de producción de 13CR1 con sen-

sibilidad moderada o bajo índice de resistencia a ampicilina;

en la segunda la resistencia a ampicilina, cefazolina y cefoxi—

tina, y la sensibilidad a cetamandol y cefalosporinas de 3~ ge-

neración, sugiere un grado intermedio de producción de BCRI y

la presencia concomitante de mecanismos plasmidicos en el 15%

de los aislamientos. La tercera población, resistente a cefota-

xima, ceftazidima, moxalactam y aztreonam, insinEa la presencia

de cepas con producción elevada y establemente desreprimida de

QQRl.

En Enterobacter, la actividad de la carbeniciliria es un exce-

lente testigo para la diferenciación de las tres poblaciones.

La distribución bimodal respecto de un amplio intervalo de

CHIs, adecuada matemáticamente a un polinomio de 39 qrado, hace

jv*tente tal diferenciación. Una población mayoritaria (76,9%)

es sensible a concentraciones inferiores a 64 ug/ml de carbeni—

cilina. En ella se distinguen dos subpoblaciones: una con un

nivel bajo de producción de BCRI que se inhibe por concentra-

ciones entre 1 y E ug/ml; y una segunda subpoblación con nivel

enzimático intermedio caracterizada por CHIs entre 8 y 64 ug/

ml. La población resistente a carbenicilina (23,1%) precisa

CMIs superiores a 64 ug/ml, y en ella podrían yuxtaponerse dos
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mecanismos de resistencia: hiperproducción de ~CRI y síntesis

de alas plasmídicas. La aplicación de una ecuación de 32 grado

facilita el hallazgo de los PCSM (8 ug/ml) y PCRM (64 ug/ml>,

que se correlacionan muy bien con las abscisas máxima, de in-

flexión y del 95%.

La distribucción respecto de ampicilina es peculiar, y dentro
de cierto carácter exponencial, es posible advertir una dispo-

sición bimodal con las tres poblaciones bien diferenciadas. La

primera delimitada por una CMI de 64 ug/ml engloba al 47, 5% del

total y en ella se dtstinguen dos subpoblaciones: la primera

(28,1% del total) sería la población naturalmente sensible a

ampicilina y en ella la síntesis de I3CRI debería ser de bajo

nivel; la segunda (19,4% del total), ya implicaría un nivel de

producción enzimática más elevado como corresponde a concentra-

ciones que oscilan entre 32 y 64 ug,/ml. La liltima población,

52,5% de todos los aislados de Enterobacter, requiere para su

inhibición CMIs superiores a 64 ug/ml, y en ella, y mas concre-

tamente en aquella tracción con CMIs superiores a 256 ug/ml, el

solapamiento de mecanismos cromosomtcas y plasmídicos es más

factible.

Los resultados respecto de cefazolina y cefamandol confirman su

labilidad a la inactivación por las BCRI de Enterobacter
267.

268, No obstante, se diferencia una población sensible (1O%-8%)

que debe responder a la producción muy baja de BCRT. Para el

resto de los aislamientos, la distribución adquiere un desarro—

lío exponencial con más del 80% de la población resistente a

concentraciones de 32 ug/ml. La distribución en relación con el

cefamandol es superponible a la de carbenicilina, con un 76,4%

de las cepas sensibles a 8 uq/ml. Además, se dibujan otras dos

poblaciones en las que la participación de mecanismos cromosó—

micos desreprimidos y plasmídicos de diferente nivel, es más

dificil de segregar.

En nuestra experiencia> entre 12% y 15% de las cepas de Entero—

bacter tienen valores de CMI para cefotaxima, ceftazidima, mo—

xalactam y aztreonam, superiores a 2 ug/ml, considerado por no-

sotros como PCRM. Esta incidencia de resistencia, que se ha in-

crementado discretamente en nuestro hospital hasta cifras pró-

ximas al 20% a partir de 1990, es inferior al 19% obtenido en

EE.UU entre 1983 y 1988~~~, al 20-25% obtenido recientemente en
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Francia
532, y al 30—40% referente a Bélgica553 y Holanda554.

Sin duda, la procedencia de UCIs de las cepas de las series

francesa, belga y holandesa, tiene una influencia negativa en

los altos índices de resistencia. Respecto de estos ABL, la

distribución de nuestros aislados en un amplio rango de CMIs

tiene un carácter bimodal, bien representado por un polinomio

de 32 grado, y facilita la distinción de 3 poblaciones (Figura

19): la primera, 73% de incidencia, muestra CMIs infarF’,res a

los PCSM (0, 1-0,2 ug/ml) y corresponde a la población sensible

de pleno derecho; la segunda, 15% de incidencia, está delimita-

da por CMIs entre los PCSM y PCRM, y da lugar a una población

intermedia a expensas de la cual sería más factible acceder a

grados más altos de resistencia como los alcanzados por la ter-

cera población; esta última, 12%—15% en función de los distin-

tos ABL, está caracterizada por CHIs superiores a 2 ug/ml, que

en el 0,5%—3% de los aislamientos superan los 64 ug/ml. Sin du-

da, se trata de cepas seleccionadas por el tratamiento con es-

tos antimicrobianos en las que la síntesis de ¡iCRI alcanza su

máxima expresión267 268

La diferenciación de 3 amplios grupos de fenotipos de resisten-

cia en Enterobacter es posible en función de la actividad de

ampicilina y carbenicilina (Tabla 4313). En el primero se enmar-

can los fenotipos 1 y 2, caracterizados por la presencia de

concentraciones bajas o moderadas de fACRI y cierto grado de

sensibilidad a la ampicilina. Incluirían el 38,9% de lcs.iisla—

mientos, aunque sólo 28,1% integraría la población natural sen-

s~ble a ampicilina e inhibida por CHIs inferiores al PCSM (16

;ig/ml

Al segundo grupo, fenotipos 3 al 7, pertenecen el 23,1% de las

cepas, todas resistentes a carbenicilina. Los fenotipos 5 y 6,

con sensibilidad divergente al cefamandol y uniforme a las ce—

falosporinas de 3~ generación, deben representar a las cepas

con mecanismos plasmídicos de resistencia y su incidencia (17,

7%) es inferior a la referida en otras series538,539. En Ente—

robacter está reconoeLda la codificación de 6 Blas plasmídicas

clásicas de las que TEM-1 es prevalente, excepto en alguna zona

de los EE.UU donde OHIO—1 se identifica con mayor asiduidad203—

209,216,261~262,275,309 ,324• El último fenotipo de este grupo,

fenotipo 7 con incidencia del 4,4%, está caracterizado por la

resistencia a todos los AI3L ensayados. Parece verosimil que la
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hiperproducción de QCRI sea la responsable de tal patrón, aun-

que la afectación de la carbenicilina, incluso con valores de

CMI superiores a 1024 uy/mí, podría sugerir la concomitancia de

mecanismos plasmídicos clásicos o nuevos. A este respecto, está

referida en la literatura la producción de TEM~3
2O7,277, y en

nuestra experiencia hemos identificado en E. cloacae y E. ger—

gaviae dos nuevas QPEA de pI 5.9 y 7.6.

