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La determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos es
una de las tareas de mayor impacto en el manejo del
paciente infectado. No existe demostracion absoluta de que
es mejor determinar la concentracion inhibitoria minima
(CIM) en vez de la categoria clinica, pero varios aspectos
microbioldgicos y epidemioldgicos sugieren que la
determinacion de la CIM puede tener utilidad real. Si se ha
observado que tiene mayor valor clinico demostrar que un

microorganismo es resistente que demostrar que es sensible.

En la actualidad varios comités han establecido puntos de
corte de categoria clinica, no coincidentes en todos los casos,
por lo que seria necesario alcanzar un acuerdo entre éstos,
asi como en la estandarizacion del antibiograma. Una de las
principales novedades metodolégicas de los ultimos anos ha
sido la introduccion del Etest, aunque el coste de esta técnica
puede limitar su empleo. Los métodos automaticos de
antibiograma han mejorado en su nivel de automatizacion y
permiten ya obtener resultados el mismo dia de la
inoculacion de los paneles de antibiograma. Algunos
sistemas de lectura digital permiten la interpretacion
mediante ordenador de la técnica de difusion con disco.
Aunque se ha avanzado notablemente en el desarrollo de
meétodos moleculares, su aplicaciéon habitual atin dista de ser
una realidad; quizas el desarrollo de microchips ayude en
este campo. Los sistemas informaticos se han aplicado con
éxito en el desarrollo de sistemas expertos de lectura
interpretada del antibiograma y en la preparacion de
programas de vigilancia de microorganismos resistentes.
Debe destacarse también que la obtencion de resultados
rapidos de antibiograma, que se hacen llegar cuanto antes al
clinico responsable del paciente, contribuyen de manera
favorable al éxito terapéutico, al mejor uso de los
antimicrobianos y a la disminucion del gasto sanitario.
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The future of antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility testing is one of the more
clinically relevant activities on the management of infected
patients. There is not definitive demonstration that, from a
clinical point of view, obtaining MIC is better than
determining clinical categories, but several evidences
indicate that MIC values are actually useful. Several studies
have shown that it is more relevant to demonstrate
resistance than to demonstrate susceptibility. Different
committees have established breakpoints for defining clinical
categories that may differ in some cases. It would be
necessary to reach an agreement in defining these
breakpoints, as well as in standardizing methods for
antibiogram. The introduction of the Etest has been one of
the main methodological developments in the last years, but
its cost may limit its use. Several automatic methods have
been developed with improved level of automation and
being able of providing susceptibility testing results on the
same day of the inoculation of panels. Some methods based
on digital lecture are able to automatically read disk diffusion
plates. Although major advances in molecular methods have
been obtained, we are still far of its routine use in clinical
laboratories; it is possible that microchips may contribute in
this direction. Computers have been successfully applied to
the development of expert systems for interpretative reading
of the antibiogram and for developing surveillance programs
for resistant microorganisms. Obtaining rapid susceptibility
testing results that are made available to the clinician as soon
as possible has great clinical impact in terms of therapeutic
success, better antimicrobial use and reduced costs.

Key words: Antibiogram. Resistance. Expert systems.
Epidemiological surveillance.

Introduccion

La determinacién de la sensibilidad a los antimicrobianos
es una de las tareas del laboratorio de microbiologia clinica
de mayor impacto en el manejo del paciente. Ademas, los
estudios de sensibilidad son fundamentales para conocer las
tendencias de resistencia en los microorganismos de
importancia clinica y para definir la politica de utilizacién
de antimicrobianos. Estos estudios, por otra parte, suponen
una de las principales cargas financieras en el laboratorio.
Por todo ello, muchos de los cambios ocurridos durante las
dltimas décadas en la microbiologia clinica estan
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relacionados con los estudios in vitro de sensibilidad a los
antimicrobianos.

La mayoria de los comentarios que siguen se refieren sélo
a los antibacterianos, pero podrian aplicarse también al
estudio de los antifingicos, antivirales y antiparasitarios,
que no se consideraran especificamente.

Parametros para evaluar la actividad in vitro
de los antimicrobianos

La categoria clinica de “resistencia” es més fiable para
predecir el fracaso terapéutico que la categoria clinica de
“sensibilidad” para predecir el éxito, por lo que la falsa
sensibilidad tiene peores consecuencias para el enfermo que
la falsa resistencia. Por ello, en la actualidad se estd
poniendo especial énfasis en el desarrollo de métodos que
permiten detectar la existencia de mecanismos de
resistencial.

