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Las 3 especies de bacilos gramnegativos no fermentadores mas relevantes clinicamente, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii y Stenotrophomonas maltophilia son, frecuentemente, multirresistentes. La
resistencia de P. aeruginosa a los betalactamicos depende de la produccion de betalactamasa cromosémica,
betalactamasas plasmidicas, alteraciones de la permeabilidad (pérdida de la porina OprD, relacionada con la
resistencia a carbapenémicos), y de bombas de expulsién activa, en especial MexAB-OprM. En las cepas
resistentes a aminoglucésidos, la principal causa es la producciéon de enzimas inactivantes; también esta
implicada la bomba de expulsion MexXY-OprM. La resistencia a quinolonas en P. aeruginosa se relaciona
con alteraciones de las topoisomerasas, alteraciones de las porinas y bombas de expulsion activa. La
multiresistencia de A. baumannii normalmente se asocia a la adquisicion de islas de resistencia que poseen
genes que confieren resistencia a diversas clases de agentes antibacterianos. Si bien diversas beta-lactamasas
tanto de amplio espectro como de espectro extendido han sido descritas en este microorganismo, la principal
resistencia a betalactamicos se relaciona con la hiperproduccion de la cefalosporinasa cromosémica (AmpC)
asociada a la presencia de ISAbal en el promotor del gen blagmpc. El principal mecanismo de resistencia a
carbapenémicos es la adquisicion de carbapenemasas clase B (metalo-B-lactamasas) y clase D (oxacilinasas),
sin embargo la perdida de una porina puede contribuir a modular la CIM final. La resistencia a aminoglucésidos
se ha relacionado con enzimas modificantes y la sobreexpresion de sistemas de expulsion activa (AdeABC) y la
resistencia a quinolonas con alteraciones de las dianas conjuntamente con la sobreexpresion de sistemas de
expulsion activa. S. maltophilia presenta resistencia natural a carbapenémicos y otros betalactamicos por
produccién de dos betalactamasas (L-1 y L-2). También en esta especie se han descrito enzimas modificantes
de aminoglucoésidos. A diferencia de lo observado en otros muchos organismos, la resistencia de S. maltophilia a
quinolonas se relaciona mas con bombas de expulsion que con alteraciones de la diana.

© 2010 Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Interpretive reading of the non-fermenting gram-negative bacilli antibiogram
ABSTRACT

Among non-fermenting Gram-negative rods, the most clinically important species are Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, and Stenotrophomonas maltophilia, which are frequently multiresistant. P. aeruginosa
resistance to beta-lactams depends on the production of chromosomal and plasmid-mediated beta-lactamases,
altered permeability (loss of OprD porin is related to carbapenem-resistance) and active efflux systems,
particularly MexAB-OprM. In aminoglycoside resistant strains, the main mechanism of resistance is the
production of modifying enzymes; the efflux pump MexXY-OprM is also involved. Quinolone resistance in P.
aeruginosa is related to changes in topoisomerases, altered permeability and efflux pumps. Multiresistance in A.
baumannii may be associated with the acquisition of resistant islands carrying different resistant determining
factors. Several broad- and extended-spectrum beta-lactamases have been shown in this microorganism,
however the main mechanism of resistance to betalactams is the hyperproduction of the chromosomal
cephalosporinase (AmpC) related to the presence of the ISAbal in the promoter region of this gene. The main
mechanism of resistance to carbapenems is the acquisition of carbapenemases type B (metallo-f3-lactamases) or
class D (oxacillinases), however the loss of a porin can also contribute to modulate the final MIC. The resistance to
aminoglycosides has been associated with the production of modifying enzymes or the overexpression of efflux
pump (AdeABC), whereas the resistance to quinolones is related to changes in the protein targets as well to the
overexpression of efflux pump(s). S. maltophilia show resistance to beta-lactams including carbapenems due to
the production of two beta-lactamases (L-1 and L-2). Aminoglycoside-modifying enzymes have also been
described in this species. In contrast to that observed in other organisms, S. maltophilia resistance to quinolones
has been mainly related to active efflux, rather than to targets alterations.
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Introduccion

Con el término de bacilos gramnegativos no fermentadores se
designa un grupo heterogéneo de microorganismos incapaces de
fermentar diversos hidratos de carbono, entre ellos la glucosa. La
mayoria de ellos son aerobios estrictos y abundan en reservorios
naturales como el suelo y agua, formando también parte de la
microbiota normal del hombre. Muchos de ellos se comportan
como patégenos oportunistas y pueden causar infecciones graves
en el hombre. Los mas importantes desde el punto de vista clinico
son: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii y Steno-
trophomonas maltophilia.

Muchas veces las infecciones ocasionadas por estos micro-
organismos se manifiestan en individuos hospitalizados, inmu-
nodeprimidos, portadores de material protésico o ampliamente
instrumentados y tratados con antibiéticos. La habilidad de
sobrevivir y persistir en superficies inertes probablemente
asociada a la produccién de biopelicula puede jugar un papel
importante en la capacidad de ocasionar infecciones nosocomiales
y brotes epidémicos. La existencia frecuente de multirresistencia
0 panresistencia en estos microorganismos, junto con la necesidad
de dilucidar si se trata de una infeccién o una simple colonizacion,
generan problemas y dilemas terapéuticos.

