FORMACION MEDICA CONTINUADA
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La categorizacion clinica de los resultados de sensibilidad
en funcion de los valores establecidos por diferentes
comités se realiza diariamente en los laboratorios de
microbiologia clinica. Este proceso permite la prediccion
del éxito terapéutico con la utilizacion de antimicrobianos
en pacientes infectados con microorganismos sensibles.
Ademas, los laboratorios que incluyen un nimero
razonable de antimicrobianos en el antibiograma pueden
realizar la lectura interpretada de éste. Este proceso
consiste en el reconocimiento de los fenotipos de
resistencia y permite al microbiologo: a) la deteccion de los
mecanismos de resistencia, incluyendo los de bajo nivel de
expresion; b) la modificacion de la interpretacion o
categorizacion clinica que es incongruente con el
mecanismo de resistencia deducido, y ¢/ la deduccion de
valores de sensibilidad de antimicrobianos no incluidos en
el antibiograma. Desde el punto de vista microbiolégico,
esta actitud facilita el control de calidad y la validacion de
los resultados de sensibilidad y aumenta el valor de los
resultados ya que facilita la caracterizacion de nuevos
mecanismos y el establecimiento de la epidemiologia de
la resistencia. Asimismo, contribuye a la mejor adecuacion
de los tratamientos, ya que es util para predecir el fracaso
terapéutico derivado de la utilizacion de antimicrobianos
en pacientes con infecciones producidas por
microorganismos resistentes y también para la definicion
y el control de las politicas de antimicrobianos. A pesar de
la complejidad creciente de los mecanismos de resistencia,
este proceso debe incorporarse a la rutina de los
laboratorios de microbiologia. La lectura interpretada

del antibiograma es clinicamente necesaria y no un mero
divertimento intelectual.
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Interpretive reading of the antibiogram: Intellectual exercise
or clinical need?

Clinical categorisation of susceptibility testing results
according to criteria established by different committees is
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daily performed in clinical microbiology laboratories. By
this process clinicians can predict the therapeutic success
of antimicrobial treatment in patients infected with
susceptible microorganisms. In addition, microbiology
laboratories that include a suitable number of antimicrobial
agents in susceptibility tests can perform interpretive
reading of the antibiogram. With this approach, resistance
phenotypes are recognized and allow microbiologist:

a) detection of mechanisms of resistance, including low
levels of expression; b) modification of clinical
classifications that are inconsistent with the inferred
resistance mechanism; and c) inference of susceptibility
values for antimicrobials that are not included in the
antibiogram. In the laboratory, this approach facilitates
quality control and validation of susceptibility results.
Moreover, it increases the value of the results obtained
because new mechanisms of resistance can be
characterized and the epidemiology of resistance can be
established. From the clinical point of view, this approach
contributes to improving the adequacy of treatment (since
it is useful for predicting therapeutic failure with the use of
antimicrobials in patients with infections due to resistant
microorganisms) and to controlling and defining
antimicrobial policies. Despite the growing complexity of
resistance mechanisms, which makes interpretative
reading of the antibiogram difficult, this process should be
incorporated into routine practice in microbiology
laboratories. Interpretive reading of antibiograms is
clinically necessary and not simply a intellectual exercise.

Key words: Antibiogram. Interpretive reading. Resistance
phenotype. Resistance mechanism.

Introduccién

Durante los ultimos afios estamos asistiendo a diversos
procesos que pueden condicionar el futuro de la
microbiologia clinica y el de los laboratorios de diagnostico
microbioldgico!. La robdtica y la automatizacion, de
inestimable ayuda ante el aumento de la demanda de las
pruebas microbiolégicas y en la realizacidon de procesos
repetitivos, se han convertido en aliados de los nuevos
sistemas de gestion que persiguen la tronculacion de las
especialidades de los laboratorios y la externalizacion de
los servicios ofrecidos por éstos. Frente a esta tendencia, el
microbidlogo clinico debe afianzar su posicion, profundizar
en su propia actividad y dar valor a los resultados que
diariamente se ofrecen a los clinicos que estan en contacto
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directo con los pacientes. La lectura interpretada del
antibiograma persigue este fin. De su aplicacién se
derivan aspectos tan relevantes como la mejor utilizacion
de los antimicrobianos, la vigilancia y el control de la
aparicion y diseminacion de las resistencias a los
antimicrobianos y, subsidiariamente, el manejo de las
enfermedades infecciosas. Esta actividad debe ser
inherente a la propia actuacion del microbiélogo en el
laboratorio y debe ser asumida como una necesidad clinica
y No como un mero ejercicio intelectual.

Evolucion histérica de los métodos
de sensibilidad. De la antibiosis
a la automatizacion

El antibiograma tiene como objetivo evaluar en el
laboratorio la respuesta de un microorganismo a uno o
varios antimicrobianos, traduciendo, en una primera
aproximacion, su resultado como factor predictivo de la
eficacia clinica. Las primeras pruebas de sensibilidad que
se realizaron estaban ligadas al propio descubrimiento de
los antimicrobianos y a la constatacion de la antibiosis que
ejercian diferentes hongos sobre las bacterias?. Sin
embargo, tal y como se conoce hoy, las pruebas de
sensibilidad, basadas en la difusién o en la definiciéon de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) no se empezaron
a perfilar hasta la década de los afios 1940, sin que su uso
se generalizase hasta bien entrada la década de los afios
1960. Esta circunstancia se debié en gran medida a la
constatacion de las numerosas variables que afectaban a
los resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad y
a la ausencia de consensos que estableciesen las
condiciones en las que debian realizarse estas
determinaciones. Una vez establecida la metodologia