Aun se debate si para establecer las categorias clinicas de
sensible, intermedio o resistente basta con la informacién
proporcionada con el método de difusion con disco o si es
necesario determinar el valor de la concentracién inhibitoria
minima (CIM), y en este dltimo caso, si dicho valor debe
determinarse siempre o sélo en algunos casos. Hay varios
elementos que aconsejarian determinar el parametro
cuantitativo de CIM:

1. Varios estudios han demostrado una correlacién entre
fracaso terapéutico y valor de CIM. En uno de ellos? la tasa
de fracaso terapéutico con cefoperazona fue del 4% cuando
la CIM era inferior a 1 mg/l, entre 8 y 16% cuando era de
2-16 mg/l y entre 32 y 64% cuando la CIM era 32 mg/l. En
otro estudio® se comprobé una relacién directa entre riesgo de
fracaso del tratamiento con cefotaxima y un menor didmetro
de halo en la prueba de difusién con disco. Las cepas
implicadas en casos de fracaso clinico requieren CIM
mayores que las cepas en las que el tratamiento tiene éxito:
en un estudio sobre 50 pacientes con infecciones por
bacterias gramnegativas el valor medio de la CIM de
ciprofloxacino para las cepas de los pacientes en los que se
logré el éxito terapéutico fue de 0,08 mg/l, mientras que la
CIM media para las cepas en las que hubo fracaso
terapéutico fue de 0,58 mg/1*.

2. Los estudios farmacodinamicos de la dltima década han
demostrado que la determinacién del valor de la CIM tiene
importancia terapéutica porque las proporciones entre area
bajo la curva/CIM, pico méaximo/CIM y tiempo sobre la CIM
ayudan a establecer pautas de dosificacién mas eficaces’.

3. El seguimiento de la evolucién de los valores de CIM
frente a una determinada especie bacteriana es de interés
desde el punto de vista epidemiolégico, porque ayuda a
observar las tendencias de resistencia y a reconocer la
apariciéon de cepas con mecanismos de bajo nivel de
resistencia.

Estandarizacion

La fiabilidad de los estudios de sensibilidad in vitro exige
la estandarizacion de los métodos empleados. En la actuali-
dad se han desarrollado normas para la preparacion de los
medios de cultivo empleados en las pruebas de sensibilidad®,

para la realizacién de técnicas de difusion con disco’ y de di-
lucion en caldo y agar®, y para la interpretacién de los resul-
tados obtenidos con estas técnicas®'2. Para la mayoria de
las bacterias de importancia clinica los resultados obtenidos
en distintos laboratorios que sigan los mismos protocolos es-
tandarizados debieran ser reproducibles y comparables. No
existen, sin embargo, estandares para el método de difusién
en gradiente (Etest) ni para la aplicacién de métodos mo-
leculares.

El organismo con mayor influencia en la aplicacion de
criterios de estandarizacion es el National Committee for
Clinical Laboratory Standards, de Estados Unidos. Sin
embargo, existen otros muchos comités y agencias,
fundamentalmente en Europa y con frecuencia de caracter
nacional, que han venido contribuyendo al desarrollo
paralelo de programas de estandarizacién de las técnicas de
estudio de sensibilidad y, sobre todo, de la interpretacién de
los resultados obtenidos'®'2. A modo de ejemplo, en la
tabla 1 se recogen las variaciones en los puntos de corte
propuestos por varios comités para la interpretacion de la
sensibilidad de las enterobacterias. Las diferencias entre
distintos comités no sélo tienen un componente académico,
sino que suponen, en ocasiones, serios problemas para
estimar la importancia de la resistencia en distintos paises.
La Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y
Enfermedades Infecciosas, a través del EUCAST (que
representa sociedades cientificas de la mayoria de los paises
europeos), ha publicado recientemente varios documentos
sobre terminologia, metodologia de los estudios de
sensibilidad in vitro, y sobre el establecimiento de puntos de
corte de sensibilidad y resistencia para algunos nuevos
antimicrobianos!®,

Quiza las dos diferencias mas relevantes entre los comi-
tés europeos (sobre todo MENSURA y CA-SFM) y el Natio-
nal Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
han sido la definicién de puntos de corte en funcién del tipo
de microorganismo (que finalmente ha recogido el NCCLS
en sus ultimos suplementos) y la definicién de puntos de cor-
te de resistencia basados en mecanismos de resistencia, mas
que en la CIM. Este ultimo aspecto ha tenido una claro ex-
ponente en el caso de la produccién de betalactamasas de es-
pectro extendido, cuya existencia no fue considerada de im-
portancia clinica por el NCCLS, con independencia de
valores de CIM, hasta 1999.

Se ha avanzado poco en el establecimiento de puntos de
corte en funcién del cuadro clinico, probablemente por la
escasa informacion de la que se dispone. Las recientes
modificaciones de los criterios de interpretaciéon de los
resultados de antibiograma para las neumonias y las
meningitis producidas por Streptococcus pneumoniae®
podrian significar un primer paso en esta direccién.