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo ubicuo, am-
pliamente distribuido en la naturaleza y responsable de diversos
tipos de infecciones. El tratamiento de estas infecciones, ya sean
de origen nosocomial o adquiridas en la comunidad, representa
un verdadero reto terapéutico. En este sentido, el tratamiento
de una infeccion grave como la bacteriemia es un claro ejemplo
de lo que comentamos, ya que la evolucion clinica favorable del
proceso esta influenciada por la correcta eleccion de la terapéutica
antimicrobiana inicial’. Esta eleccién no suele ser facil ya
que P. aeruginosa se caracteriza por expresar una resistencia
natural (intrinseca) a diversos antibioticos y por su capacidad
para desarrollar resistencia a los agentes antimicrobianos durante
el tratamiento mediante la adquisicion de genes de resistencia
situados en elementos genéticos moviles (plasmidos, integrones)
0 a través de mutaciones que alteran la expresiéon o la funcion
de mecanismos de codificacién cromosémica®>. La tarea del
laboratorio de microbiologia tampoco es sencilla. Un aspecto
clave es determinar correctamente la sensibilidad de P. aeruginosa
a los antibidticos potencialmente activos empleando las
diferentes metodologias desarrolladas para ello. En todas ellas
es basico que tengamos en cuenta que existen diversos factores
que pueden influir en el resultado final (indculo correcto,
medio de cultivo y su pH, concentracion de iones, difusion de
algunos antibidticos en el agar, temperatura y tiempo de
incubacién)®. El otro aspecto de enorme importancia es intentar
reconocer los mecanismos de resistencia de la cepa estudiada con
el empleo de antibidticos que sean buenos marcadores fenotipi-
cos. Con frecuencia es una tarea muy complicada por diversas
razones: expresion simultinea de diferentes mecanismos de
resistencia que afectan, parcial o totalmente, a los mismos
antibioticos; la eficacia variable de estos mecanismos en diferen-
tes cepas y la poca capacidad de los métodos empleados
habitualmente para detectar las resistencias de bajo nivel*°. En
los apartados que siguen a continuacién se comentaran los
mecanismos de resistencia a los antibioticos con actividad frente
a P. aeruginosa y su expresion fenotipica en la lectura del
antibiograma.

Resistencia natural

La resistencia intrinseca de P. aeruginosa a multiples anti-
bidticos sin relacion estructural se debe a varios factores: escasa
permeabilidad de la membrana externa, presencia de una
betalactamasa cromosomica inducible tipo AmpC y la expresion
constitutiva de diversos sistemas de expulsion activa, sobre todo
MexAB-OprM*57. La participacién conjunta de estos 3 factores
condiciona resistencia natural a penicilina, aminopenicilinas,
incluidas las combinadas con inhibidores de betalactamasas,
cefalosporinas de primera y segunda generacion, cefotaxima,
ceftriaxona, cefalosporinas de tercera generacion orales, cloranfe-
nicol, nitrofurantoina, sulfonamidas, trimetoprim, tetraciclina,
novobiocina y acido nalidixico.

En los bacilos gram negativos la membrana externa representa
una barrera semipermeable a la entrada de moléculas, substratos
o antibioticos. La entrada de moléculas hidrofilicas de pequefio
tamafo, como los antibidticos betalactamicos, esta restringida a
unas estructuras concretas de la membrana externa, denominadas
porinas, auténticos canales que generalmente estan rellenos de
agua. Esta limitacion es mas acusada en P. aeruginosa ya que la
permeabilidad de la membrana externa es unas 90 veces inferior a
la de E. coli®. La porina mas abundante en la membrana externa de
P. aeruginosa es OprF, pero a pesar de su elevado nimero es una
ruta poco eficiente para el paso de los antibidticos, probablemente
debido a la propia «arquitectura» de la porina®. La porina OprD
permite el paso de moléculas zwiteridnicas, como los carbape-
némicos (imipenem, meropenem, doripenem) y OprC y OprE son
porinas inducibles en anaerobiosis aunque es probable que estén
presentes en pequefias cantidades en cepas salvajes. Mutantes
triples sin oprC, oprD y oprE son sensibles a todos los antibioticos
antipseudomoénicos (excepto carbapenémicos, por la pérdida de
OprD). Otra porina, OprB, esta implicada en la entrada al interior
de la célula de carbohidratos pero no hay evidencias que participe
en la entrada de antibioticos®. El papel de la betalactamsa
cromosomica inducible AmpC y los sistemas de expulsiéon activa
en la resistencia a los antibioticos se comentara en los apartados
correspondientes del articulo.

Resistencia a antibioticos betalactamicos

El fenotipo «salvaje» o sensible de P. aeruginosa a los
antibioticos betalactamicos se caracteriza por su sensibilidad a
carboxipenicilinas (carbenicilina, ticarcilina), ureidopenicilinas
(azlocilina, piperacilina), ceftazidima, cefsulodina, cefepima, ce-
foperazona, aztreonam y carbapenémicos (imipenem, merope-
nem, doripenem). En P. aeruginosa, el mecanismo mas importante
de resistencia adquirida a los antibidticos betalactamicos se debe
a la produccion de B-lactamasas. En este microorganismo
podemos encontrar los cuatro tipos de enzimas descritos segin
la clasificacion molecular de Ambler: A, C, D (serina-B-lactamasas)
y B (metalo-B-lactamasas).