utilizada, la mayor preocupacion se centro en su desarrollo
técnico, su normalizacién y reproducibilidad. Con
posterioridad, se inici6 un gran debate, que perdura hasta
nuestros dias, al constatarse la existencia de criterios
dispares utilizados en la interpretacion de los valores
ofrecidos por las pruebas de sensibilidad®. Las mayores
diferencias se debaten entre la definicion de los criterios
microbiolégicos basados en el analisis de las poblaciones y
los conocimientos moleculares de los mecanismos de
resistencia y en la defensa de los criterios clinicos,
asentados en los datos farmacocinéticos y en la correlacion
de los valores de sensibilidad con el éxito terapéutico*®.
En la década de los afios 1970, y de forma mas constante
durante los afos 1980, numerosos laboratorios de
microbiologia comenzaron a analizar de manera
sistematica los datos de sensibilidad, esencialmente a
antibidticos betalactamicos y aminoglicésidos, tratando de
asimilar sus resultados con los posibles mecanismos de
resistencia®’. Esta actitud permitié detectar e identificar
algunos mecanismos de resistencia, incluso antes de que
éstos tuvieran verdadera trascendencia clinica®. Este
proceso se denomind lectura interpretada del
antibiograma y se fundamentdé en el conocimiento
molecular de los mecanismos de resistencia y en la
interpretacion terapéutica de las pruebas de sensibilidad
in vitro con el fin primario de mejorar la terapia
antimicrobiana®. En paralelo, con el avance de la robética
y de la informatica, se desarrollaron métodos automaticos
para el estudio de la sensibilidad con el objetivo de
simplificar el proceso de su determinacion y acercar su
metodologia a la mayoria de los laboratorios de
microbiologia. El desarrollo de estos sistemas converge
con el de la lectura interpretada del antibiograma, ya que
la mayoria poseen programas informaticos, denominados
sistemas expertos, que ayudan al microbidlogo en la
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interpretacion clinica del antibiograma®®. En la figura 1 se
esquematiza la evolucion de las pruebas de sensibilidad y
las diversas etapas que ha atravesado este proceso. Sin
duda, el proximo reto de las pruebas de sensibilidad, de la
lectura interpretada y de los métodos automaticos sera su
convergencia con los sistemas de tipificacion
epidemiolégica, para establecer sistematicamente la
clonalidad de los aislamientos estudiados, y con las
técnicas moleculares para caracterizar de manera
simultanea el mecanismo o los mecanismos de resistencia.

Interpretacion del antibiograma:
categorizacion clinica de los resultados
del estudio de sensibilidad

La lectura interpretada del antibiograma no debe
confundirse con el proceso de simple interpretacion de los
resultados de las pruebas de sensibilidad por medio de los
puntos de corte. Este ultimo se realiza rutinariamente en
los laboratorios de microbiologia y consiste en la
clasificacion clinica de los resultados, es decir, en la
traduccion de los halos de inhibicion o valores de CMI en
las categorias clinicas “sensible”, “intermedia” o
“resistente” que aparece en los informes de sensibilidad.
La interpretacion del antibiograma establece la
probabilidad de éxito o de fracaso terapéutico que se
deriva de la utilizacion de los antimicrobianos frente a los
microorganismos causantes de infeccion y estudiados en el
antibiograma. Los criterios utilizados se establecen por
diferentes grupos y comités de expertos y se generan en
funcion del conocimiento microbiolégico, los datos
farmacoldgicos y la respuesta terapéutica o correlaciéon
entre el antibiograma y el éxito terapéutico'**3. Por el
contrario, la lectura interpretada realiza un analisis
fenotipico de los resultados de las pruebas de sensibilidad
fundamentada en el conocimiento de los mecanismos de

resistencia y en su expresion y tiene como principal
objetivo la deteccion de la resistencia y la prediccion del
fracaso terapéutico®“.

Lectura interpretada del antibiograma:
deteccion fenotipica de los mecanismos
de resistencia

Los conceptos y objetivos de la lectura interpretada del
antibiograma fueron recogidos y explicados por Patrice
Courvalin en 1992°. El conocimiento acumulado hasta esa
fecha acerca de los mecanismos de resistencia, la madurez
en la realizacion de las pruebas de sensibilidad, el analisis
de los valores de CMI o halos de inhibicién y su significado
en relacion con la resistencia a los antimicrobianos,
permiti6 enunciar los tres pilares basicos o pasos en los
que se fundamenta esta filosofia (fig. 2): a) caracterizacion
del fenotipo de resistencia a partir del estudio de
sensibilidad de un microorganismo previamente
identificado frente a grupos de antibidticos pertenecientes
a una misma familia o relacionados por mecanismos de
resistencia comunes; b) deduccién a partir del fenotipo de
resistencia del correspondiente mecanismo bioquimico
implicado, y c) inferencia, y modificacion si es necesario,
del fenotipo previamente establecido a partir del
mecanismo de resistencia deducido.

Durante la lectura interpretada del antibiograma se
modifica la interpretacion clinica de los resultados, sobre
todo de aquellos antibidticos poco afectados por los
mecanismos de resistencia y que en las pruebas de
sensibilidad se informarian como sensibles. También
puede inferirse la sensibilidad de antibioticos no incluidos
en el antibiograma. Con este proceso, aparentemente
circular, se consiguen valores afiadidos a la informacion
generada por las pruebas de sensibilidad y que tienen
trascendencia epidemiolégica y clinica. En la tabla 1 se
indican algunos ejemplos de la lectura interpretada del
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Figura 2. Lectura interpretada del
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TABLA 1. Ejemplos de actuacion en la lectura interpretada del antibiograma

Microorganismo Fenotipo observado

Mecanismo de resistencia

Cambios en la interpretacion

deducido e implicaciones terapéuticas

Enterobacterias Sinergia clavulanico y cefalosporinas

de 32 generacion

P. aeruginosa Sinergia imipenemy EDTA

BLEE

Metalo-betalactamasa

Resistencia a todas las cefalosporinas

Resistencia a carbapenems

H. influenzae Nalidixico® Mutaciones en gyrA + parC  Pérdida de sensibilidad a quinolonas
Estafilococos Oxacilina® PBP2a Resistencia a todos los betalactamicos
Enterococos Vancomicina® teicoplanina® vanB Evitar uso de glicopéptidos

S. pneumoniae Oxacilina® PBP modificadas Posible resistencia a penicilinas y

cefalosporinas de 12y 22 generacion

BLEE: betalactamasas de espectro extendido.

antibiograma y de las modificaciones realizadas en la
interpretacion de los resultados.