Seria necesario desarrollar criterios estandarizados para
medir de forma objetiva el impacto (clinico, social, econémico,
etc.) del tratamiento antimicrobiano. Ello podria realizarse
definiendo una escala basada en el estudio protocolizado del
tratamiento antimicrobiano en entidades clinicas como
endocarditis, bacteriemia en neutropénicos o meningitis, en
las que se evalie de manera cuantitativa la progresion
temporal de signos, sintomas y exploraciones
complementarias'.
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TABLA 1. Puntos de corte de sensibilidad y de resistencia para once antimicrobianos frente a enterobacterias establecidos

por diferentes comités de interpretacion del antibiograma*

Punto de corte de sensibilidad

Punto de corte de resistencia

MEN NCCLS | SFM | BSAC MEN NCCLS | SFM BSAC
Ampicilina 8 8 4 8 32 32 16 16
Amoxicilina/acido clavuldnico 8/4 8/4 4/2 8 32/16 32/16 16/2 16
Cefazolina 4 8 8 - 32 32 - -
Cefuroxima 4 8 8 8 32 32 32 32
Cefotaxima 1 8% 4 1 8 647+* 327%H* 2
Imipenem 2 4 4 4 16 16 8 8
Amikacina 8 16 8 4 32 64 16 8
Gentamicina 4 4 4 1 16 16 8 2
Ciprofloxacino 0,1 1 1 1 4 4 2 2
Tetraciclina 4 4 4 1 16 16 8 2
Cloranfenicol 8 8 8 8 16 32 16 16

*MEN: MENSURA (Mesa Espafola de Normalizacién de la Susceptibilidad y Resistencia a los Antimicrobianos, Espana); NCCLS: National Committee
for Clinical Laboratory Standards (EE.UU.); SFM: Comité de ’Antibiogramme de la Societé Francaise de Microbiologie (Francia); BSAC: British Society

for Antimicrobial Chemotherapy (Reino Unido).

**En Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y K. oxytoca la produccién de betalactamasa de espectro extendido es indicador de resistencia, con

independencia del valor de CIM.

***Para enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido debe considerarse como intermedio cualquier resultado que correspondiese
a la categoria clinica de sensible para cefotaxima, ceftriaxona, ceftacidima, cefepima, cefpiroma, cefixima, aztreonam. Para K. oxytoca deben informarse
como intermedios los resultados que correspondiesen a sensible en los casos de aztreonam y/o ceftriaxona cuando exista sinergia entre

aztreonam/ceftriaxona (pero no ceftacidima) y 4cido clavulanico.

Aspectos metodologicos

Técnica de difusion en gradiente (Etest)

La técnica de difusion en gradiente (Etest) ha permitido
solventar la limitacién de la técnicas de difusién con disco
para obtener directamente valores de CIM. Infinidad de es-
tudios han demostrado la fiabilidad y la reproducibilidad del
Etest, que ofrece, en general, resultados similares a los obte-
nidos con un método estandarizado de dilucién®®. Por des-
gracia, el precio de las tiras limita su uso habitual en el la-
boratorio clinico, por lo que, en la practica, la mayoria de los
laboratorios disponen del Etest como alternativa para la
comprobacion de los resultados obtenidos con otras prue-
bas, o para estudio de especies (sobre todo bacterias de cre-
cimiento dificil) para las que suele evaluarse un nimero li-
mitado de antimicrobianos.

Pruebas de sensibilidad para bacterias
de crecimiento dificil

Una de las principales limitaciones de los métodos
estandarizados para bacterias de crecimiento rapido es la
dificultad para su aplicacién a microorganismos de
crecimiento dificil, o que no se pueden cultivar. Aunque en
los dltimos afos se han logrado notables avances en la
automatizacion del estudio de la sensibilidad de S.
pneumoniae 'y Haemophilus influenzae'’, atin deben
desarrollarse técnicas automatizadas para Neisseria,
Mycobacterium, o bacterias anaerobias, por citar algunos
ejemplos. Otras veces no existen metodologias
estandarizadas que permitan establecer las condiciones
ideales para el antibiograma, como ocurre, por ejemplo, en
bacterias corineformes, Campylobacter, Mycoplasma,
Chlamydia, etc.

Es de esperar que la aplicacion de las técnicas moleculares
a este tipo de microorganismos (v. posteriormente) aportara
importantes beneficios desde el punto de vista clinico.
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Métodos automaticos

Los principales objetivos actuales en esta area incluyen
desarrollar sistemas con alto nivel de automatizacion y
conseguir métodos que permitan generar resultados de
antibiograma en el mismo dia de incubacién de los paneles.

Las innovaciones introducidas en microprocesadores y
robética, junto con ligeras modificaciones en la metodologia
empleada (incremento del inéculo, modificaciéon de la
concentracién de antimicrobiano, eleccién de medios de
cultivo alternativos, uso de compuestos fluorescentes en el
caldo de cultivo, etc.) han permitido disenar sistemas que
ofrecen datos de sensibilidad a los antimicrobianos en menos
de 4 h. Existen ya varias opciones disponibles, incluyendo los
sistemas VITEK 2 System (bioMérieux-Vitek, Hazelwood,
EE.UU.), WalkAway System (Dade Behring Inc., EE.UU.),
Phoenix Automated Microbiology System (BD Biosciences
EE.UU.), o Sensititre ARIS®.