p-lactamasa AmpC

P. aeruginosa produce una B-lactamasa cromosémica inducible
de clase C (AmpC) codificada por el gen ampC® similar a la de
algunas enterobacterias (Enterobacter spp, Citrobacter freundii,
Serratia marcescens, M. morganii). En condiciones normales esta
enzima con actividad cefoslosporinasa se secreta en pequeilas
cantidades (bajo nivel de expresidon) y es la responsable de la
resistencia a aminopenicilinas y a cefalosporinas de espectro
reducido. No se inhibe con acido clavulanico, sulbactam o
tazobactam. Su produccién puede incrementarse de 100 a 1.000
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veces en presencia de antibidticos betalactamicos inductores,
como cefoxitina o imipenem, aunque es una sobreexpresion
reversible que desaparece al retirar el agente inductor. La
produccion de AmpC también aumenta cuando se producen
mutaciones cromosémicas que afectan a las proteinas involu-
cradas en su induccién, fendmeno que condiciona una expresion
constitutiva de elevado nivel'®. Sin embargo, la desrepresién de
AmpC en P. aeruginosa es un fenémeno mas complejo que el que
tiene lugar en las especies de enterobacterias que poseen esta
enzima y el fenotipo de desrepresion puede ser parcial para
evolucionar posteriormente a completo o total®. Cuando la
produccion de AmpC estd aumentada de forma significativa, P.
aeruginosa expresa resistencia a todos los antibioticos betalacta-
micos con la excepcién de los carbapenémicos. A diferencia de lo
que ocurre con los miembros de la familia Enterobacteriaceae, la
desrepresion de AmpC en P. aeruginosa también afecta a cefepima.
Aunque se pens6 que ello podria ser debido a diferencias en la
actividad hidrolitica de AmpC, los datos disponibles no apoyan
esta idea y probablemente la impermeabilidad de la membrana
externa junto con la sobrexpresion de AmpC serian los responsa-
bles de la menor actividad de cefepima®. En la tabla 1 se presentan
los diferentes fenotipos de resistencia a los antibidticos
betalactamicos segin la expresion de la B-lactamasa AmpC.

Los mecanismos que regulan la expresion de ampC son
similares a los estudiados en E. cloacae y en su induccion
participan diversos genes®. ampG codifica una proteina de
transmembrana (AmpG) que actGia como una permeasa para los
muropéptidos liberados durante el proceso de formacion de la
pared celular. Una vez en el interior de la célula estos
muropéptidos, que son considerados la molécula sefial en la
inducciéon de ampC, son modificados por otra proteina, AmpD,
producto del gen ampD, dando lugar a la formacién de péptidos
libres y acido muramico. Un tercer gen ampRr, codifica un factor de
transcripcion, AmpR, perteneciente a la familia de proteinas
reguladoras LysR. En la mayoria de cepas con desrepresion de
ampC se detectan mutaciones en el gen ampD que conducen a una
expresion disminuida o inactivacion de AmpD. En estas cepas se
afecta el procesamiento de los muropéptidos, lo que conlleva un
incremento de su cantidad en el citoplasma y permite su union a
AmpR que cambiaria su conformacion y daria lugar a un aumento
significativo de la expresion de ampC>. Se ha sugerido que un

Tabla 1
Fenotipos de resistencia a antibi6ticos betalactamicos en Pseudomonas aeruginosa.
Mecanismos de resistencia enzimaticos

Fenotipos de resistencia

TIC TCL PIP PTZ CAZ CEF ATM IMP MER Mecanismo de resistencia

S S S S S S S S} S -

r R r r r St S S Desrepresion parcial AmpC

R R R R R r/R R S S Desrepresion total AmpC

R S R S S Sfr S/r S S B-lactamasa de clase A-No
BLEE’

R S/r R Sr R R R S S B-lactamasa de clase A-
BLEE™

R S R S R R R r/R r/R  GES-2

fRR YRR S R S S S  OXA1,0XA-31

R R R R R =R fR S S  OXAs-BLEE

R R R R R R S r/R r/R Metalo-p-lactamasa”

ATM: aztreonam; CAZ: ceftazidima; CEF: cefepima; IMP: Imipenem; MER:
meropenem; PIP: piperacilina; PTZ: piperacilina/tazobactam; R: resistente; S:
sensible; r: sensibilidad disminuida; TCL: ticarcilina/ac. Clavulanico; TIC: ticarci-
lina.

" TEM 1-2, PSE-1, PSE-4, CARB-3, CARB-4.

" Derivadas de enzimas TEM y SHV, PER, VEB.

" IMP, VIM, SPM y GIM.

cuarto gen, ampE podria participar en la regulacién de AmpC pero
los datos disponibles no son concluyentes'!. Datos recientes
demuestran que en la expresion de ampC, intervienen ademas de
AmpD, 2 proteinas homologas denominadas AmpDh2 vy
AmpDh3'213, Para que se produzca una desrepresién completa
y que esta se exprese de forma constitutiva es necesario que se
produzca la deleccion combinada de los 3 genes homologos.
Finalmente, se ha sugerido que en la compleja regulacion de la
expresion de ampC probablemente intervienen otros factores
como por ejemplo la PBP4 codificada por el gen dacB'.

p-Lactamasas de clase A

Las B-lactamasas de clase A y pertenecientes al grupo funcional
2c de Bush hidrolizan la carbenicilina, ticarcilina y piperacilina. Se
inhiben con ac. clavulanico y tazobactam pero su detecci6n no
siempre es facil ya que puede interferir la induccion de la B-
lactamasa cromosémica AmpC. Se han descrito diversos enzimas
pertenecientes a este grupo: TEM 1-2, PSE-1 (CARB-2), PSE-4
(CARB-1), CARB-3, CARB-4'°. Los enzimas PSE-1, PSE-4 y CARB-3
son similares ya que solo difieren en 1 o 2 aminoacidos pero, en
cambio, solo comparten un 86,3% de homologia con CARB-416, Las
cepas con carbenicilinasas (CARB) pueden manifestar una sensi-
bilidad variable a cefepima y aztreonam pero, en ausencia de
otros mecanismos de resistencia, siempre son sensibles a
ceftazidima y carbapenémicos (tabla 1).