El objetivo final de la lectura interpretada del
antibiograma es la deteccion de los mecanismos de
resistencia, incluidos los de bajo nivel de expresién. Desde
el punto de vista clinico se consigue predecir el posible
fracaso terapéutico asociado a la utilizacién de los
antibioticos afectados por los mecanismos de resistencia
caracterizados. Esta actitud es pues complementaria del
ejercicio realizado con la categorizacion clinica de los
resultados de las pruebas de sensibilidad, cuyo primer
objetivo es perseguir el éxito terapéutico con la utilizacion
de los antimicrobianos. Microbioldgicamente, con la
lectura interpretada del antibiograma se logra, con
independencia de la propia caracterizacion fenotipica de
los mecanismos de resistencia, establecer su
epidemiologia. Esto redunda en una mejor informacion al
clinico en la utilizacion empirica y dirigida de los
antimicrobianos, por lo que puede influir en un mejor
control de la resistencia.

Fenotipos habituales, raros e imposibles

El fenotipo de sensibilidad o de resistencia esta definido
por el conjunto de datos obtenidos en el antibiograma,
siempre para antibidticos de la misma familia o
relacionados por mecanismos de actuacion comunes o
mecanismos de resistencia compartidos. Su determinacion
es esencial en la lectura interpretada del antibiograma, ya
gue uno de sus fundamentos es la clasificacion de los
fenotipos de resistencia en habituales, raros e imposibles®.
Los primeros, fenotipos habituales, recogen aquellos
aislamientos con mecanismos de resistencia cuya
presencia es epidemiolégicamente normal en el medio
donde se realiza el estudio de sensibilidad. Ejemplo de
ellos seria la resistencia a la penicilina y sensibilidad a la
oxacilina en Staphylococcus aureus por produccion de
penicilinasa, la resistencia al acido nalidixico en las
enterobacterias por alteracion de la subunidad GyrA de
la topoisomerasa Il o la resistencia a la eritromicina y
clindamicina con sensibilidad a las estreptograminas Ay
B en Streptococcus pneumoniae por produccidon de una
metilasa que afecta la afinidad de los macrélidos por el
ribosoma. Todos ellos son habituales en nuestro medio y
su identificacidon no es excepcional. La revision de todos y
cada uno de los fenotipos escapa a los objetivos de este
trabajo y seran revisados con posterioridad.

Los fenotipos raros son consecuencia de la expresion de
mecanismos de resistencia poco habituales, recientemente
caracterizados o cuya dimension epidemioldgica es por el
momento poco relevante. En nuestro medio, entre los
fenotipos raros se encuentra la resistencia a la
vancomicina en Enterococcus spp.*°, la resistencia a la
clindamicina en ausencia de resistencia a la eritromicina
en Staphylococcus spp.’, la resistencia a la
quinupristina-dalfopristina en S. pneumoniae!® o la
resistencia al imipenem en Enterobacter cloacae'’. Aunque
todos estos fenotipos se han identificado en Espafa, su
frecuencia en nuestro medio es muy diferente de la
encontrada en otras areas geograficas'®*°.

Por ultimo, los fenotipos imposibles no responden a
mecanismos de resistencia conocidos. En la mayoria de los
casos, estos fenotipos no se confirman con un nuevo
estudio de sensibilidad y suelen representar problemas
técnicos derivados de la realizacion de las pruebas de
sensibilidad o fallos en la identificacion del
microorganismo en el que se realiza el estudio. No
obstante, la reiteracion de este fenotipo en bacterias
correctamente identificadas puede suponer un nuevo
mecanismo de resistencia. Un ejemplo de esto seria la
reciente identificacidon de aislamientos de estafilococos y
de enterococos resistentes al linezolid®. En este epigrafe
también deben incluirse aquellos microorganismos con
resistencias naturales que presenten en el antibiograma
fenotipos sensibles a los antibidticos tedricamente
afectados por estos mecanismos. En la tabla 2 se indican
algunos ejemplos de fenotipos que requieren su
confirmacion, bien por su rareza o por considerarse
actualmente imposibles.

Requisitos necesarios para la lectura
interpretada del antibiograma

La realizacidn correcta de la lectura interpretada del
antibiograma y la aplicacién de sus principios basicos
precisa de un conocimiento previo de los mecanismos de
resistencia y una valoracion adecuada de su expresion
fenotipica. Ademas son necesarios unos requisitos
minimos sin los cuales no es posible su ejecucion. Estos
podrian resumirse en los siguientes apartados:
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TABLA 2. Ejemplos de fenotipos no habituales (raros e imposibles) y que requieren confirmacion de la identificacion o del fenotipo

Antibiético o fenotipo

Microorganismo

Penicilina®
Ampicilina® o cefoxitina®

Ampicilina®

Ampicilina® Amox/clav®
Cefuroxima®

Cefotaxima®

Aztreonam$

Imipenem o meropenem®

Oxacilina® cefalosporinas®
Gentamicina® otros aminoglicésidos®
TobramicinaR® otros aminoglicésidos®
Gentamicina®

VancomicinaR

Teicoplanina®

Ciprofloxacina®

Nalidixico® ciprofloxacina®
Nitrofurantoina®
Clindamicina® eritomicina®
Quipristina-dalfopristina®
Linezolid®

Tetraciclina® minociclina®

Estreptococos betahemoliticos

Klebsiella spp., P. vulgaris, E. cloacae, E. aerogenes, C. freundii, P. aeruginosa,
A. baumannii, S. maltophilia

E. faecalis, estreptococos betahemoliticos
Enterococos

P. vulgaris, Aeromonas spp.

H. influenzae, N. gonorrhoeae, M. catarrhalis

Cocos grampositivos

Enterobacterias, H. influenzae, E. faecalis

S. aureus resistente a meticilina

Cocos grampositivos, enterobacterias, P. aeruginosa
Cocos grampositivos, enterobacterias, P. aeruginosa
Providencia spp.

S. aureus, SCN, S. pneumoniae, estreptococos betahemoliticos, corinebacterias, C. difficile

S. aureus, S. pneumoniae, estreptococos betahemoliticos, corinebacterias, enterococos
(con vancomicina®)

H. influenzae, M. catarrhalis

Enterobacterias

Proteus spp., Providencia spp., Acinetobacter spp.