El tercer grupo amplio de fenotipos en Enterobacter viene defi-

nido por la resistencia a ampicilina y la sensibilidad a carbe-

nicilina que excluye la posibilidad de lilas plasmídicas. Su in-

cidencia del 38% podría ser mayor, 69,2%, si incluyéramos en ¿1

el fenotipo 2 (31,2%) con un grado moderado de resistencia a

ampicilina. La producción progresivamente incrementada de BCRI

bbc ser responsable de la diferenciación de tres fenotipos. El

fenotipo 8, el más coman en Enterobacter. poscee el patrón de

sensibilidad típico de este microorganismo cuando la producción

de BCRI tiene ~tel nivel normal”. Concentraciones más elevadas

de fila deben dar lugar al fenotipo 9, 4.4% de incidencia, re-

sistente al cefamandol y sensible a las cefalosporinas de 3~

generacton. En el último fenotipo, fenotipo 10, la hiperproduc—

ción desreprimida de QCRI origina un patrón cada dia más habi-

tual, caracterizado por la resistencia a cefotaxima, ceftazidi—

ma, moxalactam, y aztreonam, y la sensibilidad moderada a car—

benicilina con CMIs siempre por debajo de 64 uy/ml. Como en el

fenotipo 7, no podríamos descartar la conjunción en estas cepas

de alteraciones en la permeabilidad que potenciarían el meca-

nismo enzimáticoí22<24, 142,144,145•

9. CITROBACTER PREUNDII Y ANTIBIOTICOS BETALACTANICOS

.

El substrato que define la interrelación de C. freundii con los

ABL es equiparable al referido para Enterobacter, al ser muy

coincidentes los mecanismos de resistencia involucrados. La co-

dificación de iSCRI en C.freundii y su regulación y control,

guardan enorme paralelismo respecto de Enterobacter 206>209,
211 256 263 275 441 456 457 469—471 De análoga manera, en C.

freundii se ha decrito el desarrollo de resistencia “in vivo a

expensas de la selección de ‘nutantes con producción desreprimi—

da de 130R1268,269,395 ,426, 430• Además, en C. freundii está do-

cumentada la producción de 6 Blas plasmídicas clásicas entre
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24, y algunalas que predomina TEM—1
203, 209 216 262 275 309 3

BPBA, esencialmente TEM-3 y TEM-720¼277.

En nuestra experiencia que alcanza, a 469 aislamientos de C.

freundii tal paralelismo con Enterobaeter es un hecho. Sin em-

bargo, se observan algunos matices diferenciales, fundamental-

mente en relación con ampicilina, cefazolina y cefoxitina, y

con una mayor resistencia a cefalosporinas de 3~ generación,

que confieren a esta especie cierta singularidad.

La distribución de aislamientos respecto de ampicilina es mucho

más bimodal con dos poblaciones diferenciadas a expensas de una

CMI de 64 ug/ml, que constituyen 48,8% y 51,2% respectivamente

(Figura 20). En la primera es posible distinguir dos subpobla—

ciones: una entre 0,5 y 16 ug/ml, 24,7% dcl total, integraría

la población natural de O. freundii sensible de pleno derecho a

ampicilina; otra delimitada entre 16 y 64 ug/ml, 24,1% del to-

tal, muestra mayor resistencia a ampicilina. Los diferentes ni-

veles de producción de ¡3CRI, bajo y moderado o intermedio, de-

terminartan la diferenciación. Ademas, existe una población

claramente resistente con un actimulo de cepas con CMTs superio-

res a 256 ug/ml que denotan una posible mayor participación de

los mecanismos plasmidicos en esta especie.

La inestabilidad de cefazolina a la; i3CRI se pone de relieve

nor la curva exponencial que representa la diskribución. El

anflisis matemático detec~iria PCSM y PCRM superiores a 256 ug/

mí, que descartan su estimación en el análisis de fenotipos.

Respecto de cefoxitina, la distribución también es algo distin-

ta de la observada en Enterobacter, delimitándose con mayor ni-

tidez la presencia de una población sensible a 8 ug/ml (13,9%),

una población intermedia entre 16 y 64 ug/ml (14,7%), y una am-

plia población resistente (71,4%) con CMIS superiores a 64 ug/

ml que delatan la labilidad de cefoxitina a las I3CRI de Citro—

bacter.

Como en Enterobacter. la actividad de cefamandol en O. freun—

dii es elevada con 76,1% de los aislamientos sensibles a 8 ug/

ml. Este grado de sensibilidad y el valor modal de 1 ug/ml de-

notan la eficacia de cefamandol en la competencia con las QCRI

de C. freundii. En la población resistente, 23,9% restante, pa-

rece factible la simbiosis entre mecanismos de resistencia cro—
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mosómicos y plasmidicos. En relación con las cefalosporinas de

3~ generación, de nuevo debemos remitirnos a la situación des-

crita en Enterobacter. aunque con un índice discretamente supe-

rior de cepas resistentes a 2 ug/ml que es tomado como PCRM.

Esta prevalencia que en nuestra serie oscila entre 13% y 17%,

es ligeramente inferior a la recientemente descrita en EE.UU
530, Francia

532 y Holanda555, y está muy lejos del 50% obtenido

en Bélgica en cepas aisladas de pacientes ingresados en Uds

554 -El analisis de los resultados a lo largo de los 10 alios de

nuestro estudio revela cierta estabilidad en la incidencia de

cepas resistentes, aunque en el alio 1984 y de forma esporádica

su incidencia se elevó hasta el 20% de los aislamientos.

También la diferenciación de fenotipos en O. freundii sigue un

esquema similar al referido en Enterobacter (Tabla 4813). Los

fenotipos resistentes a carbenicilina, 3 al 6, tienen una inci-

dencia discretamente superior <30,9%) que debe corresponderse

con un número mayor de cepas productoras de Blas plasmídicas.