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) de clase A
pertenecen al grupo funcional 2b’. Su presencia es responsable de
la resistencia a carboxipenicilinas, ureidopenicilinas, ceftazidima,
cefepima, cefpiroma y aztreonam. También se inhiben con acido
clavulanico y tazobactam y su afinidad por los carbapenémicos es
baja, por lo que se mantiene la actividad de imipenem,
meropenem y doripenem (tabla 1). En P. aeruginosa, como sucede
en la familia Enterobacteriaceae, se han encontrado BLEEs
derivadas de enzimas tipo TEM (TEM-4, TEM-21, TEM-24, TEM-
42, TEM-116) y SHV (SHV-2a, SHV-5, SHV-12), pero ademas se
han descrito otros tipos: PER (PER-1), VEB (VEB-1, VEB-1a, VEB-
1b, VEB-2), GES (GES-1, GES-2, GES-5, GES-8 (IBC-2), GES-9) y BEL
(BEL-1)>'7. Los genes responsables de su sintesis estan localizados
en el cromosoma, plasmidos o integrones. El grado de hidrélisis de
ceftazidima, cefepima y aztreonam depende del tipo de enzima
que, por otra parte, se puede inhibir en mayor o menor medida
con los diferentes inhibidores de B-lactamasas. Las BLEEs tipo GES
tienen algunas caracteristicas que debemos destacar. GES-1 se
caracteriza por manifestar una actividad catalitica de bajo nivel
asi como una baja afinidad por la mayoria de los substratos's. A
diferencia de la mayoria de las BLEEs de clase A, tiene una fuerte
afinidad por la cefoxitina. GES-2, que difiere de GES-1 en una sola
mutacion, hidroliza a los carbapenémicos, por ello debe conside-
rarse como una carbapenemasa de clase A!°. La actividad
catalitica para imipenem es 100 veces mas elevada que la que
expresa GES-1, pero es mucho mas baja que la manifestada por las
metalo-fB-lactamasas de clase B.

p-lactamasas de clase D (oxacilinasas)

Las oxacilinasas (enzimas tipo OXA) son enzimas de clase D
que pertenecen al grupo funcional 2d. Representan un amplio
grupo de enzimas con un espectro hidrolitico muy desigual que
generalmente estan codificadas por genes integrados en plasmi-
dos o integrones. Una caracteristica de estas enzimas es que no se
inhiben con acido clavulanico, sulbactam o tazobactam, con la
excepcion de OXA-18, lo que dificulta su deteccion en el
laboratorio. La clasificacion de las oxacilinasas es compleja. Poirel
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et al?® acaban de publicar una revisién en la que dividen estas

enzimas segln su espectro de actividad y diversidad genética.

Las enzimas OXA clasicas (OXA-1, OXA-2, OXA-10) se caracte-
rizan por determinar resistencia a carboxipenicilinas y ureidope-
nicilinas, pero no a ceftazidima'®. En el subgrupo OXA-1 se
incluye OXA-31, que deriva de OXA-1 por la substitucion de 2
aminoacidos. Ambas tienen la capacidad de hidrolizar a cefepima
pero no a ceftazidima?®'.

Las oxacilinasas con mayor importancia clinica son las que
expresan un espectro de actividad hidrolitica extendido que
incluye cefotaxima, ceftazidima, cefepima, cefpiroma y aztreonam
aunque el grado de actividad es variable. La mayoria de estas
oxacilinasas se han encontrado en P. aeruginosa y derivan de [3-
lactamasas OXA con espectro reducido que han experimentado
una mutaciéon puntual. No obstante, también se han descrito
enzimas con escasa similitud de aminoacidos con las clasicas OXA
y que expresan el mismo espectro extendido. En general, las
derivadas de oxacilinasas clasicas afectan sobre todo la actividad
de ceftazidima (OXA-11, OXA-14, OXA-15, OXA-19, 0XA-32) con
una actividad hidrolitica variable frente a cefepima y aztreonam.
OXA-15, que deriva de OXA-2 hidroliza mas a ceftazidima que a
cefepima y aztreonam?? y en cambio, OXA-32, que también deriva
de OXA-2 hidroliza ceftazidima pero no cefotaxima y es inhibida
por cefoxitina®®. Las enzimas OXA-11, OXA-14 y OXA-19 afectan
principalmente la actividad de ceftazidima mientras que el
substrato preferido de OXA-17 es la cefotaxima. Las diferentes
variantes de OXA-10 determinan un nivel de resistencia de bajo
nivel a cefepima pero alto para ceftazidima. La enzima OXA-18
tiene un grado de similitud con el resto de OXAs segun el analisis
de los aminoacidos que la componen inferior al 50%%. Su
actividad hidrolitica se parece al de una BLEE de clase A y, a
diferencia del resto de oxacilinasas, se inhibe con acido clavula-
nico. En el afio 2003 se describié una nueva enzima parecida a
OXA-18 (66% de similitud), OXA-45%°. El perfil de los substratos
que afecta es parecido y también se inhibe con ac. clavulanico. En
la tabla 1 se incluyen algunos fenotipos de resistencia segin el
tipo de enzimas de este grupo.

