EDITORIAL

Muerte bacteriana y heterorresistencia

a los antimicrobianos
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La concentracion inhibitoria minima (CIM) es el para-
metro microbiol6gico més frecuentemente empleado para
evaluar la utilidad clinica de un antimicrobiano. Ello se
debe, entre otras razones, a la facilidad para estudiar en la
practica diaria decenas de microorganismos (en especial
gracias al uso de sistemas automatizados), a su estanda-
rizacién y a su razonable buena correlacién con la res-
puesta clinica. El uso alternativo de la técnica de difusién
con discos, méds barata, también remite en dltima instan-
cia a la CIM. Este valor, sin embargo, s6lo mide la capaci-
dad para frenar el crecimiento bacteriano; otros muchos
parametros de actividad antimicrobiana (concentracién
bactericida minima, sinergia determinada por curvas de
muerte, efecto postantibiético, etc.) rara vez se valoran en
el laboratorio de microbiologia clinica, por su complejidad
metodolégica y porque la trascendencia clinica de sus re-
sultados es, en muchos casos, desconocida.

Atun sabemos demasiado poco de las causas concretas
por las que los antimicrobianos producen la muerte de las
bacterias. Recientemente se ha observado que varios gru-
pos de antimicrobianos bactericidas (con independencia de
su mecanismo bioquimico de interaccién con la diana) es-
timulan la produccion de radicales hidroxilo, responsables
directos de la muerte bacteriana; esto no ocurre con los an-
timicrobianos bacteriostaticos!. Sin embargo, algunos an-
timicrobianos que se comportan como bacteriostaticos
para un microorganismo son bactericidas para otros, o in-
cluso para diferentes cepas de una misma especie. En el
fondo, la definicién de bactericida tiene unos componen-
tes de indefinicién y, hasta cierto punto, de arbitrariedad,
que son reflejo de las limitaciones conceptuales y técnicas
existentes cuando se acufi6 el término: se acepta que un
antimicrobiano es bactericida cuando es capaz de matar al
menos el 99,9% (99,99% para otros autores) del in6culo
inicial?2. Muchos agentes tradicionalmente considerados
bacteriostaticos matan (sobre todo en altas concentracio-
nes) una parte significativa de la poblacién bacteriana,
aunque no se alcance la cifra de referencia del 99,9%. Asi
pues, se acepta implicitamente que cuando la poblacién
bacteriana se expone a un antimicrobiano (considerado)
letal, al menos 1 de cada 1.000 microorganismos puede
sobrevivir y, por tanto, que las poblaciones pueden conte-
ner individuos que responden de forma diferente a la ac-
cién letal del compuesto. Si se emplea un inéculo suficien-
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temente alto, también lo sera el nimero absoluto de bac-
terias que tedricamente puedan sobrevivir: para
107 ufe/ml, un compuesto bactericida permitiria que si-
guieran viables 10* bacterias, etc., y para 10° ufc/ml esta
cifra alcanzaria los 10® microorganismos (jmé4s del inéculo
habitual en las pruebas estandarizadas para calcular la
CIM!). Para mayor complejidad, el recuento de bacterias
supervivientes suele realizarse a las 24-48 h, pero se sabe
que algunas de las bacterias que no han crecido en ese
tiempo pueden acabar haciéndolo si la incubacién se pro-
longa varios dias mas?3. Otras variables como el uso de
inéculos en fase estacionaria, el empleo de medios pobres
en nutrientes, las variaciones de pH y de temperatura,
etc., también pueden influir en la capacidad bactericida de
los antimicrobianos. Hay muy pocos estudios sistematicos
en los que se haya evaluado la importancia de estos facto-
res, y hasta qué punto deberian considerarse a la hora de
establecer el caracter bactericida de un antimicrobiano.