S. aureus, SCN

S. aureus, SCN, S. pneumoniae, estreptococos betahemoliticos, corinebacterias

S. aureus, SCN, S. pneumoniae, estreptococos betahemoliticos, enterococos, corinebacterias

Enterobacterias

Metronidazol®
Colistina®
Colistina®

Anaerobios en general

P. aeruginosa, A. baumanii
Proteus spp., M. morganii, Serratia spp., B. cepacia, cocos grampositivos

TABLA 3. Microorganismos pertenecientes a especies diferente e igual género con mecanismos de resistencia que afectan la lectura

interpretada del antibiograma

Mecanismo
de resistencia

Microorganismo (betalactamasa Fenotipo AMP | AMC | TIC Kz CXM | FOX | CTX | CAZ | CEP IMP
cromosomica)
Proteus mirabilis Salvaje S S S S S S S S S S
Proteus vulgaris CumA inducible Salvaje R S R R R S S S S S
Desreprimido R S R R R S R S S S
Klebsiella pneumoniae  SHV-1 Salvaje R S R S S S S S S S
Hiperproduccion R r/R R R S S S Sir S S
Klebsiella oxytoca K1 Salvaje R S R S S S S S S S
Hiperproduccion R R R R R S S Sir S S
Enterobacter gergoviae Salvaje S S S S S S S S S S
Enterobacter cloacae AmpC inducible Salvaje R R S R Sir R S S S S
Desreprimido R R R R R R R R S S
Citrobacter freundii AmpC inducible Salvaje R R S R Sir R S S S S
Desreprimido R R R R R R R R S S
Citrobacter diversus CdiA Salvaje R S R R R S S S S S
Desreprimido R S R R R S R S S S

AMP: ampiclina; AMC: amoxicilina/clavulanico; TIC: ticarcilina; KZ: cefazolina; CXM: cefuroxima; FOX: cefoxitina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima;
CEP: cefepima; IMP: imipenem; S: sensible; R: resistente; r: sensibilidad disminuida.

Conocimiento previo o simultaneo de la identidad
del microorganismo estudiado

La identificacion debe realizarse tanto al nivel de
especie como de género. Sin ella, la aplicacion del
conocimiento interpretativo puede llevar a conclusiones
erroneas en la utilizacion terapéutica de los
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antimicrobianos. A modo de ejemplo, en la tabla 3 se
recogen algunos microorganismos que aunque pertenecen
al mismo género presentan mecanismos de resistencia no
asociados a elementos de transmision horizontal y que
producen fenotipos diferentes. La utilizaciéon de los
denominados sistemas automaticos o semiautomaticos
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facilita esta actitud, ya que, en general, esta informacion
se ofrece simultdneamente a la de los valores de
sensibilidad.

Analisis del conjunto de los resultados
de sensibilidad

La informacion obtenida con el estudio de sensibilidad
a un solo antibioético es muy limitada y no ofrece elementos
validos para la deduccién de los mecanismos de resistencia
implicados. Los resultados de sensibilidad deben
considerarse siempre en conjunto, analizando grupos de
antibidticos pertenecientes a una misma familia. Con ello
se consigue establecer el fenotipo de resistencia, cuyo
analisis es ineludible para realizar una correcta lectura
interpretada del antibiograma. Los ejemplos mas sencillos
son los de los betalactamicos o los aminoglicésidos ya que
el analisis del fenotipo de resistencia permite,
respectivamente, inferir la presencia de betalactamasas o
de enzimas modificantes de aminoglicésidos e incluso
facilitar su identificacion presuntiva??2, En el caso de los
macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas, el fenotipo
de resistencia debe partir del estudio de antibidticos de
diferentes familias pero relacionados entre si por
presentar dianas comunes de actuacion®. Finalmente,
para antibioticos que tienen dianas diferentes pero que se
encuentran afectados por un mecanismo de resistencia
comun (mecanismos pleiotrépicos de resistencia asociados
a sistemas de expulsion) es necesario el estudio de
betalactamicos, quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol,
macrolidos y, en ocasiones, aminoglicésidos, para deducir
su presencia?.

Utilizacion de antibidticos marcadores
o indicadores de la presencia
de los mecanismos de resistencia

En numerosas ocasiones los antibidticos que se van a
estudiar han dejado de tener vigencia en la préctica clinica
pero son fundamentales para inferir los mecanismos de
resistencia. Ejemplos de ello son el acido nalidixico y la
kanamicina, utilizados respectivamente para detectar con
mayor eficiencia enterobacterias resistentes a las
qguinolonas por mutaciones en la girasa® o estafilococos
que producen APH (3’) y ANT (4') y que pueden aparecer
falsamente sensibles a la amicacina en las pruebas
habituales de sensibilidad?. Otro ejemplo clasico es el de
la oxacilina para predecir la resistencia a los
betalactamicos en los estafilococos o a la penicilinaen S.
pneumoniae?. En este apartado debe mencionarse la
utilidad de algunos antibi6ticos marcadores utiles en la
identificacion de los microorganismos, que también suelen
incluirse en los estudios de sensibilidad con fines
taxonémicos®.

Estudio de combinaciones entre antimicrobianos
e inhibidores de mecanismos de resistencia

Al igual que es necesaria la inclusion de antibidticos
marcadores en la lectura interpretada del antibiograma,
también se recomienda el estudio de combinaciones entre
antimicrobianos e inhibidores de los mecanismos de
resistencia. En la mayoria de las ocasiones las
combinaciones empleadas no se utilizan en la practica
clinica o los compuestos inhibidores se emplean con otros
fines. Entre ellos destacan los inhibidores de

betalactamasas, como el acido clavulanico, que asociado a
ceftazidima o cefotaxima permite deducir a presencia de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE)'??, o el
EDTA, que asociado al imipenem facilita el
reconocimiento de determinadas carbapenemasas?’.