Algunas oxacilinasas adquiridas tienen la capacidad de hidro-
lizar los carbapenémicos sin afectar de forma significativa a las
cefalosporinas de espectro extendido. La mayoria de estos
enzimas se han identificado en Acinetobacter spp. Sin embargo,
recientemente se ha comunicado la deteccion de OXA-40 en 2
cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos aisladas en

nuestro pais2°.

Metalo-f-lactamasas

Las carbapenemasas que necesitan la presencia de Zn?* en su
centro activo se conocen con el nombre de metalo-f-lactamasas.
Son [B-lactamasas de clase B que determinan resistencia a los
antibiéticos B-lactamicos, incluidos los carbapenémicos. Los
monobactams, como el aztreonam, no se ven afectados por la
actividad hidrolitica de estos enzimas (tabla 1). Las metalo-p-
lactamasas no se inhiben con acido clavulanico ni tazobactam y en
cambio, si son inhibidas por quelantes i6nicos divalentes como el
EDTA?’. En P. aeruginosa se han identificado cuatro tipos de
metalo-B-lactamasas: IMP, VIM, SPM y GIM. La primera carbape-
nemasa descrita en P. aeruginosa (IMP-1) se encontr6 en Japon
durante un estudio realizado con cepas aisladas en los afios 1992-
199428, El gen responsable estaba localizado en un plasmido de
gran tamaifo (36 Kb) y formaba parte de un «cassette» incluido en
un integron de clase 1 (In31). Desde entonces se han comunicado
diversas variantes del enzima IMP en diferentes paises: IMP-7,
IMP-9, IMP-13, IMP-16, IMP-18.

La carbapenemasa VIM-1 se encontr6 en una cepa de
P. aeuruginosa aislada en Italia en 19972°. Su grado de similitud
con IMP, segln el andlisis de los aminoacidos, es inferior al 30%
aunque tiene el mismo espectro de hidrélisis®®. Hasta la
actualidad se han descrito diferentes variantes de la carbapena-
masa VIM-1 (VIM-2, VIM-3, VIM-4, VIM-5, VIM-7, VIM-8, VIM-11,
VIM-13, VIM-15 y VIM-16) con un grado de similitud muy
elevado entre ellas'®. Los genes responsables forman parte de un
integron localizado en un plasmido o en el cromosoma. Las
descripciones mas frecuentes corresponden a la VIM-2, una
metalo-B-lactamasa que también se ha encontrado en nuestro
pais®®-33, En el afio 2008 se describié una nueva carbapenemasa,
VIM-13, hallada en una cepa de P. aeruginosa aislada en
Mallorca®. El gen responsable, blay;_ 13 se encontraba en un
integron de clase 1 que también contenia una nueva variante del
gen aacA4 que confiere resistencia a gentamicina y tobramicina.

En el afio 2002 se describieron dos nuevas metalo-3-lactama-
sas en Brasil y Alemania denominadas SPM-1 y GIM-13>36, La
primera de ellas, descrita recientemente en Europa’, tiene un
elevado peso molecular debido a la presencia de un bucle que
contiene 23 residuos de aminoacidos y manifiesta cierta actividad
frente a aztreonam. El gen responsable de la sintesis de GIM-1,
blagp_ ;1 se localiza en un integron de clase 1 (In77) transportado
en un plismido de 22kb y que contiene otros genes de
resistencia: aacA4, aadA1l y blaoxa _».

Alteracion de la permeabilidad (porina OprD)

La porina OprD permite la entrada al interior de P. aeruginosa
de aminoacidos, péptidos pequefios y carbapenémicos®. Como
OprD es la principal via de entrada de los carbapenémicos, la
pérdida de esta porina comporta una disminucién de la sensibi-
lidad de P. aeruginosa a estos antibiéticos’®. En comparacién con
imipenem, la entrada al interior de la célula de meropenem
parece verse menos afectada ya que en cepas sin OprD, la CIM de
imipenem tiene un valor entre 8-32 pg/ml y la de meropenem
entre 2-4pug/ml (tabla 2). Por ello se sugiri6 que meropenem
podria utilizar otras vias de entrada a través de la membrana
externa de P. aeruginosa®®. Estudios recientes realizados en
paralelo con cepas isogénicas, empleando el fenotipo salvaje y el
mutante OprD deficiente, demuestran que se produce una
disminucion de la sensibilidad a todos los carbapenémicos. Asi,
para meropenem se observa un aumento de los valores de CIM
entre 4-32 veces, para imipenem entre 4-16 veces y para
doripenem entre 8-32 veces®®. La potencia intrinseca de
meropenem y doripenem frente a P. aeruginosa es 4 veces
superior a la de imipenem. Por ello, como en las cepas sin
mutacion los valores de CIM de imipenem ya son de 1-4 pg/ml, al
producirse la pérdida de la porina OprD, la CIM de este
carbapenémico es mas elevada que la de meropenem o
doripenem.