Todos estos hechos remiten, de alguna forma, al fené-
meno de la heterorresistencia. Aunque para este término
no existe una definicién precisa que pueda aplicarse glo-
balmente a todos los microorganismos, habitualmente se
emplea para referirse a las poblaciones que contienen una
mayoria de bacterias inhibidas en concentraciones por de-
bajo del punto de corte de sensibilidad, junto con otro pe-
quenio nimero de microorganismos (en torno a uno por
cada 103-107) que son resistentes*®. Un aspecto relevante
en esta definicion es que las variaciones al establecer el
punto de corte de sensibilidad podrian influir en la defini-
cién de una cepa como heterorresistente.

La heterorresistencia se ha descrito en Staphylococcus
aureus y Staphylococcus coagulasa negativa (en particular
en cepas resistentes a meticilina, en cepas intermedias y re-
sistentes a glucopéptidos y més recientemente en relacién
con daptomicina)®1°, Enterococcus faecium (glucopépti-
dos!), Streptococcus pneumoniae (penicilina'?), Acinetobac-
ter baumannii (carbapenemes, polimixinas, ete.'316), Helico-
bacter pylori (metronidazol, claritromicina, etec.!718),
Mycobacterium tuberculosis (etambutol'®) e incluso en el
hongo Cryptococcus neoformans (fluconazol?).

No existe un método estandarizado para la deteccién de
heterorresistencia en el laboratorio y hay muy poca infor-
macién sobre las variables técnicas que influyen en dicha
deteccion. Se han empleado tanto métodos complejos y la-
boriosos (como el andlisis del perfil de la poblacién, popu-
lation analysis profile, PAP?!) como métodos de facil reali-
zacién, en particular la observacién de colonias en los
halos de inhibicién con discos o —mds caro— con tiras de
E-test. En este nimero de EIMC, Ferndndez-Cuenca et
al?? utilizan precisamente esta ultima opcién para definir
cepas de A. baumannii heterorresistentes a carbapene-
mes, y para evaluar el impacto de este fenémeno en la de-

Enferm Infecc Microbiol Clin 2008;26(8):481-4 481



Martinez-Martinez L. Muerte bacteriana y heterorresistencia a los antimicrobianos

finicién de CIM por E-test o por microdilucién estandari-
zada o comercial.

En S. aureus la heterorresistencia a meticilina/oxacilina
puede detectarse mediante difusién con disco, empleando
una temperatura de incubacién de 30 °C y medios hiper-
toénicos?3, por lo que se ha recomendado el uso de agar
Mueller-Hinton suplementado con cloruro sédico (v. indi-
caciones del Clinical and Laboratory Standards Institute
[CLSI]). La fase de crecimiento y otros factores externos
(pH, luz, anaerobiosis, agentes quelantes, metales, etc.)
también afectan a la expresion de la heterorresistencia.
En esta misma especie, la deteccion de heterorresistencia
a glucopéptidos se ha basado, entre otras técnicas, en la
deteccién de colonias en placas con 6 mg/l de vancomicina
usando iné6culos elevados (10%-108 ufe/ml), o comprobando
sinergia entre aztreonam y vancomicina en placas de BHI
suplementado con este tltimo compuesto?. En S. pneumo-
niae se detecté heterorresistencia a penicilina al compro-
bar la aparicion de una zona interna de hemolisis sin cre-
cimiento microbiano visible en los halos de inhibicién con
tiras de E-test!'2. También se han evaluado otras técnicas
convencionales, como la microdiluciéon de referencia o el
uso de sistemas automaéticos comerciales de antibiograma,
aunque en relacion con esta tltima opcion se ha publica-
do que la deteccion de heterorresistencia a polimixina B en
Enterobacter cloacae no es fiable cuando se emplea el sis-
tema VITEK 225, El trabajo de Fernandez-Cuenca et al??
también sugiere que la microdilucién (estandarizada o co-
mercial) no detecta adecuadamente la presencia de pobla-
ciones heterorresistentes en A. baumannii.