Estudio cuantitativo de sensibilidad

La utilizacién exclusiva de categorias clinicas (sensible,
intermedia o resistente), puede limitar la lectura
interpretada del antibiograma. Esta circunstancia se
agrava cuando se consideran mecanismos de resistencia
de baja expresion que implican valores de CMI o halos de
inhibicion que no superan los puntos de corte de
sensibilidad establecidos. Por ello, el analisis
interpretativo debe poner especial énfasis en cualquier
desviacion de los valores normales o habituales. Ademas,
el estudio cualitativo y su analisis soslayan las
discrepancias de criterios que puedan existir en la
definicion de las categorias clinicas entre los distintos
comités o grupos de interpretacion del antibiograma. El
ejemplo caracteristico es del de las BLEE. Su presencia
puede no incrementar significativamente los valores de
CMI o reducir los halos de inhibicion de las cefalosporinas
de espectro expandido (cefotaxima y ceftazidima) o los del
aztreonam, permaneciendo, aun cuando se producen esas
enzimas, dentro de la categoria “sensible”. También
sucede con otros antimicrobianos, como las
fluoroquinolonas o la eritromicina, que pueden verse
afectados por mecanismos de resistencia con baja
expresion®,

Estudio de un amplio rango de concentraciones

El anterior punto debe complementarse en los métodos
de diluciéon con la inclusion de un namero amplio de
concentraciones a estudiar, sobre todo de aquellas que
estén por debajo del punto de corte de sensibilidad, que
permitan caracterizar los mecanismos de resistencia con
bajo nivel de expresion.

Estudio con indculos elevados

La deteccion de mecanismos de resistencia con inéculos
elevados puede facilitar el reconocimiento de
determinados mecanismos de resistencia, entre ellos los
asociados a enzimas con baja eficiencia o aquellos que se
producen en poblaciones heterogéneas que no consiguen
una uniformidad en la expresion. Entre los ejemplos
clasicos deben mencionarse nuevamente las BLEE v,
entre los mas recientes, el de S. aureus con sensibilidad
disminuida a los glicopéptidos (GISA), generalmente
asociado a poblaciones heterorresistentes®®.

Conocimiento de la epidemiologia local
de la resistencia a los antimicrobianos

Puesto que el analisis de los fenotipos de resistencia
permite su clasificacion en fenotipos habituales, raros e
imposibles®, se recomienda conocer cudl es la situacion
epidemiologica de los mecanismos de resistencia del area
geografica en la que se esté aplicando la lectura
interpretada del antibiograma. Con esta actitud puede
elevarse la probabilidad en el reconocimiento de los
mecanismos de resistencia. En este sentido, la resistencia
a la eritromicina en S. pneumoniae en Estados Unidos y
en Canada esta mas frecuentemente asociada a los
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sistemas de expulsidn, mientras que en Europa suele
deberse a la produccidon de una metilasa que altera la
conformacion del ribosomat®. EIl primer mecanismo no
afecta a la clindamicina (fenotipo M), mientras que en el
segundo se elevan simultaneamente los valores de CMI de
eritromicina y clindamicina (fenotipo MLSg).

Disponibilidad de técnicas de referencia

En Espafia, la mayoria de los laboratorios de
microbiologia, al menos en el &mbito hospitalario, utilizan
sistemas automaticos o semiautomaticos para la
determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos. En
ocasiones, estos sistemas pueden ofrecer resultados que no
se ajustan a la realidad, y resulta dificil discernir si los
resultados anémalos que en ocasiones se obtienen
obedecen a problemas técnicos derivados de los propios
sistemas o a la aparicion de nuevos fenotipos de
resistencia. La utilizacion de una técnica de referencia
contrastada o el envio de los aislamientos a otro centro
para el estudio molecular de los posibles mecanismos de
referencia debe ser una préactica habitual que redunde en
la profundizacion del conocimiento de los mecanismos de
resistencia.

Beneficios de la lectura interpretada

Los beneficios derivados de la lectura interpretada del
antibiograma son evidentes y redundan en numerosos
valores afiadidos a las pruebas de sensibilidad. Tanto es
asi, que hoy en dia no debe entenderse el estudio de
sensibilidad sin llevar asociada la lectura interpretada.
Estos beneficios pueden agruparse en la deteccion de
posibles nuevos mecanismos y en el conocimiento de la
epidemiologia de la resistencia, en la mejor adecuacion de
los tratamientos antimicrobianos y en la mejora de la
calidad y la gestion de los resultados.

Deteccion de nuevos mecanismos de resistencia
y prediccioén de la aparicion de resistencias

Los fenotipos imposibles® hacen referencia a aquellos
no descritos hasta la fecha pero cuya reiteracion puede
constituir la descripcion de un nuevo mecanismo de
resistencia. Por ello, cuando se constate la aparicion de
un fenotipo inesperado, este resultado debe comprobarse
con métodos de referencia y, en su caso, el aislamiento
deberia enviarse a centros que dispongan de métodos
bioquimicos y moleculares para la caracterizacion de los
mecanismos de resistencia. Este proceso es esencial en la
deteccion de los mecanismos de resistencia de bajo nivel de
expresion y que pueden derivar en otros con mayor nivel
y de gran trascendencia clinica?.

Por otra parte, al realizar una lectura interpretativa es
posible anticipar posibles resistencias con la utilizacion
posterior de determinados antimicrobianos. Como
ejemplos podriamos citar la seleccion de mutantes
establemente desreprimidos en Pseudomonas aeruginosa
0 enterobacterias con betalactamasas cromosémicas
inducibles de clase | o la resistencia a la clindamicina en
estafilococo con resistencia a la eritromicina (fenotipo
MLS; inducible). Con el andlisis interpretativo
contribuiremos a su identificacion y, sin duda, a su posible
control.
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Analisis de la epidemiologia de la resistencia

La lectura interpretada del antibiograma permite
definir los perfiles epidemioldgicos de los distintos
mecanismos de resistencia, consiguiendo aumentar la
informacién generada por los antibiogramas y la posicion
del laboratorio de microbiologia en el control
epidemioldgico de la resistencia®®. A modo de ejemplo, la
resistencia de Escherichia coli a la ampicilina en nuestro
medio se sitla en torno al 60%. Esta cifra, por si misma
importante, adquiere mayor trascendencia si se sefiala
que este 60% se debe a la suma de los siguientes
mecanismos: betalactamasas de amplio espectro de tipo
TEM, SHV u OXA, 48%; hiperproduccion de
betalactamasas de amplio espectro, 5%; betalactamasas
con resistencia a inhibidores de betalactamasas (enzimas
IRT), 3%; BLEE, 1%; hiperproduccion de AmpC, 2%, y
alteraciones de permeabilidad, 1%. Por lo tanto, la lectura
interpretada permite estudiar la presencia de los
diferentes mecanismos de resistencia que afectan a un
antibidtico determinado y analizar las diferencia en el
espacio (diferentes pacientes, unidades, areas o paises) y
en el tiempo (evolucidn temporal de los mecanismos de
resistencia).