Sistemas de expulsion activa

El andlisis del genoma de P. aeruginosa ha revelado que este
microorganismo posee diversos sistemas de expulsion activa
integrados en 5 «superfamilias», aunque predominan los que
pertenecen a la familia RND (resistance-nodulation-division)*°. Este
sistema esta integrado por 3 componentes basicos: una proteina
localizada en la membrana citoplasmatica que actia como
transportador, un segundo componente representado por una
proteina o factor de membrana externo y el sistema se completa
con una tercera proteina situada en el espacio periplasmico que
une las otras 23. Los sistemas de expulsién mas frecuentes en P.
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aeruginosa son MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN y
MexXY-OprM. Afectan en mayor o menor grado la actividad no
solo de los antibioticos betalactimicos y carbapenémicos sino
también de otros antibidticos (fluoroquinolonas, macrolidos,
tetraciclinas, cloranfenicol, lincomicina, novobiocina)*>'’. Los
sistemas MexAB-OprM y MexXY-OprM participan en los meca-
nismos de resistencia natural y adquirida a varios antibioticos
mientras que MexCD-Opr], MexEF-OprN solo actian en casos de
resistencia adquirida®>*!. En la tabla 2 se resumen los principales
fenotipos de resistencia esperados segln el sistema de expulsion
activa expresado.

La sobreproduccion de MexAB-OprM se produce por un
incremento de la transcripcion del oper6n mexAB-oprM debido a
mutaciones en el gen de localizacion cromosdémica mexR que
codifica la proteina represora MexR. Otros genes, como nalB, nalD,
nalC, también intervienen en la regulacién del operén®?. La
sobreexpresion de MexAB-OprM condiciona una disminucién de
la actividad de carboxipenicilinas, ureidopenicilinas, cefotaxima,
ceftazidima, cefepima y aztreonam. También se observa una
disminucion de la actividad de meropenem mientras que
imipenem no se afecta debido a la diferente estructura molecular
a nivel de la cadena lateral.

El operon mexCD-opr] esta gobernado negativamente por NfxB,
producto del gen nfxB. Mutantes nfxB-conducen a una hiperex-
presion de MexCD-Opr] que afecta a antibidticos betalactamicos
con una preferencia sobre las cefalosporinas de 4.° generacion
(cefepima, cefpiroma). Se han descrito 2 tipos de mutantes, Ay B,

Tabla 2
Fenotipos de resistencia a antibioticos betalactamicos en Pseudomonas aeruginosa.
Deficiencia de porinas y sistemas de expulsion activa

Fenotipos de resistencia

TIC TCL PIP PTZ CAZ CEF ATM IMP MER Mecanismo de resistencia

S S S S S S S
R R 1R r/R r/R r/R r/R
r/R /R r/R rf/fR r/R R 1/R
r/R r/R r/R r/R r/R r/R r/R
r/R rf/R r/R r/R r/R r/R r/R

Pérdida porina OprD
Sistema MexAB-OprM
Sistema MexCD-Opr]
Sistema MexEF-OprN’
Sistema MexXY-OprM

nomnunxo
"= un*- -

ATM: aztreonam; CAZ: ceftazidima; CEF: cefepima; IMP: Imipenem; MER:
meropenem; PIP: piperacilina; PTZ: piperacilina/tazobactam; R: resistente; S:
sensible; r: sensibilidad disminuida; TCL: ticarcilina/ac. Clavulanico; TIC: ticarci-
lina.

" MexEF-OprN esta regulado por el factor de transcripcién MexT, el cual
también regula negativamente la expresion de OprD, por lo que la disminucion en
la sensibilidad a carbapenémicos en este fenotipo es debido a la sobreexpresion de
MexT.

Tabla 3

con diferente nivel de produccion de MexCD-Opr] y sensibilidad a
los antibibticos>.

La expresion del operdon mexEF-oprN, a diferencia de lo que
ocurre con los comentados previamente, no esta suprimida por un
regulador negativo. MexT, producto del gen mexT y miembro de la
familia LysR de activadores, actGia regulando de forma positiva
este operon, aunque otros genes también estan implicados: mexS,
mvaT y nfxC. Las cepas que sobreexpresan mexEF-oprN se
caracterizan por expulsar fluoroquinolonas y por manifestar una
disminucion de la sensibilidad a carbapenémicos, en especial
imipenem. Esta pérdida de sensibilidad se asocia a una disminu-
cién de la porina OprD en cuya expresion participa MexT>.

El operon mexXY carece de un gen que codifica para la proteina
de membrana externa. Como contrapartida, MexXY puede
asociarse con OprM y probablemente con otras proteinas como
OpmB, OpmG, OpmH y Opml, para formar el sistema funcional
tipico de 3 proteinas. El oper6n esta regulado negativamente por
el gen mexZ, cuya mutaciéon da lugar a una sobreexpresion de
mexXY que afecta a varios antibioticos. Entre los antibioticos
betalactamicos el mas afectado es cefepima’.

Resistencia a aminoglucosidos

El mecanismo mas importante de resistencia a los aminoglu-
cosidos en P. aeruginosa es la modificacion enzimatica del
antibiotico, con la consiguiente disminucién de la afinidad del
antibidtico por la subunidad ribosémica 30S. Los enzimas
responsables estan codificados por genes de localizacion plasmi-
dica y segin el radical sobre el que actian se denominan:
fosforiltransferasas (APH), adenililtransferasas o nucleotidiltrans-
ferasas (AAD o ANT) y acetiltransferasas (AAC). En la tabla 3 se
incluyen los enzimas modificantes mas frecuentes en P.
aeruginosa y los substratos sobre los que act@ian.