;Cuadl es la causa por la que unas pocas bacterias de
toda una poblacién sobreviven en presencia de un antimi-
crobiano? Una explicacién sencilla, intuitiva, es que la po-
blaciéon contenga un pequefio nimero de mutantes resis-
tentes, con mecanismos especificos codificados por uno o
m4s genes: el antimicrobiano actuaria como agente de se-
leccion eliminando la poblacién més sensible y permitien-
do la supervivencia de la fraccion mutante. Uno de los
ejemplos clasicos de esta posibilidad es la seleccion in vitro
o durante el tratamiento de mutantes desreprimidas de
bacterias gramnegativas (algunas enterobacterias, Pseu-
domonas aeruginosa, etc.) que contienen AmpC cromosé-
mica?®. Cuando los mutantes resistentes estables se sub-
cultivan en ausencia de antimicrobiano generan una
nueva poblacién con mayor grado de resistencia que la ori-
ginal. En el caso de las fluoroquinolonas y de algunos otros
antimicrobianos se ha descrito la selecciéon de mutantes
resistentes en un rango de concentraciones (ventana de se-
leccién de mutantes) que oscila entre la CIM y la denomi-
nada concentracién preventiva de mutantes (CPM). En la
CPM ya no ocurre seleccién porque toda la poblacion es
eliminada por el antimicrobiano?’. Se desconoce si este
modelo de la CPM es aplicable al resto de los antimicro-
bianos de uso habitual.

Por otra parte, las colonias que aparecen en los halos de
inhibicion con las técnicas de difusién con disco o de difu-
sién en gradiente, o tras sembrar en medio sélido un cul-
tivo bacteriano sometido a una concentracién por encima
de la CIM, no siempre son verdaderas mutantes, en el sen-
tido que hemos definido previamente. Ya en la década de
1940 se comprobé que una pequenia proporcion de una po-
blacién de S. aureus (aproximadamente 1 de cada millén
de bacterias) podia sobrevivir a la exposicién prolongada a
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penicilina, y que eso se relacionaba con la recurrencia del
cuadro infeccioso. Sorprendentemente, los microorganis-
mos aislados de nuevo eran tan sensibles como los de la in-
feccién original y, por ello, fueron denominados “persis-
tentes” (persisters), que supuestamente representaban
células durmientes insensibles a la accién del antimicro-
biano. El fenémeno de la persistencia (diferenciado del de
la seleccién de mutantes con resistencia estable) se obser-
v6 posteriormente en diversos estudios en los que se com-
probé que en el interior de los halos de inhibicion de los
antibiogramas por difusién aparecian colonias incapaces
de mantener un grado de resistencia estable, pero que si
perpetian ese mismo fenotipo. También se ha descrito la
aparicion de persistentes en biocapas bacterianas. En
1997, Pascual et al'3, en un estudio sobre evaluacién de
métodos de antibiograma para estudiar la actividad de
carbapenemes frente a A. baumannii, observaron al usar
tiras de E-test que en 24 de 50 aislados aparecian colo-
nias en el interior de los halos de inhibicién, y que cuando
se volvia a determinar la CIM de estas colonias internas
(incluso en medio suplementado con 0,25 x CIM de imipe-
nem), la CIM volvia a ser la misma que en la poblacion ori-
ginal, y de nuevo aparecian colonias en la elipse de inhibi-
ciéon. Con posterioridad, otros autores han realizado
observaciones similares en esta misma especie!®. La he-
terorresistencia de S. pneumoniae a penicilina y la de
C. neoformans a fluconazol tampoco parece ser un fenéme-
no estable; ademas, en el caso de S. pneumoniae no guar-
da relacion con alteraciones en las proteinas fijadoras de
penicilina (que si se observa cuando se seleccionan mutan-
tes estables a este antimicrobiano).