Como en Enterobacter, el antibiotipo mas habitual en Citrobac—

ter, integrado por la suma de los fenotipos 2 y 7, muestra un

patrón representado por la resistencia moderada o elevada a am-

picilina, y la sensibilidad a carbenicilina, cefamandol y cefa-

losporinas de 3~ generación, y se debe correponder con la SLn—

tesis moderada de t3CRI. En sentido opuesto, los fenotipos 6 y

9, caracterizados por la resistencia a cefotaxima, ceftazidima,

aztreonam y moxalactam son más frecuentes en Citrobacter, deno-

tando una mayor profusion de cepas con síntesis desreprimida de

QCRI. Este hecho sugiere que los mecanismos de selección de mu-

tantes desreprimidos podrían ser más eficaces en O. freundii.

10. MORGANELLAMORGANII Y ANTIBIOTICOS RETALACTAMICOS

.

>4. morgani?i es un microorganismo genotípicamente próximo a En—

terobacter y Citrobacter, mientras que la expresión fenotipica

de la resistencia a AI3L lo acerca más a P. vulgaris. Con los

primeros comparte mecanismos de resistencia esenciales, ligados

a la producción de BCRI; con el segundo comparte mecanismos de

bajo nivel asociados a alteraciones en la permeabilidad y un

antibiotipo bastante superponible.

La resistencia de >4. Inorqanii a los ABL está mediada, fundamen—
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talmente, por la codificación de BCRI2O6,
2l1,266, 267,275451,

461, Se trata de enzimas con pI entre 7.7 y 5.7, con un perfil

típico de cefalosporinasas y una tasa de hidrólisis moderada

para ampicilina y baja para carbenicilina, cefoxitina y cefa-

losporinas de la 3~ generacbon. La regulación y el control de

la expresión guarda paralelismo con el de las BCRI de Entero—

bacter y Citrobacter263, sin embargo el nivel de producción de

enzima es inferior en mutantes lesreprimidas por lo que la con-

tribución a la resistencia parece menos reíevante2B8,269,584.

En consecuencia, la incidencia de resistencia a cefalosporiflas

de 3~ generación es inferior a la descrita para Enterobacter y

Citrobacter, como también lo son las referencias relativas al

desarrollo de resistencia clinica por selección de cepas desre—

primidas hiperproductoras de BCR1266370,587, 584,

En síntesis, la tasa de mutantes desreprimidas en Morganella

podría ser inferior; su nivel de producción enzimática parece

más bajo; y los valores de CMI para las cefalosporinas de 3~

generación también son de menor cuantía. Respecto de P. valga—

ns la coincidencia en el patcón de sensibilidad radica en la

actividad de carbenicilina y sobre todo de cefoxitina, en el

que se distancia de Enterobaeter y Citrobacter. Por otra parte,

la actividad del ácido clavulánico frente a las Blas de p. val—

garis está en contraposición con la ausencia de poder inhibito-

rio frente a las BCRI de Morganella, Enterobacter y Citrobac—

ter -

De nuestros resultados obtenidos con 693 aislamientos de >4.

aorqanii se infiere una distribución en 3 poblaciones, corres-

pondientes a niveles bajos, intermedios y elevados de BCRI, e—

quiparable a la observada en Enterobacter y Citrobacter. Ade-

mas, en algunos fenotipos caracterizados por la resistencia co-

mún a ampicilina, carbenicilina, y en cierto grado cefamandol,

es muy verosimil la codificación adicional de Blas plasmildicas,

esencialmente TEM-1 como enzima predominante sobre SHV—1, OXA-

1, PSE-2 y QHIO-1, también identificadas en Morqanella 203 209
216~261 ,262,309,324

La distribución de los aislamientos respecto de ampicilina y

carbenicilina es bimodal, aunque muy diferente la incidencia de

cepas en las poblaciones sensible y resistente respecto de cada

una <Figura 22). La actividad antimicrobiana de la ampicilina
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en >4. inorganii esquematiza tres poblaciones. La primera (6,5%)

se inhibe por concentraciones inferiores a 16 ug/ml, y en ella

la producción de í31a sería de bajo nivel equivalente a la obte-

nida con cepas clínicas tras la acción de agentes mutágenos269.

584, La segunda población (77,5%), delimitada por CMIs entre 32

y 256 ug/ml, la integrarían las cenas con nivel de Lila interme-

dio que originan una acumulación modal en 32-64 ug/ml (61,6%>.

La tercera población (15,95%), con CMIs superiores a 256 ug/ml,

estaría formada por los aislamientos con hiperproducción enzi—

mática establemente desreprimida, en posible concomitancia con

la síntesis de Blas plasmídicas. La aplicación matemática de un

polinomio de 32 grado delimita un PCSM de 32 ug/ml, por debajo

del cuál estaría la población sensible. Las características de

la carbenicilina, poco inductora de las BCRI de >4. morganii y

estable a su hidrólisis269
1

584, determinan una población sensi-

ble amplia (78,5%) y otra población resistente con CHIs supe-

riores a 16 ug/ml (PCRM), integrada por cepas en las que la

participación de TEM—1 es más factible.

El antibiotipo habitual de >4. sorqanil se caracteriza por la

resistencia a las cefilosporinas de 1~ generación, y la sensi-

bilidad a cefamandol y cefoxitina. La distribución respecto de

cefamandol ratifica la existencia de dos amplias poblaciones

separadas, un poco artificialmente por el PCSM (2 ug/ml). que

incluyen en conjunto más del 90% de los aislamientos. Así, se

pone de manifiesto la resistencia de cefamandol a la inactiva—

ción por las Blas habituales de 74. morqanii.

La actividad de cefoxitina en Morganella constituye el hecho

diferencial más notorio respectode Enterobacter y Citrobacter.

Cefoxitina es un potente inductor de BCRI pero relativamente

lábil a su inactivación, mostrando una actividad similar en ce-

pas con niveles distintos de producción de QCRI, traducida por

CHIs entre 4 y 16 ug/ml26~,269,584. En nuestra experiencia, so-

lamente el 2% de las cepas precisaban CMIs superiores a 32 ug/

ial coñsiderado como PCRM, y en ellas es muy factible la exis-

tencia de alteraciones en la permeabilidad ligadas a la presen-

cia de un sóla porina110.