También la lectura interpretativa puede ser necesaria
para detectar cambios en los perfiles de los patrones de
sensibilidad y resistencia en determinados fenotipos. Un
ejemplo muy ilustrativo es la multirresistencia en
S. aureus resistente a meticilina y el cambio en su
epidemiologia. De ser un patdégeno eminentemente
hospitalario resistente ademas de a todos los
betalactamicos, a los aminoglicésidos, macrélidos y
fluoroquinolonas, se estan detectando en la comunidad
clones sensibles a los aminoglicésidos y los macroélidos que
comparten espacio epidemiolégico con clones
multirresistentes®. Otro ejemplo es el de las BLEE de tipo
CTX-M, que a diferencia de las de tipo TEM o SHV afectan
en mayor medida a la cefotaxima que a la ceftazidimay
que estan desplazando a las enzimas que
tradicionalmente se aislaban. Asimismo, la lectura
interpretada puede ser una herramienta util para el
reconocimiento de clones peligrosos que presentan mayor
epidemicidad que otros y que pueden permanecer durante
largos periodos de tiempo®2.

Adecuacion de los tratamientos antimicrobianos
y control de la politica de antimicrobianos

El analisis fenotipico permite adecuar los tratamientos
antimicrobianos a los perfiles de sensibilidad y de
resistencia ofrecidos en los informes de sensibilidad
(tabla 1). Esta practica es ya antigua y arrancaria de la
constatacion de la ineficacia de cualquier betalactamico en
el tratamiento de las infecciones producidas por
aislamientos de S. aureus resistentes a la meticilina®.
Ejemplos mas cercanos lo constituyen el riesgo de
seleccion de mutantes establemente desreprimidos con la
utilizacién de cefalosporinas de espectro extendido en el
tratamiento de infecciones producidas por Enterobacter
spp. o Citrobacter freundii®4, la ineficacia de la
teicoplanina en el tratamiento de las infecciones
producidas por Enterococcus spp. con fenotipo VanB
(resistentes a la vancomicina y aparentemente sensible a
la teicoplanina)®® y la no recomendaciéon del uso de
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cualquier cefalosporina ante el aislamiento de
enterobacterias con BLEE?2.

La lectura interpretada del antibiograma puede
fundamentar la restriccion de la informacién, préactica
habitual en la aplicacion de la politica de antibidticos. Con
esta estrategia se mejora la seleccion de las opciones
terapéuticas y se adecuan los tratamientos a los posibles
mecanismos de resistencia presentes. Asimismo, la
lectura interpretada puede ser una buena herramienta
para establecer cambios en las politicas de antibioticos,
ya que puede alertar de la aparicién de perfiles de
resistencia que escapan a los tratamientos recomendados
y permite establecer fundamentos en los ciclos de
utilizacion de antimicrobianos®¢. Un buen ejemplo lo
constituyen los sucesivos cambios en la politica de
antimicrobianos que se ha llevado a cabo con los
aminoglicésidos o con los betalactamicos. En el primer
caso, la rotacién de los aminoglicésidos se fundamento en
los perfiles de resistencia observados, reintroduciendo o
eliminando del formulario los diferentes aminoglicésidos®’.
Con los betalactamicos la mejor experiencia contrastada
ha sido la de una institucion en la que el sucesivo cambio
de politica de antibidticos se fundamento en la deteccion
primero de aislamientos con BLEE y posteriormente de
Acinetobacter baumanii multirresistente®.

Mejora de la calidad

La lectura interpretada del antibiograma puede servir
como control de la validacion de los resultados. Durante
este proceso se integran los valores de sensibilidad de cada
uno de los antimicrobianos con el conjunto de ellos,
pudiendo detectarse anomalias o inconsistencias en la
identificacion de los microorganismos o problemas
derivados de la aplicacion de las técnicas de sensibilidad.
Este aspecto es de gran importancia con los aparatos
automaticos de sensibilidad, sobre todo con los sistemas de
incubacion corta que no utilizan las clasicas 18 0 24 h. La
utilizacion de estos sistemas ha permitido el
procesamiento eficiente de gran cantidad de
microorganismos pero, por el contrario, deben extremarse
los controles que eviten los problemas que puedan
derivarse de su pretendida versatilidad. Con la utilizacion
de los sistemas expertos asociados a estos aparatos se
minimizan los posibles inconvenientes y se mejora
sustancialmente la calidad de los resultados obtenidos®®.

Por otra parte, con la lectura interpretada se aumenta
la informacion generada en el antibiograma. Ademas de la
correccién de los resultados obtenidos (v. fig. 2), es posible
reducir el nimero de antibioticos estudiados sin disminuir
la informacion ofrecida, ya que tras la inferencia del
fenotipo es posible deducir la sensibilidad de
antimicrobianos no estudiados'®. Entre los ejemplos
tipicos puede citarse el de las quinolonas o el de las
cefalosporinas orales de primera generacion. Aunque estos
compuestos presentan algunas diferencias en cuanto
actividad intrinseca, incluso cuando existen mecanismos
de resistencia, el estudio de la sensibilidad de uno de ellos
puede servir, respectivamente, como guia de la
sensibilidad del resto de los antibidticos de su grupo, ya
gue la resistencia es cruzada. Asimismo, la lectura
interpretada puede ofrecer argumentos para el estudio de

sensibilidad de antibidticos no utilizados habitualmente o
la informacién de otros que normalmente no se ofrecen en
los informes de sensibilidad. Como ejemplos podrian
indicarse los de la minociclina y Stenotrophomonas
maltophilia resistente al cotrimoxazol, y el de la colistina,
escasamente utilizada por su toxicidad sistémica, pero que
puede ser util en pacientes con infecciones por
P. aeruginosa o A. baumanii multirresistente.