El empleo de paneles comerciales con antimicrobianos
deshidratados o liofilizados (en lugar de congelados) ha
facilitado su almacenamiento, pero siguen sin resolverse los
problemas planteados por antimicrobianos poco estables
(carbapenemas, acido clavuldnico), cuya inactivacién
durante el proceso de produccion del panel o a lo largo de su
almacenamiento pueden determinar falsos resultados de
resistencial®®.

Antes de su aplicaciéon en el laboratorio clinico seria
conveniente desarrollar programas de control encaminados a
verificar la fiabilidad de los resultados obtenidos con estos
sistemas. Hasta el momento sélo se exigen estos estudios de
premarketing en Estados Unidos, bajo control de la Food and
Drug Administration (FDA).

Los programas de evaluacién deberian incluir cepas de
referencia, microorganismos con mecanismos de resistencia
conocidos y cepas clinicas aisladas recientemente. Debe
esperarse que con estos sistemas automaticos de
antibiograma de incubacién corta los porcentajes de falsa
sensibilidad sean inferior o igual a 1,5% y los de falsa
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resistencia inferior o igual a 3%, y que el acuerdo esencial
(en £ 1 dilucién con respecto al método de referencia) sea
superior o igual al 90,0%.

Sistemas digitales de lectura automatizada

Un 4rea en expansién creciente en el estudio automatizado
de sensibilidad a los antimicrobianos es el uso de sistemas de
video o escaner que realizan analisis digitales de placas con
discos de antimicrobianos o de paneles de microdilucion.
Mediante programas informaticos adicionales las imdgenes
se traducen en valores de didmetros de halos de inhibicién o
de CIM y, finalmente, en categorias clinicas.

El sistema WIDER (Soria Melguizo SA, Madrid) permite
la lectura tanto de halos de inhibicién en placas como paneles
de microdilucién, incluyendo paneles especificamente
disefiados para S. pneumoniae y H. influenzae'”. Otros
sistemas son: BIOMIC VIDEO (Giles Scientifis, Inc, Nueva
York, EE.UU.), (Berke I, JCM), AccuZone system (AccuMed
International, Inc., West Lake, EE.UU.), Aura Image (Oxoid,
Reino Unido), Mastascan Elite (Mast, Reino Unido),
SIRSCAN (SIRSCAN, Montpellier, Francia) y OSIRIS
(Bio-Rad, Marnes la Coquette, Fancia)®.

Ocasionalmente, los halos leidos con estos sistemas
difieren de manera significativa de los obtenidos por un
observador a simple vista, y aunque ello no siempre implica
cambios de categoria clinica, si puede tener relevancia en
determinados casos (p. ej., deteccion de resistencia a
meticilina en Staphylococcus). Otra importante limitacién
es la frecuente dificultad de analizar resultados para
Enterococcus u otros microorganismos con crecimiento tenue,
o para diferenciar zonas de crecimiento marginal en la
periferia de los halos de inhibicién.

Métodos moleculares

El uso de métodos moleculares para el estudio de la
actividad de los antimicrobianos estd orientado,
esencialmente, hacia el estudio de genes que determinan
mecanismos de resistencia.

Las principales ventajas potenciales del empleo de estos
métodos podrian resumirse en?":

1. Deteccion del gen de resistencia en la propia muestra
clinica, lo que permite estudiar microorganismos no
cultivables o de crecimiento lento.

2. En el caso de mecanismos de bajo nivel de resistencia
con trascendencia clinica, la deteccién de genes de resistencia
es, en ocasiones, mas fiable que la deteccion del fenotipo de
resistencia.

3. Suponen un menor riesgo bioldgico que los métodos que
requieren cultivo.

Estos métodos
inconvenientes, como:

también plantean importantes

1. Baja sensibilidad, si el in6culo inicial es bajo, y baja
especificidad, si la deteccién de un gen no implica resistencia
de interés clinico.

2. Para cada antimicrobiano se requiere, al menos, una
prueba, y debido al cardcter multifactorial de la resistencia,
pueden necesitarse multiples pruebas para la deteccién de
los distintos mecanismos de resistencia frente a un
antimicrobiano concreto.

3. Algunos fenotipos de resistencia pueden depender de
mecanismos atn no conocidos.

4. Podrian ocurrir casos de falsos positivos como
consecuencia de la contaminacién cruzada entre muestras,
sobre todo cuando se emplean técnicas de amplificacion de
4cidos nucleicos (reaccién en cadena de la polimerasa, PCR).