Las cefalosporinas de Th generación y los monobactams son poco

inductores de las I2CRI de M. aorganii. y más estables a la

inactivación que las enzimas de Enterobacter y Citrobacter, co—
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mo revela su excelente actividad frente a cepas con niveles de

producción basal e inducible y los valores de CMI intermedios

en cepas establemente desreprimidas269 ,584• Además, en Morgane—

lía apenas se han caracterizado BPEA otras que TEM-13277. La

distribución de aislamientos respecto de cefotaxima, ceftazidi-

ma, moxalactam y aztreonam también tiene carácter bimodal, di-

ferenciándose una extensa población muy sensible (80%); una se-

gunda moderadamente menos sensible <11%) con OMIs entre los

PCSM (0,06—0 1 ug/ml) y los PCRM (0,2-1 ug/ml); y una última po-

blación resistente (9%) en la que la mayor parte de las cepas

muestran CHIs entre 2 y 8 ug/ml, inferiores a sus homónimas de

Enterobacter y Citrobacter. Este índice de resistencia está en

armonía con los publicados en otras series en EE.UU y Europa
530 532 553 554

En 74. ruorganil los fenotipos habituales se caracterizan por la

sensibilidad a carbenicilina, poniendo de relieve la infrecuen-

cia de tilas plasmídicas en esta especie, y un número de aisla-

mientos más bien bajo de cepas con producción desreprimida de

BCRI. El fenotipo 6, con resistencia a ampicilina y cefalospo-

rinas de 12 generación, es el más frecuente en Morganella (58,

8%), evidenciando la dominancia de una población con una tasa

moderada de producción de BCRI. Los fenotipos 4, 5, y 9 inclu-

yen cepas con cierto grado de resistencia a la cefalosporinas

de 32 generación, motivada por una población hiperproductora de

BCRI.

Sorprendentemente, los fenotipos 4 y 8 muestran resistencia di—

BOcLada eúLre cefotaxima, ceftazidima y aztreonam por un lado,

y cefoxitina y moxalactam. Este hecho reconocido por otros au-

tores, no es fácil de justificar por los mecanismos de resis-

tencia habituales en Morganella584. Aventurar una hipótesis so-

bre alteraciones selectivas en la permeabilidad parece arries-

gado, cuando las metoxicefalosporinas, por su mayor tamaño mo-

lecular, deberían acceder peor al interior de la célula. La

existencia de esta disociación en cepas sensibles y resistentes

a carbenicilina, aboga más por un mecanismo enzimático proba-

blemente asociado a mayor sensibilidad en las PBPs a estos ABL.

Las cepas con patrón de resistencia que incluye CMIs elevadas

de carbenicilina se aislan menos frecuentemente y los dos más

comunes, fenotipos 2 y 3 (17,1%) revelan la codificación de me—
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canismos de resistencia plasmídicos, TEM-1 con elevada probabi-

lidad262,309
1

324.

11. SERRATIA MARCESCENSY ANTIBIOTJICO BETALACTAMICOS

.

5. marcescens es un microorganismo genuinamente protagonista de

la infección nosocomial, que a lo largo de la era antimicrobia—

na ha adquirido múltiples marcadores de resistencia a los anti-

bióticos que añadir a su patrón de resistencia natural a ampi—

cilina, cefalosporinas de la 12 generación, tetraciclinas, po—

limixina 13 y colistina5~9. Su antibiotipo actual, ciertamente

homogéneo en relación con los MTh, muestra unas características

en las que no es sencillo discernir entre los diferentes meca-

nismos de resistencia, dada la frecuencia en que participan

dispositivos enzimáticos cromosomtcos y plasmídicos, y altera-

ciones en la permeabilidad de la ME, mucho más comunes que en

otras Enterobacteriaceae.

En 8. inarcescena está bien documentada la responsabilidad de

las BCRI en la resistencia “in vitro”, así como en el desarrol-

lo de resistencia “in vivo” y en el fracaso terapéutico206, 209
26%269 275 414 458-460 Además, se han caracterizado enzimas

cromosomicas de tipo metaloenzima activas frente a carbapenems

364, y un numero reducido de Blas plasmidicas: TEM—1, TEM-2,

OXA-2 y OHIO- 1, con marcada preponderancia de TEM—1 como en la

216 262 309 324mayoría de Enterobacteriaceae 203, , * , . Por otra

parte, la permeación de AJ3L a través de la ME parece más difi-

cultosa que en otros qram-neqativos con excepción de Pseudomo—

nas, y la influencia de un efecto sinérgico entre la barrera de

permeabilidad y la producción de Blas determina menor eficacia

para las cefamicinas y las cefalosporinas de espectro ampliado.

No es, por tanto inusual, la resistencia cruzada con antibióti-

cos con otra estructura química: aminoglicósidos, cotrimoxazol

y quinolonas, ni la aparición de resistencia amplia durante el

tratamiento combinado con diferentes antimicrobianos1O4<06,

125—127 144, 145,270•

La resistencia natural de 8. marcescens a ampicilina, eetazoli-

na, e incluso cefamandol se hace patente en nuestros 2.290 ais-

lados por la curva exponencial que representa su distribución

(Figura 24). La interpretación matemática de esa distribución
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determina puntos críticos por encima de 256 uq/ml, que impiden

la discriminación de poblaciones y la diferenciación de fenoti-

pos. No obstante, el nivel gradual de producción de f&CRI, que

sin duda se da en esta especie, permite apreciar una fracción

<le a[stados moderadamente resistentes o mas~ sensibles a ampici-

lina y cefamandol, 13,4% y 19,7% respectivamente hasta una CMI

de 32 ug/ml.

Las constantes cináticas que definen la relación entre la car-

benicilina y las BORI de s. marcescens ocasionan una baja tasa

de hidrólisis del antibiótico
268 ,269, y hacen posible, sin ex-

cluir la simbiosis con otros mecanismos de resistencia, la di-

ferenciación nítida de 3 poblaciones (Figura 24). En la prime-

ra, 41,9% de los aislamientos inhibidos por CMIs entre 4 y 64

ug/ml (PCRM), la producción de L3CRI parece de nivel bajo o mo-

derado. En la segunda, solo 4% del total, podrían solaparse me-

canismos enzimáticos de mayor expresión con disminución de la

permeabilidad por modificaciones mutacionales en las porinas.