Es posible que en una misma especie la seleccién de mu-
tantes estables o de persistentes tenga que ver tanto con la
cepa concreta como con el antimicrobiano considerados: en
el estudio ya citado, Fernandez-Cuenca et al>?> comprueban
que (al menos para una de las cepas heterorresistentes) el
subcultivo previo en medio con carbapenemes acaba selec-
cionando mutantes con la CIM superior a la de la poblacién
original (lo que no sucede cuando el subcultivo repetido se
realiza en medio sin carbapenemes), y que en cepas perte-
necientes al mismo patrén clonal unas veces presentan la
heterorresistencia descrita por los autores y otras no. En
E. cloacae las colonias del halo de inhibicién de polimixina
B son completamente resistentes a este antimicrobiano
cuando no se hace un subcultivo previo en medio sin anti-
microbiano, pero ocasiona un fenémeno similar al descrito
para A. baumannii'® cuando las colonias se subcultivan
previamente en agar sangre?®. También en A. baumannii
se ha demostrado recientemente la seleccion de mutantes
con resistencia estable a colistina (CIM de 8 mg/1)%.

Las bases biolégicas de la persistencia no se conocen
adecuadamente. Durante la década de 1980, Moyed et
al?® estudiando mutantes de E. coli que en comparacién
con su correspondiente cepa parental presentaban, en pre-
sencia de ampicilina, un incremento de unas 1.000 veces
en la tasa de aparicion de persistentes, demostraron la im-
portancia del locus hip®°, un operén con los genes hipA e
hipB relacionado con los sistemas toxina-antitoxina. Estos
sistemas estan implicados en la estabilidad de ciertos
plédsmidos, y también se han descubierto posteriormente
en el cromosoma de multiples bacterias3!. Otros estudios
han relacionado la persistencia con la respuesta al estrés
generada en ausencia de aminoacidos (stringent response),



Martinez-Martinez L. Muerte bacteriana y heterorresistencia a los antimicrobianos

en la que tiene un papel clave la “alarmona” (p)ppGpp?2.
En muchos estudios en los que se ha analizado la apari-
cién de subpoblaciones heterorresistentes se han emplea-
do inéculos iniciales elevados, pero se desconoce la posible
relacién entre heterorresistencia y el fenémeno de regula-
cién por quorum sensing®.

Tampoco se ha aclarado suficientemente, por el momen-
to, si existe una relacién entre la persistencia y la toleran-
cia (proporcién > 16-32 entre los valores de concentracién
bactericida minima y CIM de antimicrobianos habitual-
mente bactericidas) o el efecto paradéjico (un incremento
en la concentracion de un antimicrobiano maés alla de un
cierto valor ocasiona una disminucién en la tasa de morta-
lidad de la bacteria, de modo que ésta ocurre s6lo en un
rango relativamente estrecho de concentraciones).

La reciente comunicacién de Ferndandez-Cuenca et al34
en la que se relaciona la heterorresistencia de A. bauman-
nii con la presencia de la oxacilinasa OXA-58 y con ISAb3
(pero no con la enzima cromosémica intrinseca OXA-51),
arroja nuevos datos para analizar el fenémeno. OXA-58
estd codificada por un gen plasmidico, por lo que podria es-
pecularse que la heterorresistencia esté asociada no a la
propia betalactamasa o a la secuencia de insercién, sino a
algtn otro elemento (jun sistema toxina-antitoxina?) codi-
ficado por el correspondiente plasmido.

Mis all4 del interés biolégico de la heterorresistencia, y
desde un punto de vista mas practico, cabe preguntarse si
mereceria la pena evaluar este problema en el laboratorio
clinico. La respuesta seria afirmativa si existiese infor-
macién fiable sobre la importancia de la heterorresistencia
en la respuesta terapéutica de la infeccién o en su histo-
ria natural, pero ambas cuestiones, en la mayoria de los
casos no estan resueltas por el momento.

Hay pocas dudas de que en S. aureus la heterorresis-
tencia a oxacilina/meticilina es clinicamente relevante,
hasta el punto de que su demostracién desaconseja com-
pletamente el uso de betalactamicos (con algunas excep-
ciones de compuestos como ceftobiprol) para el tratamien-
to de las infecciones causadas por estas cepas. También
se han publicado varios estudios (frecuentemente retros-
pectivos y con pocos pacientes) sobre la importancia clini-
ca de las cepas de S. aureus heterorresistentes a glucopép-
tidos: en algunos de ellos se comprueba que estas cepas se
asocian con fracaso terapéutico, pero la importancia real
de esta observacion es de dificil evaluacion, tanto por la
falta de estandarizacion de los métodos microbiolégicos
para definir este fenotipo, como por el hecho de que en
otros estudios” no se llega a la misma conclusion.