Limitaciones de lectura interpretada
del antibiograma

La lectura interpretada del antibiograma requiere la
aplicacion de numerosos conocimientos. Estos estan
fundamentalmente asociados a: a) la propia naturaleza
de los mecanismos de resistencia, su expresion y
epidemiologia; b) los antimicrobianos y su farmacologia, y
c) la relacion entre la utilizacion clinica de los
antimicrobianos y el éxito terapéutico. El control de todos
estos conocimientos por el microbidlogo clinico puede
limitar la correcta lectura interpretada, sobre todo de
aquellos interesados en otras areas de la microbiologia o
que no han desarrollado habilidades suficientes en
relacion con el campo de los antimicrobianos.

Una de las limitaciones mas importante de la lectura
interpretada del antibiograma deriva de la complejidad de
los mecanismos de resistencia. Esta limitacién no esta
motivada por el creciente incremento de la diseminacion
de los mecanismos de resistencia, ni por un aumento del
posible nimero de antimicrobianos afectados, sino por la
existencia de un mayor numero de mecanismos que son
capaces de afectar a un mismo antimicrobiano o a varios
de la misma familia y la situacion cada vez mas frecuente
en la que una misma bacteria presente mas de un
mecanismo de resistencia. Se ha constatado que con
frecuencia las enterobacterias o los aislamientos de P.
aeruginosa que son resistentes a los aminoglicosidos
presentan mas de una enzima modificante??, las cepas de
K. pneumoniae con BLEE suelen tener deficiencias en sus
porinas®®, los aislamientos de P. aeruginosa resistentes a
los carbapenems lo son debido a la presencia de varios
mecanismos de resistencia?' y que cada vez son mas
habituales los aislamientos de S. pneumoniae, S. pyogenes
o estafilococos que presentan varios mecanismos capaces
de afectar independientemente a los macrélidos!®,
También la presencia de mecanismos de resistencia
intrinsecos puede enmascarar la adquisicion de otros, tal y
como sucede en S. maltophilia o en otros bacilos
gramnegativos no fermentadores. Por desgracia, el
conocimiento genético de los mecanismos asociados a la
multirresistencia y la corresistencia (transposones,
integrones, procesos de conjugacion y transformacién)
puede explicar su fundamento, pero no dan respuestas
interpretativas en el antibiograma. En un futuro, la
aplicacion de las técnicas moleculares podra parcialmente
resolver este problema, aunque debe recordarse que la
presencia de un determinante de resistencia no implica
por si mismo resistencia fenotipica.

Las limitaciones de la lectura interpretada pueden
también verse agravadas por la constatacion de que en
algunos casos es necesaria la presencia de varios
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mecanismos en una misma bacteria para que la
resistencia se manifieste fenotipicamente, como es el caso
de la resistencia a quinupristina-dalfopristina en los
estafilococos®® o la resistencia a los carbapenems en las
enterobacterias'®. Igualmente, la expresion de los
mecanismos de resistencia puede variar drasticamente
segun la bacteria en la que se presente, como el caso de las
carbapenemasas, seglin se presenten en microorganismos
ambientales o en patégenos habituales. Estos hechos
pueden impedir el reconocimiento de determinados
mecanismos y redundar en su mayor diseminacion.
Asimismo, la presencia de mecanismos de resistencia poco
eficientes puede evitarse con el estudio de antibiéticos
marcadores o elevando el inéculo en el estudio de
sensibilidad, como se indicaba anteriormente.

La diferente validez de algunas de las técnicas de
sensibilidad también puede afectar los resultados
obtenidos. En este sentido, es bien conocido que el estudio
de los halos de inhibicién de la ciprofloxacina en S.
pneumoniae puede producir falsas conclusiones aun
cuando la cepa presente mutaciones en parC o en gyrA, la
ausencia de correlacion entre la produccion de
betalactamasa y la resistencia a la penicilina en S. aureus,
la ineficacia de la técnica de difusion para detectar
aislamientos de S. aureus con resistencia a los
glicopéptidos o la escasa afectacion de la ampicilina en las
cepas de enterococo productoras de betalactamasa.
Nuevamente, esta ineficacia suele producirse con los
mecanismos de resistencia con bajo nivel de expresion.

Por ultimo, debe destacarse que la simplificacion en el
analisis interpretativo puede limitar la identificacion de
nuevos mecanismos, ya que puede darse por supuesta la
presencia de un determinado mecanismo de resistencia ante
un fenotipo concreto y no explorarse otras posibilidades.

Aspectos de futuro

Debido a la complejidad de los mecanismos de
resistencia, la superposicion de varios mecanismos en una
misma bacteria y a la acumulacién de nuevos datos en el
terreno de la farmacocinética, parece imprescindible que
en un futuro la lectura interpretativa del antibiograma
esté asistida por sistemas informaticos capaces de
acumular toda esta informacion. Asimismo, la lectura
interpretativa debera compaginar el analisis fenotipico
con la utilizacion de técnicas moleculares o de deteccion de
los mecanismos bioquimicos de la resistencia. Un paso
importante para ello serd la utilizacion de los
denominados “biochips”, que pueden detectar de manera
simultanea la presencia de numerosos genes y analizar
su expresion. Aungue las técnicas moleculares presentan
numerosas limitaciones, relacionadas con su coste
econdémico, la ausencia de correlacién entre la presencia de
los genes de resistencia y su expresion o la hipotética
diferencia entre la expresion in vitro e in vivo, su
aplicacioén en un futuro parece ineludible. No obstante,
algunas de estas técnicas ya se utilizan de manera
sistemética en centros de referencia. En la mayoria de los
casos para corroborar fenotipos en microorganismos de
crecimiento lento como Mycobacterium tuberculosis o para
clarificar fenotipos dudosos asociados a la resistencia a la
meticilina en S. aureus o a la presencia de determinadas
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enzimas modificantes de aminoglicésidos en enterococos.
También con fines epidemiolégicos como la resistencia a
las quinolonas o los macrélidos.