En la tercera población, con resistencia franca a carbenicilina

y CMIs mayores de 256 ng/mí, la yuxtaposición de mecanismos pa-

rece evidente y la participación de Blas plasmídicas seria mu-

cho más definitiva, sobre Lodo en el 39,6% de los aislados con

CMIs superiores a 1024 ug/ml. El trazado de la curva se adecúa

a una ecuación de 32 grado, a eKpensas de la cual los PCSM y

PCRM sc ajustan perfectamente a la moda y a las abscisas máxima

de inflexión y del 95%.

Cefoxitina y Serratia forman un binomio controvertido en el que

la limitada eficacia hidrolítica de las í~CRI no se corresponde

con la actividad moderada del antibiótico frente a más del 50%

de los aislamientos. Sin duda, en cefoxibina adquieren mayor

protagonismo el tamaño molecular y las peculiaridades de las

porinas del microorganismo. Cefoxitina es un inductor potente

de las BCRI de Serratia, aunque también es bastante estable a

su inactivación como lo demuestran las CHIs uniformes, entre 4

y 16 ng/el, que inhiben tanto las cepas con producción normal

corno las mutantes establemente desreprimidas26t269. Conocida

también su estabilidad a la mayoría de las Blas plasmídicas,

exceptuando las infrecuentes cefamicinasas277, el efecto sinér-

gico entre las BCRI y la permeabilidad reducida debe ser de la

suficiente entidad para motivar una eficacia moderada del anti—

microbiano. En nuestra serie, 80,1% de los aislamientos se in—
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hiben por concentraciones inferiores a 64 ug/ml con un valor

modal de 16 ug/ml considerado como PCSM. Estas cepas reflejan

la estabilidad de cefoxitina a las BCRI de 5. marcescens y su

discreta actividad intrínseca. En el 16,9% restante de aislados

parece más verosimil la participación de mecanismos relaciona-

dos con alteraciones de la permeabilidad.

Las cefalosporinas de 32 generación y el aztreonam son conside-

rados inductores débiles y lábiles respecto de las QCRI de Ser—

ratia
268,269.Así, en cepas clínicas con bajo nivel de produc-

ción enzimática las CMIs oscilan entre 0,1 y 0,5 ug/mI. No obs-

tante, en cepas establemente desreprimidas las CMIs se elevan

hasta 4-8 ug/ml para cefotaxima y 0,5—1 ug/ml para ceftazidima,

poniendo de relieve la mejor permeación de los compuestos di—

aniónicos. Estos valores son concordantes con los PCRM obteni-

dos por nosotros como resultado de la aplicacion de un polino-

mio de 39 grado a la distribución bimodal (Figura 25).

Como en cefoxitina, se diferencian 3 poblaciones aunque distri-

buidas de distinta manera. La población plenamente sensible os-

cilaría entre 75,2% de los aislados para ceftazidima y 51,4 %

para cefotaxima que así evidencia su menor actividad intrínse-

ca. Una población intermedia delimitada por los PCSM y PCRM

fluctúa entre 43,2% para cefotaxima y 22,3% para ceftazidima.

No parece arriesgado afirmar que estas cepas,en el tiempo, han

podido “ser precursoras” de la tercera población, más resisten-

te, que alcanza una incidencia a lo largo de los 10 afios del

estudio en torno al 5%.

Los datos obtenidos a expensas del coeficiente de correlación

de la evolución de la sensibilidad así lo indican para cefota-

xima, aunque no se aprecia una evolución similar para ceftazi—

dina, aztreonam y moxalactam. Por otra parte, las cifras de in-

cidencia de resistencia a cefotaxíma de nuestra serie, 5,4% del

total a 8 ‘ag/mí, son mucho más bajas que las obtenidas en EE.

UU530 (13%), Francia532 (30%), Bélgica553 (27%) y Holanda554

(27%). También conviene reseñar que la procedencia de nuestros

aislados de las diversas áreas del hospital, está en contrapo-

sición con los incluidos en las series europeas que proceden de

UCIs, donde es más frecuente el empleo masivo de nuevos ABL que

facilitarían la selección de los mutantes más resistentes.
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En S. marcescens la actividad de la carbenicilina separa dos

grupos de fenotipos (Tabla 5813). En el primero, 41,9% de inci-

dencia global y sensible a carbenicilina, predomina el fenotipo

1 también sensible a cefoxitina, cefalosporinas de 34 genera-

ción y aztreonam. La actividad de carbenicilina excluiría la

codificación de Blas plasmidicas en estas cepas, siendo más

factible la producción de un nivel bajo o moderado de BORI, En

los fenotipos 2 y 3 no deben excluirse otros mecanismos adicio-

nales ligados a la permeabilidad.

En el segundo grupo de fenotipos, 4 al 7, la resistencia a con-

centraciones elevadas de carbenicilina indica la frecuente par-

ticipación de mecanismos plasmídicos. Esta circunstancia parece

más evidente en el fenotipo 5 (51,3%) caracterizado por la sen-

sibilidad a cefoxitina, cefalosporinas de 32 generación y az-

treonam. Por el contrario, en los fenotipos 6<4,0%) y 7 <2,4%)

el perfil de sensibilidad sugiere la combinación de mecanismos

hidrolZticos cromosómicos y plasmídicos, sin excluir las varia-

ciones en la permeabilidad que, sh~ luda, responden de la dife-

renciación de ambos fenotipos respecto de la activtdad de cef-

tazidima.

12. PSEUDOMONASAERUGINOSA Y ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

.

p. aeruqinosa es el patógeno nosocomial por excelencia y además

un microorganismo oportunista causante habitual de infecciones

graves en pacientes quemados, en pacientes con fibrosis quísti—

ca, y en pacientes inmunodeprimidos o sometidos a transplante

de órganos
590. Sus características estructurales y fisiológicas

le confieren una marcada resistencia intrínseca a las más di-

versas familias de antimicrobianos591. En relación con los

M3t, P. aeruginosa es el microorganismo con más mecanismos de

resistencia bien caracterizados que atañen a modificaciones en

sus sus PBPs165, 169 186 188 194 195. disminución de la permea-

bilidad por alteraciones en las porinasíO4.lDS,128,130<35,íBS,

146151,153; y esencialmente producción de Blas cromosómicas206,

211,266,267275,329,425,432,436,464,475,477592,593,594 y pías—

mídicas203, 209211,216,261262,275282295,297299303,304307,e e , e

308 310 322 323 326 327 329 419 475 592 593 594
e e e 1 1 1 e 1 e e
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Todas las cepas de P. aeruqinosa codifican una QCRI, conocida

como Lila de Sabath y Abraham
477. con un nivel bajo de expresión

que habitualmente no confiere en su estado basal resistencia a

AI3L. No obstante, un grupo numeroso de AZL, aminopenicilinas y

cefalosporinas de 12 y 22 generación, son resistentes intrínse-

camente merced a su elevada capacidad inductiva y a su tasa de

hidrólisis cuando se incrementa ligeramente la producción de

enzima. El control de la expresión enzimática se efectúa de una

manera similar al modo reseñado para las Enterobacteriaceae con

QCRI, aunque en P. aeruqinosa parecen existir dos niveles de

expresión antes de alcanzarse la desrepresión plena424, 425, De

esta forma se ha documentado no sólo la resistencia “in vitre”