5. Estos métodos atin no estdn estandarizados.

Los métodos moleculares para el estudio de la resistencia a
los antimicrobianos incluyen la deteccién de genes de resis-
tencia mediante sondas o técnicas de amplificacién (PCR,
“branched DNA”, etc.), la detecciéon de mutaciones en genes
previamente amplificados (polimorfismo de fragmentos de
restriccion, polimorfismo conformacional de cadena sencilla,
PCR en tiempo real, secuenciacion, etc.) o la aplicacién de mi-
crochips de ADN. Pueden encontrarse detalles especificos en
la revision recientemente publicada por Cockerill?.

Esta metodologia se emplea sistematicamente en
laboratorios de investigacion, y algunas técnicas también se
estdan usando ya de forma habitual en algunos laboratorios
de microbiologia clinica. Es posible que el futuro desarrollo
de microchips de ADN favorezca el empleo de los métodos
moleculares en el laboratorio de microbiologia clinica, pero
no parece que ello vaya a ocurrir a corto plazo.

Muchos de los problemas inherentes a esta metodologia
aun no estdan resueltos, en especial los derivados de las
condiciones técnicas del ensayo y la interpretacion de los
resultados. Sirvan a titulo orientativo las discrepancias
observadas por 2 grupos de investigacién en la aplicacion de
chips de E. coli del mismo origen comercial: al estudiar la
expresion de genes regulados por MarA (relacionado con la
resistencia multiple a los antimicrobianos), un grupo observé
la modulacién de 88 genes? y el otro de sélo 6224, y s6lo 21 de
estos genes coincidian en ambos estudios.

Los chips de ADN suelen contener mdltiples (incluso miles)
fragmentos de cADN depositados de forma precisa mediante
técnicas de microdispensacion, o multiples oligonucleétidos
(50-1.000 bases de longitud) sintetizados in situ mediante un
proceso fotolitografico. Obviamente, con el mismo dispositivo
pueden obtenerse, a la vez, la identificacién y el perfil de re-
sistencia de un microorganismo, lo que hace mas atractiva la
opcién de su empleo en el laboratorio clinico.

La técnica de amplificaciéon por desplazamiento de hebra
permite la deteccion de cantidades minimas de ADN (bastan
unas 100 copias por muestra), y se ha usado con éxito en la
deteccion de mecA?® y en la caracterizacion de
Campylobacter jejuni resistentes a quinolonas.

Otros métodos

Se ha descrito un método rapido de microdilucién en agar
empleando portaobjetos con una delgada lamina de medio de
cultivo que permite determinar la CIM mediante lectura
microscépica en tan sélo 4 h*. Este método, sin embargo, no
se ha popularizado hasta ahora. El método de gradiente en
espiral tampoco ha alcanzado una gran implantacion en
laboratorios de microbiologia clinica, aunque si constituye
una herramienta eficaz en algunos laboratorios de
investigacion?’.

Otras técnicas fenotipicas de determinacién de la
sensibilidad incluyen:

1. Incorporacién de azul de tetrazolio o de hemolisina en el
medio de cultivo para diferenciar bacterias viables y no
viables, y favorecer la interpretacion del punto final de
crecimiento en tan sélo 4 h.
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2. Aplicacion de las técnicas de citometria de flujo?.

3. Empleo de bacteri6fagos con un gen marcador de
luciferasa que al atacar sélo las bacterias viables traducen el
crecimiento bacteriano en una sefial luminosa.

4. Medicién de los niveles de ATP como marcador del
estado metabdélico bacteriano.

5. Medicién de la cantidad de acidos micélicos en un
cultivo bacteriano empleando cromatografia liquida de alta
presion.

6. Uso de sustratos fluorescentes para medir el
crecimiento bacteriano por espectrofluorometria.

La existencia de genes de virulencia que sirven de dianas
de nuevos antimicrobianos?® exige la puesta a punto de
nuevas metodologias para el estudio de la sensibilidad in
vitro. Puesto que estos genes se expresan preferentemente in
vivo, las técnicas fenotipicas actuales basadas en el
crecimiento in vitro del microorganismo resultan, por
definicién, poco ttiles. El uso modelos con cultivos celulares
que permitan examinar la interferencia del antimicrobiano
en los procesos de adherencia, colonizacién e invasion o de
métodos moleculares son alternativas adecuadas en este
campo.

Determinacion del poder bactericida y de sinergia

La utilidad clinica del poder bactericida del suero ha
quedado claramente establecida en la endocarditis infecciosa
y se ha recomendado su determinacién para la
monitorizacién terapéutica en osteomielitis y artritis
infecciosas®. Es un método m4s til que el estudio de
sinergia para evaluar el tratamiento de pacientes
inmunodeprimidos en los que se empleen combinaciones de
antimicrobianos®. Seria conveniente estudiar la utilidad de
esta técnica en otros cuadros graves como la meningitis, o
como indicador para iniciar tratamientos orales tras el uso de
pautas parenterales. La estandarizacién de la prueba®!
ayudara a definir su utilidad.