Tal vez la heterorresistencia represente una via de esca-
pe natural hacia la resistencia estable a los antimicrobia-
nos, pues, conceptualmente, permite a una poblacion cre-
cer en presencia del antimicrobiano antes de que la
mayoria de sus componentes se hayan hecho resistentes
en el sentido que habitualmente damos a este ultimo tér-
mino. De hecho, algunos estudios sugieren que el uso de
antimicrobianos in vivo puede seleccionar mutantes hete-
rorresistentes que posteriormente permiten la seleccién de
una poblacién establemente resistente capaz de causar
un fracaso terapéutico. En Japon se ha descrito la apari-
cién de una cepa de S. aureus con resistencia homogénea a
vancomicina a partir de una cepa con heterorresistencia a
este compuesto®®. También se ha descrito un fenémeno si-
milar en otra cepa de E. faecium heterorresistente a van-

comicina'l, Las cepas de A. baumannii heterorresistentes
a colistina llegan a tener CIM (estables) de este compues-
to que superan los 8-16 mg/l; estas cepas se pueden selec-
cionar in vitro y se ha especulado que también se puedan
seleccionar en pacientes tratados con colistina?®. La prein-
cubacién de cepas de A. baumannii en concentraciones
crecientes de colistina enriquece la subpoblacion hetero-
rresistente, que en ocasiones acaba transformandose en
una poblacién con resistencia homogénea y estable; aun-
que el posterior subcultivo en medio sin antimicrobiano re-
duce nuevamente el tamario de la poblacién heterorresis-
tente, ésta sigue siendo mayor que la que contenia la cepa
parental de partida; como las concentraciones de colistina
que se alcanzan en suero son inferiores a las que elimi-
nan la subpoblaciéon resistente, la exposicion a estas con-
centraciones podria representar un factor de riesgo para el
enriquecimiento in vivo de la poblacion resistente, y eso a
su vez, quiz4 se relacione con el fracaso terapéutico'®. Los
aislados de A. baumannii de pacientes que han sido trata-
dos previamente con colistina presentan un mayor grado
de heterorresistencia.

También es posible que la heterorresistencia a un anti-
microbiano pueda favorecer la resistencia o incluso la he-
terorresistencia a otro: la aparicion de heterorresistencia a
vancomicina en cepas de S. aureus de varios pacientes tra-
tados con este antimicrobiano se acompanaba de la apari-
cién de heterorresistencia a daptomicina®.

No se conoce con claridad la relaciéon entre virulencia y
heterorresistencia, aunque hay algtun ejemplo al respecto:
la cepa heterorresistente a glucopéptidos A5940 de S. au-
reus ha perdido la expresién de hemolisina delta (en com-
paracioén con una cepa clonalmente relacionada y sensible
a glucopéptidos A5937). Se cree que ese hecho se relaciona
con una mutacion en el regulador agr que ocasiona una
proteina AgrA truncada. La pérdida de la funcién de esta
proteina podria estar relacionada con la tolerancia a van-
comicina y con el fracaso terapéutico de este compuesto y,
en pacientes con una infeccién crénica, con el posterior
desarrollo de mutaciones que generen un fenotipo de re-
sistencia intermedia a glucopéptidos®.

Es posible que los estudios publicados sobre heterorre-
sistencia traten en el fondo de (al menos) dos fen6menos
biolégicos diferentes, cuya interrelacién por el momento
nos resulta desconocida y cuyas implicaciones clinicas po-
drian ser diferentes. El interés biolégico y las consecuen-
cias clinicas de la heterorresistencia hacen necesario con-
tinuar los estudios sobre este tema.
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