267,425,437,480,593, sino también el desarrollo de resistencia

“in vivo en el curso del. raLamiento con ABL115
1

132,195,270

387 393 481 482 501 505 507 508 587
1 1 1 1

En las cepas clínicas de P. aeruginosa se ha demostrado la pre-

sencia natural de nutantes desreprimidos, con una frecuencia

que oscila entre 10~ y 10—10, que hiperproducen constitutiva-

mente el enzima, originando resistencia a todos los AQL con ex-

cepción de los carbapenems268
1

26t437. Las cefalosporinas de 32

generación y los antibióticos monobactámicos son débiles induc-

tores pero buenos substratos del enzima, de manera que la sele-

cción de mutantes hiperproductores es un hecho factible en el

curso del tratamiento269. Afortunadamente, la incidencia de ce-

pas establemente desreprimidas no es superior al 10% entre los

aislamientos clínicos323 ,329, y ello explica la eficacia de

ceftazidima y aztreonam en la práctica clínica. No obstante, la

posibilidad de selección de mutanhes con estas características

es una realidad no desdeñable en tratamientos prolongados con

estos ABL.

En 1’. aeruginosa se ha identificado 16 Blas plasmídicas clási-

cas que confieren resistencia elevada a las carboxi y ureido

penicilinas216,475, 68,594 y una BPEA con un patrón de resisten-

cia múltiple que incluye imipenem y meropenem344. Sin embargo,

es sorprendente que a pesar de ser el microorganismo con mas

Blas plasmídicas diferentes caracterizadas, la incidencia de

cepas clínicas con Blas plasmídicas no supere el 15%592. En ge-

neral, PSE-1 es la fila plasmídica más prevalente entre los ais-

lamientos clínicos de p• aeruginosa 216,592, lo que está en

contraposición con su limitada transferibilidad216,592. El res-
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to de Blas plasmídicas se han identificado con menor asiduidad,

aunque OXA-2, OXA-1 y TEM-1 se han encontrado en el 13%, 9% y

8% de las cepas clínicas resistentes a carbenicilina, respecti—

vamente2l
6. 592• En nuestro país, en la serie publicada por Ti-

rado et al.327, PSE-1 también es prevalente (49%), aunque TEM-1

se encuentra con una frecuencia mayor (38%) que en otras series

referidas en la literatura. El patrón de resistencia conferido

por estas enzimas está bien establecido, y constreñido esen-

cialmente a las penicilinas semisintéticas y a la cefoperazona.

Las cefalosporinas de 32 generación, monobactanes y carbapenems

no son hidrolizados por estas enzimas, de forma que su partici-

pación en la resistencia es irrelevante326,356.

La síntesis de BCRI, y en cierta medida la impermeabilidad ce-

lular, son los mecanismos “centrales’ de resistencia a los ABL

en P. aeruqinosa. La producción de niveles bajos, intermedios y

elevados de BCRI esquematiza 3 poblaciones; en las dos 6ltimas

suelen intercalarse, además, cepas con otros marcadores de re-

sistencia relacionados con la permeabilidad de la ME y con la

producción de Blas plasmídicas. Este trio de poblaciones micro-

bianas se aprecian con claridad al observar el comportamiento y

la distribución de los 4.579 aislamientos de P. aeruginosa en

relación con carbenicilina, ceftazidima, aztreonam, cefotaxinia

y moxalactam <Figura 26).

La eficacia de la carbenicilina en P. aeruqinosa deriva de su

escaso poder inductor y su estabilidad a las BORI, aún con un

nivel de producción moderado—alto, y de su limitada aptitud se-

lectorora de mutantesdesreprimidos269. Por tanto, no es sor-

prendente encontrar más del 95% de la población inhibida por

Cl4Is entre 2 y 256 ug/ml. Una segunda y exigua población (3,0%)

requiere concentraciones de carbenicilina entre 256 y 1024 ug/

mí, y en ella, con seguridad, se solapan los 3 mecanismos de

resistencia conocidos en P. aeruginosa. La última población,

asimismo muy reducida (1,4%), la deberían integrar cepas con

producción primordial de Blas plasmídicas, esencialmente PSE-1

y TEM-1, que proporcionan un nivel de resistencia elevado a to-

das las penicilinas semisintéticas326 ,327• Aún admitiendo, que

en la 22 población se intercalaran algunas cepas de P. aeruqi—

nosa productoras de Blas plasmidicas, es evidente la tasa baja

de resistencia a carbenicilina en nuestro medio, inferior a la

de otros paises de nuestro entorno530. Esta distribución bimo-
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dal puede interpretarse matemáticamente mediante una ecuación

de 39 grado, que proporciona un PCSM (16 ug/ml) coincidente con

la moda, y un PCRM fijado en 256 ug/ml por adecuarlo al sistema

en base 2, aunque dadas las abscisas de inflexión y del 95% de-

bería estar en torno a 200 ug/ml. Estos criterios de sensibili-

dad y resistencia son coincidentes, con leves diferencias de ±

1 dilución, con los admitidos en las normas internacionales
34,

39 40

Cefotaxima y moxalactam son antibióticos con una actividad in-

trínseca discreta frente a P. aeruqinosa, caracterizada por un

valor modal de 16-32 ug/m1586. La distribución de los aisla-

mientos de P. aeruqinosa parece ser bimodal, en nuestra expe-

riencia, aunque la ausencia de concentraciones superiores a 64

ug/rnl en el intervalo nos impide apreciar la presencia de una

población claramente resistente (Figura 26). No obstante, se

distingue bien una población hipersensible (CMI 0,1-4 ug/ml) y

reducida (5%) integrada por cepas con muy bajo nivel de BCRI; y

una amplia población “normal” (95%) delimitada por CMIs entre 8

y 64 ug/ml que correspondería al rango intermedio—alto de sín-

tesis de 13CR1269. Más que probablemente existe una 32 población

(5%), con CMIs superiores a 64 ug/ml, en la que la hiperproduc—

ción enzimática por selección previa de mutantes establemente

Iesrt r uit los ocasione CHIs superiores a 256 ug/m1269.