Conclusiones

Hoy dia, no debe entenderse el estudio de la sensibilidad
a los antimicrobianos sin la lectura interpretada del
antibiograma, imprescindible, en una primera
aproximacion, para el estudio de los mecanismos de
resistencia. Este proceso debe ser complementario a la
categorizacion clinica de los resultados de sensibilidad, ya
que de su aplicacion no solo derivan beneficios
microbiolégicos sino también clinicos, importantes para el
tratamiento antimicrobiano y el control de las
enfermedades infecciosas. Es evidente que con la lectura
interpretada del antibiograma, la gestion de los resultados
microbiolégicos es mas adecuada y se facilita la
participacion del microbidlogo en la toma de decisiones.
En este proceso se vuelcan, ademas del conocimiento de
los mecanismos de resistencia, otros relacionados con la
farmacologia del antimicrobiano y con los resultados
contrastados de la experiencia clinica. La lectura
interpretada del antibiograma debe dejar de ser un
ejercicio intelectual de unos pocos y plantearse como una
necesidad clinica del microbi6logo en el laboratorio.
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ANEXO 1. Lectura interpretada del antibiograma: ;ejercicio intelectual o necesidad clinica?

1.

10.

El antibiograma tiene por objetivo:

a) Extrapolar la actividad de los antimicrobianos sobre las bacterias en estado estacionario, al de bacterias en fase de crecimiento
exponencial.

b) Evaluar en el laboratorio la respuesta de un microorganismo a los antimicrobianos, como factor predictivo de eficacia clinica.

¢) Calcular el porcentaje de pacientes en los que se produce curacion clinica con un tratamiento antimicrobiano determinado.

d) Determinar el perfil bactericida de los antimicrobianos presentes en liquidos organicos.

e) Controlar la respuesta de las asociaciones bacteriostatica de antimicrobianos.

. La categorizacion clinica de los resultados del antibiograma se realiza en funcion de:

a) Criterios microbiolégicos, farmacoldgicos y de correlacion con el éxito terapéutico.

b) La extrapolacion de la curva de crecimiento bacteriano en valores de CMI o de halos de inhibicion.

¢) El analisis de la capacidad bactericida de los antimicrobianos tras la exposicién de las bacterias a concentraciones subinhibitorias.
d) La relaciéon clonal de los microorganismos estudiados.

e) La carga de los discos o el gradiente de concentraciones utilizados.

. Lalectura interpretada del antibiograma se basa en:

a) Establecer la categoria clinica de sensibilidad.

b) Analizar las diferencias entre los criterios establecidos los distintos comités que establecen puntos de corte.
¢) Analizar los fenotipos de sensibilidad y de resistencia para deducir los mecanismos de resistencia asociados.
d) Estimar el porcentaje de bacterias resistentes presentes en un area geografica concreta.

e) Conocer la presion selectiva a la que han sido sometidas las bacterias aisladas en muestras clinicas.

. ¢Cual de las siguientes afirmaciones sobre lectura interpretada del antibiograma es correcta?

a) La lectura interpretada del antibiograma sé6lo permite deducir la actividad de antimicrobianos incluidos en el antibiograma.

b) La interpretacion de los resultados obtenidos en el antibiograma debe basarse en una correcta identificacion del microorganismo.
¢) La lectura interpretada carece de interés para detectar mecanismos de bajo nivel de resistencia.

d) La lectura interpretada del antibiograma dificulta establecer la epidemiologia de los mecanismos de resistencia.

e) La lectura interpretada nunca puede basarse en métodos automaticos de antibiograma.

. Para caracterizar los fenotipos de sensibilidad y resistencia:

a) Debe utilizarse un Unico antimicrobiano representante de cada familia.

b) Es preferible identificar el microorganismo a nivel de género, en vez de a nivel de especie.

¢) Es util emplear antibiéticos marcadores, aunque no tengan utilidad clinica.

d) Han de emplearse antimicrobianos bactericidas, pero no los bacteriostaticos.

e) Deben evaluarse un nimero maximo de dos concentraciones de cada uno de los antimicrobianos estudiados.

. ¢Cual de los siguientes es un beneficio afiadido a la lectura interpretada del antibiograma?

a) Deteccion de microorganismos con mayor poder patégeno.

b) Disminucion en la necesidad de realizar programas de control de calidad.
c) Favorece el uso de asociaciones de antimicrobianos.

d) Incremento en la frecuencia de aislamiento de bacterias infrecuentes.

e) Deteccion de nuevos mecanismos de resistencia.

. Ante la observacion de un fenotipo imposible, la actitud mas adecuada es:

a) Informar el resultado en funcién de las indicaciones de un sistemas informatico experto.

b) Descartar el resultado que determina la imposibilidad del fenotipo.

¢) Modificar el antibiograma hasta que exista acuerdo entre identificacion y sensibilidad esperada.

d) Reevaluar el resultado con un método de referenciay, si fuera necesario, enviar el aislamiento a un centro de referencia.
e) Descartar el lote de fuente de antimicrobianos con el que se obtuvo dicho resultado.

. La principal limitacion para la lectura interpretada del antibiograma deriva de:

a) La necesidad de estudiar muchos antimicrobianos.

b) La complejidad de las bases genéticas y bioquimicas de los mecanismos de resistencia.
c) La falta de estandarizacion de los métodos de antibiograma.

d) La imposibilidad de predefinir reglas programables en sistemas informaticos.

e) El alto coste de esta metodologia.

. La lectura interpretada del antibiograma no permite una de las siguientes opciones:

a) Mejorar la calidad de los resultados de antibiograma.

b) Establecer criterios para restringir la informacion del antibiograma.

¢) Determinar el efecto postantibiético de antimicrobianos bactericidas.

d) Predecir el riesgo de aparicion de resistencias durante el tratamiento.

e) Establecer la categoria clinica de antimicrobianos no probados en el antibiograma.

Para definir el fenotipos habitual de sensibilidad y resistencia de una especie dada se debe considerar:
a) Lazona geogréafica o la institucion donde se aisle la especie considerada.

b) El nivel de expresion de los genes que codifican dichos mecanismos.

c) Las categorias clinicas correspondientes a varios grupos de antimicrobianos.

d) Todas las respuestas anteriores son correctas.

e) Ninguna de las respuestas anteriores es correcta.

Nota: Las respuestas de las preguntas estan en la pagina 190.
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