Las indicaciones de los estudios de sinergia para orientar
el tratamiento en un paciente concreto son dificiles de
precisar.

El empleo de combinaciones para evitar la aparicién de
resistencias es una practica bien fundamentada en la
tuberculosis, pero en otros muchos casos (combinaciones de
betalactamicos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos en
infecciones por gramnegativos) pueden encontrarse en la
literatura tanto datos a favor de su uso como en contra del
mismo.

La apariciéon de antimicrobianos con muy amplio espectro
ha limitado las indicaciones para aumentar el espectro de
tratamiento. Hay también contadas circunstancias en las
que es conveniente combinar antimicrobianos para
disminuir su efecto toxico, y en este caso no hay necesidad
clara de evaluar previamente la combinacion in vitro.

Finalmente, aunque existen indicaciones del uso de
combinaciones para favorecer la accién bactericida, no se
requiere estudiar in vitro la propia combinacién, sino los
mecanismos de resistencia de la cepa evaluada (la resistencia
de alto nivel a aminoglucésidos en Enterococcus elimina su
accion sinérgica con antimicrobianos activos a nivel de la
pared).

Persisten importantes limitaciones en la obtenciéon de una
correlacion clinica de los resultados de los estudios de
sinergia por la técnicas del tablero de ajedrez y de las curvas

68  Enferm Infecc Microbiol Clin 2003;21(Supl. 2):64-71

de muerte. Aunque la primera técnica es mas facil de
realizar (especialmente en su forma miniaturizada), los
resultados de ambas técnicas no tienen suficiente
concordancia y, en general, la técnica de las curvas de muerte
indica sinergia con mas frecuencia que la prueba del tablero
de ajedrez. Algunos autores, incluso, consideran que los
resultados de sinergia mediante el tablero de ajedrez son
muy poco utiles o, cuando menos, deben tomarse con
precaucién. Seria conveniente desarrollar un método
estandarizado y basandose en éste realizar estudios clinicos
que sustenten la utilidad real de los estudios de interaccién
de antimicrobianos para un paciente concreto.

Antibiograma directo

Los resultados de un estudio sobre datos de sensibilidad
obtenidos mediante inoculacién directa de los paneles comer-
ciales con el crecimiento bacteriano obtenido en frascos de
hemocultivos indicaron concordancias superiores al 90%, en
comparacién con los datos obtenidos tras el subcultivo del
frasco de hemocultivo®. Sin embargo, en otro estudio recien-
te en el que se inocularon directamente los paneles conven-
cionales con microorganismos crecidos directamente en
frascos de hemocultivos se obtuvieron cifras inaceptables de
error, en comparacion con los determinados mediante un
método estandarizado®. También se han publicado diversos
estudios sobre antibiograma directo de orina, aunque en este
caso se hace necesario estudiar cultivos monomicrobianos, y
debe tenerse en cuenta la posible interferencia de los antimi-
crobianos que estén presentes en la propia muestra de orina.

Lectura interpretada del antibiograma
y sistemas expertos

El antecedente mas significativo de la lectura interpretada
del antibiograma es considerar que las cepas de S. aureus
resistentes a meticilina por produccién de PBP2a son
resistentes a todos los betalactdmicos. Mas recientemente el
NCCLS ha aceptado que las cepas de E. coli y K. pneumoniae
productoras de betalactamasa de espectro extendido deben
considerarse resistentes a penicilinas, cefalosporinas y
monobactamas, con independencia del valor de su CIM.

En 1992 se introdujo formalmente el concepto de lectura
interpretada del antibiograma®, y desde entonces en muchos
laboratorios clinicos el anélisis del antibiograma se realiza
observando el fenotipo de resistencia del microorganismo,
infiriendo a partir del mismo los mecanismos de resistencia
subyacentes y definiendo en funcién de estos las categorias
de sensible, intermedio y resistente®. La interpretacién debe
realizarse en funcién de la identificacién, porque la mayoria
de las especies presentan fenotipos de resistencia basal o
adquirida que difieren de otros microorganismos filogené-
ticamente préximos.

La lectura interpretada del antibiograma exige la labor
activa del microbidlogo, quien no sélo debe elaborar informes
clinicos, sino que debe mantener una actitud alerta para
(una vez descartados los errores metodolégicos) detectar la
aparicién de patrones de resistencia poco frecuentes o
“imposibles”.