Ceftazidima es un ABL con un merecido prestigio en el trata-

miento de las infecciones por P. aeruginosa. Conjuga favorable-

mente 3 factores importantes: su estructura molecular le permi-

te un más fácil acceso al periplasma bacteriano386; su moderada

afinidad y baja tasa de hidrólisis por las BCRI le otorgan re-

sistencia a concentraciones moderadas altas del enzima206,386;

y su resistencia elevada a las Blas plasmidicas limita, aún

más, sus posibilidades de inactivación302. Sólamente su capaci-

dad selectora de mutantes establemente desreprimidas, ensombre-

ce sus amplias posibilidades terapéuticas269. De los resultados

conseguidos en nuestro estudio se observa una distribución, una

vez más, bimodal de aislamientos de P. aeruginosa diferencián-

dose 2 amplias poblaciones (Figura 26). En la primera y más ex-

tensa, 96,8% de los aislamientos (CMI 0,1—16 ug/ml), se apre-

cian dos subpoblaciones: una comprendida entre 0,1 y 2 ug/ml e

integrada por cl 77,7% del total; otra delimitada por 4 y 16

ug/ml y más reducida (19, 1%) La producción baja-moderada de
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BCRT debe ser común en la primera, mientras que niveles inter-

medios-altos de BCRI, y en algún caso Blas plasmídicas que de-

terminan CMIs entre 2 y 8 ug/ml. responderían de la segunda
269.

326,356• En la población resistente a concentraciones de cefta—

zidima superiores a 64 ug/ml (3.2%>. con toda probabib¡dad se

suman la síntesis de concentraciones muy elevadas de QORI, con

alteraciones en la permeabilidad de la ME que reducen mucho la

entrada del antimicrobiano a la céíuía’0t12t269.

La aplicación matemática de una ecuación de 22 grado determina,

para ceftazidima, un PCSM de 2 ug/ml y un PCRM de 16 ug/ml,

también coincidentes en t 1 dilución con criterios internacio-

nales34
1

39,40, que en nuestra opinión diferencian bien la po-

blación sensible de pleno derecho (77,7%), la población con

sensibilidad moderada (19,1%), y la población resistente (3,2

%). Respecto de aztreonam, la similitud estructural con cefta-

zidima hace que su comportamiento en P. aeruqinosa no difiera

sino en su menor actividad intrínseca asumida por 1—2 concen-

traciones. La distribución de aislamientos es superponible, con

un ligero desplazamiento a la derecha del intervalo, y los pun-

tos críticos son, asimismo, superiores en una concentración a

los de ceftaildima.

En P. aeruginosa, de nuevo, la actividad de la carbenicilina

diferencia dos grupos amplios de fenotipos de resistencia. En

el primero se incluyen el 95,6% de los aislamientos que son

sensibles, con un fenotipo microbiológico predominante caracte-

rizado por la sensibilidad a todas las cefalosporinas. Los dis-

tintos PCR microbiológicos y farmacocinéticos, distinguen los

fenotipos 1 y 2. En el fenotipo 4. 2,5% de incidencia, la pro-

ducción elevada de BCRI causa la resistencia a cefotaxima, mo—

xalactam, ceftazidima y aztreonam269. Entre los fenotipos re-

sistentes a carbenicilina (4,4%), el fenotipo 4 tiene un patrón

coincidente con la escasa incidencia de cepas productoras de

Blas plasmídicas592, y en el fenotipo 7, 1,3%—1,8% del total de

aislamientos, parece más factible la combinación de mecanismos

cromosómicos de expresión desreprimida con otros ligados a la

impermeabilidad. Así se determina la resistencia a todos los

ABL con la excepción, en algunos casos, de los carbapenenis, re-

sistentes a las I3CRI y cuya entrada a la célula se produce por

otras porinas especificas134
1

135
1

269.
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V. CONCLUSIONES

1.— La distribución de los microorganismos en un amplio inter-

valo de Cl4Is permite la aplicación de un modelo matemático,

que hace posible la diferenciación de poblaciones y la obten-

ción de los puntos criticos de sensibilidad <PCSM) y resisten-

cia (PCRI4) microbiológica para cada binomio microorganismo-an-

tibiótico betalactámico.

2.- Estos puntos son criterios básicos en la definición de la

sensibilidad-resistencia microbiológica. La población inhibida

por concentraciones inferiores al PCSM debería considerarse

“sensible de pleno derecho”. La población inhibida por concen-

traciones superiores al PCRM debería considerarse resistente.

La población comprendida entre ambos puntos seria considerada

de ‘sensibilidad disminuida” y podría ser precursora de cepas

resistentes. Estas poblaciones son cuantitativamente diferentes

para cada binomio microorganismo—antibiótico betalactámico, y

en consecuencia, también difieren los PCSM y PCRM.

3.- Los PCRM obtenidos en nuestro estudio para penicilinas y

cefalosporinas de 12 y 22 generación en relación con Enterobac—

teriaceae. son muy concordantes con los recomendados por las

instituciones internacionales. Por el contrario, están en dis-

crepancia con los que definen la resistencia a las cefalospori—

nas de 32 generación y aztreonam.

4.— Creemos necesaria la estimación de puntos críticos más ba-

jos para cefotaxima, ceftazidima, moxalactam y aztreonam, y por

extensión, para todas las cefalosporinas de 32 generación y mo—

nobactams. Por tanto, como resultado de nuestro estudio y con

un propósito de uniformidad proponemos como PCRM: 4 ug/ml para

5. marcescens; 2 ug/ml para Enterobacter spp. y C. freundil; y

0,5 ug/ml para las restantes Enterobacteriacaeae.
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5.— En E. coli los fenotipos prevalentes son resistentes a am—

picilina y carbenicilina <58%). La sensibilidad a las cefalos-

porinas de 1~ y 2~ generación se ve comprometida en el 4,7% de

los aislamientos, cuando se incrementa el nivel de producción

de TEM-1 y OXA-1. La resistencia a cefotaxima, ceftazidima y

aztreonam (2,5%) es debida: a la sintesis de betalactamasas

plasmídicas de espectro ampliado (0.1%); a la producción de

niveles elevados de OXA-1 (0, 1%); y fundamentalmente a la hi-

perproducción constitutiva de betalactamasa cromosómica (2,4%).