La metilacion de la subunidad 16S del ARN ribosémico se debe
a la accion de un enzima localizado en un transposon insertado en
un plasmido*3. Este nuevo mecanismo de resistencia se describié
por primera vez en una cepa aislada en Japén®® y confiere
resistencia de alto nivel a amicacina, tobramicina, netilmicina y
gentamicina (tabla 3). En P. aeruginosa se han descrito 2 metilasas,
RmtA y RmtD con un grado de similitud moderado entre ellas*>.

El sistema de expulsion activa MexXY cooperando con OprM,
OpmB, OpmG 6 OpmI*’ es un mecanismo relativamente poco
frecuente de resistencia a los aminoglucosidos. Si existe un
problema de permeabilidad manifiesta con dificultad para
atravesar la membrana externa nos encontraremos con una cepa
que expresa resistencia a todos los aminoglucosidos, una

Fenotipos de resistencia a aminoglucdsidos y fluoroquinolonas en Pseudomonas aeruginosa

Fenotipos de resistencia

GM TOB NET AK CIP Mecanismo de resistencia

S S S S S -

R S S S - AAC (3)-1

R R R S - AAC (3)-11

S/r R R R - AAC (6')-1

R R R S - AAC (6)-11

R R S S - ANT (2')-1

R R R R - Metilacién ribosémica

r/R r/R r/R r/R r/R Sistema de expulsion MexXY-OprM

R R R R r/R Enzimas+sistema de expulsién+permeabilidad
- - - r/R Sistemas de expulsion MexAB-OprM, CD-Opr], EF-OprN
- - r Mutacion en gyrA

- - - - R Mutacion en gyrA+parC

AK: amikacina; CIP: ciprofloxacina; GM: gentamicina; NET: netilmicina; R: resistente; r: sensibilidad disminuida; S: sensible; TOB: tobramicina.



J. Vila, F. Marco / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2010;28(10):726-736 731

situacion mas habitual en aislados de pacientes con fibrosis
quistica?®. Es muy probable que en algunas cepas también se
produzca la suma de otros mecanismos no-enzimaticos, como la
sintesis del lipopolisacarido (LPS), tal como sugieren los estudios
de El'Garch et al*” en los que se demuestra un aumento gradual de
la resistencia a aminoglucosidos.

Resistencia a fluorquinolonas

La resistencia a fluorquinolonas en P. aeruginosa se debe sobre
todo a cambios estructurales en la diana (ADN girasa y
topoisomerasa IV) o a sistemas de expulsién activa®®, Mutaciones
puntuales en el gen gyrA localizado en el motivo QRDR
(quinolone-resistance-determining-region) da lugar a la sintesis de
una ADN girasa o topoisomerasa II con baja afinidad por las
fluoroquinolonas*®, Un {inico cambio en un aminoacido seria
responsable de un nivel de resistencia moderado mientras que
mutaciones que afectan al gen gyrA y al gen parC (subunidad A de
la topoisomerasa IV) condicionaria un elevado grado de resisten-
cia®®.

Las fluoroquinolonas penetran al interior de la bacteria a través
de porinas y por difusién a través de la membrana citoplasmatica.
Si se produce una disminuciéon en el nimero de las porinas
disminuye la acumulaciéon de la quinolonas, aunque esta situacion
no parece ser suficiente para que la bacteria manifieste resisten-
cia®l. La sobreexpresion de los 4 sistemas de expulsién activa
comentados en el apartado de los antibidticos betalactimicos
también afectan a las fluoroquinolonas*!, aunque en general
condicionan un bajo grado de resistencia. Se han encontrado otros
sistemas de expulsion activa poco frecuentes que condicionan una
disminucion de la actividad de las fluoroquinolonas: MexVW-
OprM, MexGHI-OpmD y MexPQ-OpmE>. En P. aeruginosa la
resistencia de alto nivel a las fluoroquinolonas se debe a la
participacion conjunta de los sistemas de expulsion activa y a las
mutaciones en los genes que codifican la ADN girasa y la
topoisomerasa IV>2. En la tabla 3 se han incluido los fenotipos
de resistencia a ciprofloxacina segin el mecanismo expresado.

Acinetobacter baumannii

La taxonomia del género Acinetobacter ha sufrido diversos
cambios a lo largo de la historia. Actualmente se aceptan 32
genoespecies®> definidas en base a la hibridacién ADN-ADN, de
estas, las de mayor interés como causa de enfermedad infecciosa
en el hombre son: A. calcoaceticus (genoespecie 1); A. baumannii
(genoespecie 2), Acinetobacter sp. (genoespecies 3 y 13), A.
haemolyticus (genoespecie 4), A. junii (genoespecie 5), A. lwoffii
(genoespecie 8). En diversos estudios se ha demostrado que
algunas especies son dificiles de diferenciar por pruebas fenoti-
picas. El complejo A. calcoaceticus-A. baumannii consiste en 4
genoespecies (genoespecies 1, 2, 3 y 13) genotipicamente
distintas pero fenotipicamente muy similares, por lo que se
recomienda para la especiacion utilizar una prueba genotipica
como puede ser el ARDRA (ribosomal DNA restriction analysis).

Sin duda alguna, A. baumannii es la especie aislada con mas
frecuencia y con mayor importancia clinica, ademas de ser de
manera significativa la especie mas resistente a los antibioti-
cos>*>5, mientras que A. Iwoffii, la segunda especie en frecuencia
de aislamientos, es mucho mas sensible a los agentes anti-
microbianos. Por ello, la presente revision se basa fundamental-
mente en los fenotipos de resistencia a los antimicrobianos de A.
baumannii.