Uno de los tltimos logros en el drea de interpretacién del
antibiograma ha sido el uso de programas informaticos
(sistemas expertos) que facilitan la interpretacion clinica de
los resultados obtenidos. Estos sistemas expertos pueden
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TABLA 2. Principales caracteristicas de varios programas de vigilancia de sensibilidad a los antimicrobianos

Caracteristica ICARE ISGAR EARSS STRAMA MYSTIC SENTRY
Estudio longitudinal No Si Si Si No Si
Patrocinio comercial Si Si No Si Si Si
Laboratorio central Si No Si Si [Si]* Si
Método estandarizado Si Si Si Si Si Si
Datos cuantitativos de actividad No Si Si No Si Si
Estudio de mecanismos de resistencia No No No No Si Si
Tipo de muestra especificado Si Si Si Si Si Si
Area clinica especificada Si Si Si Si Si Si
Informe anual a usuarios No No Si No Si Si
Publicacién anual de resultados No Si No No Si Si

*Centros de Estados Unidos.
Basada en Masterton®’.

TABLA 3. Resultados de la evaluacion del sistema experto VITEK 2 en un estudio multicéntrico para microorganismos con mecanismos

de resistencia conocidos®

Especie (N) dMecaimlsm(.) a Acuerdo esencial | Acuerdo parcial | Desacuerdo | No interpretable
e resistencia
Staphylococcus aureus (205) Resistencia a meticilina 205 - - -
Enterobacterias (137) BLEE 126 4 6 1
Enterobacterias (13) IRT 6 6 1 -
Bacterias gramnegativas (33) EMAG 8 21 4 -
Bacterias gramnegativas (44) FQ-R 43 - - 1
Staphylococcus (13) FQ-R 13 - - -
Enterococcus (97) Resistencia a vancomicina 96 - - 1
S. pneumoniae (74) Resistencia a penicilina 72 - 2 -
S. pneumoniae (63) erm 60 - 3 -
Cepas de coleccion (417) Varios 373 24 20 -

BLEE: betalactamasa de espectro extendido; IRT: betalactamasa tipo TEM resistente a inhibidores; EMAG: enzima modificadora de aminoglucésidos;

FQ-R: resistencia a fluoroquinolonas; erm: produccién de metilasa.

constituir una herramienta pedagoégica eficaz que permite
actualizar los conocimientos del microbi6logo clinico en el
anadlisis de los fenotipos de resistencia, pero también pueden
generar una inadecuada sensacién de fiabilidad que
comprometa la significaciéon clinica de los resultados
obtenidos.

El software de los sistemas expertos se basa, obviamente,
en los fenotipos de resistencia conocidos en el momento de su
programacion. Continuamente se estdan descubriendo nue-
vos mecanismos de resistencia y se analiza su impacto en el
riesgo de fracaso terapéutico. Los tltimos estudios, tanto en
cepas de laboratorio como de origen clinico, estan demos-
trando que la resistencia es un fenémeno multifactorial, lo
que dificulta conocer tanto la importancia individual de cada
mecanismo como su trascendencia clinica, en especial cuan-
do se trata de mecanismos de bajo nivel de resistencia. Por
otra parte, persisten importantes lagunas en el conocimien-
to de los mecanismos de resistencia, ya sea por dificultades
metodoldgicas (p. €j., estudio de las alteraciones de las pro-
teinas fijadoras de penicilina en la resistencia de los bacilos
gramnegativos) o por la ausencia de estudios clinicos que de-
muestren la trascendencia de los hallazgos microbiolégicos
(p. €., relevancia clinica de los bajos niveles de resistencia a
fluoroquinolonas).

Aunque los resultados con algunos de estos sistemas han
sido muy satisfactorios®, aun se han realizado pocas
evaluaciones sobre su fiabilidad en condiciones de trabajo
reales. En la préctica totalidad de los estudios se han
identificado areas en las que el microbidlogo clinico sigue
realizando una interpretacion clinica mas fiable que el
sistema experto (tabla 2).

Programas de vigilancia de evolucion
de las resistencias a los antimicrobianos

Existen varios programas de vigilancia de resistencia a
los antimicrobianos patrocinados por agencias de tipo
supranacional (WHONET y GSAP de la OMS, ENARE [ya
concluido] y ERAS, de la Unién Europea) nacional (ICARE,
GIPS y NARMS de EE.UU., ISGAR de Italia, STRAMA de
Suecia, etc.), o por entidades privadas (Alexander Project,
MYSTIC, SENTRY, SMART, TSN, ZAP). En la tabla 3 se
recogen las caracteristicas de algunos de estos programas.

Se estan desarrollando, basicamente, dos tipos de
programas:

1. Los que evaldan los resultados de sensibilidad de
microorganismos seleccionados, empleando para ello
métodos estandarizados (la practica totalidad de los estudios
en curso).