6.- En E. coli la actividad selectiva de cefoxitina, ceftazidi-

ma y cefpiroma, permite la diferenciación de los patrones de

resistencia TEN—1, OXA—1, betalactamasa cromosómica y oxiimino—

betalactamasas plasmídicas de espectro ampliado. Mientras que

la hiperproducción de TEM-1 apenas afecta su actividad, la de

CXA-1 interesa específicamente a cefpiroma; la de betalactamasa

cromosómica a cetoxitina y ceftazidima, y la de las nuevas be—

talactamasas de espectro ampliado, excluye a cefoxitina y moxa—

lactam, y motiva la inactivación de las cefalosporinas de 3~

generación y aztreonam.

7.- En Salinonella, el patrón más común (93,7%) se caracteriza

por la sensibilidad a todos los betalactámicos. Por el contra-

rio, el 20% de las cepas resistentes a ampicilina lleva asocia-

da la resistencia a cefazolina y cefamandol, indicativa de la

síntesis elevada de betalactamasas plasmídicas. En 4 cepas de

5. enteritidis se aprecia cierto grado de resistencia a las ce—

falosporinas de Th generación, lo que podria conllevar un meca-

nismo no descrito de hiperproducción de betalactamasa cromosó—

mica similar al referido para E. coli.

8.- Los fenotipos predominantes en Shiqella muestran resisten-

cia a ampicilina y carbenicilina (64%). En dos cepas de 5. son—

nei el patrón de resistencia disociada a ampicilina y carbeni-

cilina y la resistencia a cefoxitina, y cefalosporinas de 3~

generación, sugieren la producción desreprimida de la betalac-

tamasa cromosómica constitutiva de esta especie.
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9.- El fenotipo más común en P. mirabilis (58%) muestra sensi-

bilidad a todos los betalactámicos. La resistencia asociada a

ampicilina, carbenicilina, cefazolina y cetamandol. debida a la

producción elevada de TEM—l, es más frecuente que en E. cali,

aunque la incidencia global de resistencia a ampicilina es in-

ferior. La resistencia disociada a ampicilina y carbenicilina

(19%) conforma un grupo de fenotipos sólamente descritos por

nosotros. La demostración de un bajo nivel de producción de

TEM-1, que afecta poco a carbenicilina, parece responder de es-

te patrón en algunas cepas. En otras, no se puede descartar la

stntesis incrementada de betalactamasa cromosómica, especial-

mente en algunas que muestran resistencia cruzada con cefoxiti—

na, aztreonam y cefalosporinas de Th generaclon.

10.- Los fenotipos de resistencia más usuales en Klebsiella

(88%) conllevan un grado progresivo de resistencia a ampicilina

y carbenicilina. La sensibilidad a todas las cefalosporinas es

dominante en la mayoría, 68% del total. Si embargo, se caracte-

rizan 2 fenotipos con resistencia a cefalosporinas de 3~ gene-

ración y aztreonam. En 1,4% de los aislamientos, la resistencia

disociada aztreonam—ceftazidima sugiere la codificación de la

betalactamasa Kl. En 1,6% del total, se identifica retrospecti—

vamente un fenotipo compatible con la síntesis de betalactama—

sas plasmídicas de espectro ampliado.

11.— Yersinia enterocolitica presenta un patrón uniforme carac-

terizado por la resistencia a ampicilina y cefazolina, sensibi-

lidad moderada a carbenicilina y franca a cefamandol, cefoxití—

na, aztreonan y cefalosporinas de 3~ generación. Sin embargo en

el 2% de las cepas se aprecia sensibilidad disminuida, CMIs de

1 ug/ml, a las cefalosporinas de fl generación y aztreonam.

12.- La distribución de fenotipos en P. vulgaris revela la es-

casa incidencia de betalactamasas plasmídicas. El fenotipo pre-

dominante, casi el 70% de los aislamientos, muestra sensibili-

dad a carbenicilina, cefoxitina, aztreonam y cefalosporinas de

3~ generacion. La síntesis elevada de oxiimino-cefalosporinasas
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inducibles, específicas de 1’. vulgaris, debe responder de los

fenotipos resistentes a cefotaxima y aztreonam (4%).

13.- Enterobacter spp. y O. freundii tienen patrones de resis-

tencia superponibles, correspondientes a los tres niveles de

producción de QCRI. El fenotipo más frecuente se caracteriza

por la resistencia moderada a ampicilina y la sensibilidad a

carbenicilina, cefamandol, aztreonam y cefalosporinas de 34 ge—

neraclon. Los fenotipos de consistencia plasmidica, son más ha-

bituales en O. freundil (24,6%) que en Enterobacter <17,7%). La

incidencia de poblaciones con mutantes establemente desreprimi—

das de BCRI y resistencia a cefalosporinas de 34 generación y

aztreonam es mayor en Citrobacter (14,7%) que en Enterobacter

spp. (11,2%). En nuestro medio, su incidencia es discretamente

interior que en otras paises de nuestro entorno.

14.- 74. ¡norganil comparte con Enterobacter y Citrobacter la

síntesis de BCRI como mecanismo esencial de resistencia. No

obstante, su fenotipo más común (59%) evidencia la sensibilidad

a cefoxitina como expresión de su estabilidad a la BCRI de Mor—

ganella. Los fenotipos resistentes a las cefalosporinas de 34

generación y aztreonam son más infrecuentes (9, 7%)

15.- En S. marcescena la actividad de la carbenicilina es defi-

nitoria de dos amplios fenotipos de resistencia. En el más co-

mún (58%), se incluyen los fenotipos de resistencia a cefoxiti-

na, aztreonam, cefotaxima, ceftazidirna y moxalactam. Su inci-

dencia global del 6,5%, es inferior, en general, a las referi-

das en la literatura.

16.- Más del 90% de nuestros aislados de P. aeruginosa son sen-

sibles a carbenicilina, evidenciando la infrecuencia de Blas

plasmídicas en esta especie. Por otra parte, el bajo índice de

resistencia a ceftazidima y aztreonam, 3,5% del total, revela

que la población establemente desreprimida hiperproductora de

BCRI es limitada.
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17.— En general, los datos sobre la evolución de la sensibili-

dad a antibióticos betalactámicos en Enterobacteriaceae y P.

aeruqinosa, indican estabilidad en la incidencia de resistencia

en el periodo comprendido entre 1977 y 1986.
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