2. Programas de vigilancia basados en los resultados
diarios proporcionados por laboratorios de microbiologia
clinica, la mayor parte de ellos obtenidos con sistemas
comerciales de determinacion de la sensibilidad. De entre
estos programas el de mayor implantacién es la red TSN, en
la que automaticamente se vuelcan cada dia mas de
75.000 resultados procedentes de laboratorios clinicos
localizados en Estados Unidos, Canad4, Europa y Australia,
una cifra entre 40 y 1.000 veces superior a la obtenida con
otros sistemas de vigilancia basados en el estudio de cepas
clinicas en laboratorios centralizados®.
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TABLA 4. Impacto clinico y econémico del empleo de un método rapido de antibiograma junto con la emision electronica de resultados

microbioldgicos en pacientes bacteriémicos®

Método rapido Método convencional Variacién
Tiempo procesamiento (h) 39,2+ 14,0 442+ 13,0 5,2
Mortalidad 7,9+270 9,0 £ 29,0 1,7
Duracién de la estancia (dias) 10,7+ 8,5 12,6 £+ 12,1 2,0
Coste total (US$) 13.227 15.622 2.395
Coste variable (US$) 4.927 5.660 1.750

La capacidad de almacenamiento informéatico aumenta
unas 10 veces cada 3 o0 4 afios. Se estima que los sistemas
bioinformaticos actuales permiten el almacenamiento de
hasta 3-4 billones de datos, una cifra que supera con creces
los datos obtenidos en cientos de laboratorios que
determinaran cada dia las CIM de 15-20 antimicrobianos
frente a 30-50 microorganismos.

En vez de realizar estudios para cada uno de los
antimicrobianos evaluados es mas adecuado (de acuerdo con
la tendencia actual de interpretaciéon del antibiograma),
realizar andlisis porcentuales y de variaciéon temporal de
fenotipos de resistencia (S. aureus resistentes a meticilina,
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro
extendido, etc.), facilitando asi la aplicacién epidemiolégica
de estos resultados. Se han desarrollado varios sistemas
computarizados (CIDM, Germwatcher, DMZ) que permiten
evaluar los resultados del antibiograma desde el punto de
vista epidemiolégico.

Otra de las aplicaciones de la informatica para un mejor
uso de los datos microbiolégicos de sensibilidad es el
desarrollo de programas que en funcién del informe de
sensibilidad permiten identificar pacientes con tratamiento
antimicrobiano inadecuado. También estdn en desarrollo
diversos sistemas de alerta para reconocer en el momento
de su ingreso hospitalario, a los pacientes en los que
previamente se identific6 un microorganismo implicado en
brotes nosocomiales epidémicos.

Impacto de los resultados rapidos
de antibiograma

Varios trabajos realizados en torno a 1980-1981

demostraron que los resultados de las pruebas de
sensibilidad antimicrobiana no tenian una influencia
significativa en las decisiones del médico sobre la eleccién de
tratamiento antimicrobiano. En particular, si un
tratamiento iniciado antes de recibir la informacién
microbiolégica se consideraba eficaz, en pocos casos se
cambiaba a una opcién més adecuada. Otros autores han
demostrado que la informacién rapida al clinico responsable
del paciente de los informes de sensibilidad tiene un impacto
significativo en la reduccién de la morbimortalidad y en la
duracion y el coste de la estancia hospitalaria.

Hay poca informacién atin sobre la importancia del recono-
cimiento rapido de microorganismos multirresistentes impli-
cados en la aparicién de brotes epidémicos nosocomiales.

En un estudio en pacientes bacteriémicos se demostré un
ahorro significativo por paciente (158 délares de 1989)
cuando los resultados de sensibilidad se informaron al
responsable del enfermo el mismo dia en que se constato el
crecimiento en los frascos de hemocultivo en vez de cuando el
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informe se realiz6 a las 24-48 h del aislamiento®. Se ha
demostrado, igualmente, una disminucién en el uso
inadecuado de antimicrobianos, en la realizacién de técnicas
diagndsticas complementarias, y en la mortalidad en el
grupo de pacientes para los que se dispuso de antibiograma
el mismo dia que en el grupo de pacientes para los que los
resultados de sensibilidad se obtuvieron segin la
metodologia tradicional. Estos datos apoyan la utilidad del
empleo de sistemas automatizados que obtengan resultados
de antibiograma el mismo dia en que se realiza la inoculacién
de los paneles.

No sélo debe perseguirse una disminucién en el tiempo de
obtencién de resultados en el laboratorio, sino que para
incrementar el rendimiento de esta informacién es necesario
mejorar los métodos de comunicacién con el clinico, lo que,
probablemente, obligue a reestructurar a corto plazo las
rutinas de trabajo e, incluso, los horarios de actividad, del
laboratorio de microbiologia clinica. En un estudio® en el que
se combinaron un método rapido de antibiograma y el envio
inmediato de la informacién mediante un sistema
informatico adecuado, se comprobé una disminucién de la
estancia hospitalaria y en el coste variable por paciente
(tabla 4). El impacto econémico positivo de este programa
(que en conjunto se cifré en casi 5 millones de euros/afios
para el conjunto de pacientes hospitalizados) se relacioné con
un cambio hacia un tratamiento antimicrobiano més
adecuado como consecuencia de la informacién recibida por
el clinico.
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