La membrana externa de A. baumannii es menos permeable a
los antimicrobianos que la membrana externa de E. coli. Sato y

Nakae®® analizaron la permeabilidad de la membrana externa de
A. calcoaceticus y encontraron que el coeficiente de permeabilidad
a las cefalosporinas era de 2 a 7 veces menor que el que presenta
P. aeruginosa para los mismos betalactamicos. Por todo ello, estos
autores sugieren que una causa de la resistencia intrinseca que
presenta A. calcoaceticus a los antibidticos puede ser atribuida a la
presencia de un escaso nimero de porinas que ademas poseen un
tamafio de poro pequefio. Sin embargo, recientemente se ha
descrito que la expresion constitutiva del sistema de expulsion
activa (AdelJK) puede también contribuir a la resistencia intrin-
seca de este microorganismo a diversos agentes antibacterianos®’.
La resistencia de algunos antibacterianos especificos se puede
también explicar por la expresion de ciertas bombas de expulsion
activa, por ejemplo, la expresion de la bomba CraA que afecta al
cloranfenicol®® y que parece expresarse constitutivamente y TetA
que es una bomba adquirida que afecta tetraciclinas®®.

Resistencia a antibioticos betalactamicos

En la actualidad, A. baumannii es resistente a la mayoria de
betalactamicos, en especial penicilinas y cefalosporinas, en
particular en pacientes que se encuentran en areas de cuidados
intensivos. Asi pues, es infrecuente encontrar una cepa de este
microorganismo con un fenotipo que presente una total sensibi-
lidad a los betalactamicos (tabla 4). La resistencia a ampicilina,
carboxipenicilinas y ureidopenicilinas se ha relacionado con la
presencia de betalactamasas plasmidicas de amplio espectro
como las tipo TEM-1, TEM-2, OXA-21 y la carbenicilinasa, CARB-
550-63 Mas recientemente, se ha descrito la penicilinasa SCO-1 en
diversas especies de Acinetobacter aisladas en Argentina®.

Sin embargo, resultados recientes®>~® sugieren que la so-
breexpresion de una cefalosporinasa cromosémica tipo AmpC,
también denominada ADC (Acinetobacter derived cephalosporina-
se), es el mecanismo mas frecuente de resistencia a betalactami-
cos y genera un fenotipo de resistencia caracterizado por
resistencia a ampicilina, cefalotina, piperacilina, cefotaxima y
ceftazidima (tabla 4). Esta cefalosporinasa cromosbémica se
expresa a bajo nivel y en estos casos no confiere resistencia a
ceftazidima. Sin embargo, la sobreexpresion del gen blagmpc se
asocia a la presencia de una secuencia de insercion (ISAbal)
insertada en el promotor de dicho gen®® 7%, Esta secuencia de
insercion posee un promotor que es utilizado por la RNA
polimerasa para expresar dicha cefalosporinasa. La hiperproduc-
cion de AmpC confiere resistencia a ticarcilina, cefotaxima,
ceftazidima, cefepima y aztreonam sin afectar cefoxitina o

Tabla 4
Fenotipos de resistencia a antibidticos betalactamicos en Acinetobacter baumannii

Fenotipos de resistencia

AMP TIC PIP CTX CAZ CEF IMP Mecanismo de resistencia

S S S S S S) S -

R S S S S S S Bajo nivel de expresion de AmpC

R R R/r R R Rir S Elevado nivel de expresiéon de AmpC
R R RrR R S S BLEEs

R R S S S S R/r Carbapenemasa”

R R R R R R R Carbapenemasa+AmpC

AMP: Ampicilina; CAZ: ceftazidima; CEF: Cefepima; CTX: cefotaxima; IMP:
Imipenem; PIP: piperacilina; R: resistente; r: sensibilidad disminuida; S: sensible;
TIC: ticarcilina.

" Patrén que genera la OXA-37.

" La CIM generada por la presencia de oxacillinasas con actividad carbepe-
nemasa puede ser baja pero si concomitantemente tiene lugar una disminucion de
una porina asociada a la resistencia a carbapenémicos se observa un incremento
en la CIM.
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carbapenémicos. Diversos estudios han demostrado que de
manera general aproximadamente el 50% de los aislamientos
clinicos de A. baumannii presentan una hiperproducciéon de
AmpC®%7  La secuencia de insercién ISAbal se encuentra
aproximadamente en el 69% de los aislamientos clinicos y de
estas, en aproximadamente el 78%, la ISAbal se encuentra
insertada en la regién del promotor del gen bla,mpc, confiriendo
resistencia a ceftazidima. Las cepas resistentes a cefalosporinas de
tercera generaciéon, que no presentan una hiperproduccion de
AmpC, pueden poseer un beta-lactamasa de espectro extendido.
Diversos tipos de BLEES han sido descritas en A. baumannii, entre
estas encontramos las tipo PER (PER-1). Este tipo de beta-
lactamasa ha sido descrito en el 31% los aislamientos clinicos de
A. baumannii aislados en Turquia’'. Esta beta-lactamasa ha sido
también encontrada en otros paises como Corea del Sur, Bélgica y
Francia’?"74. La BLEE PER-2 se ha descrito en Sud-América’”. En
Espafa, una BLEE tipo oxacilinasa (OXA-37) se ha descrito en un
27% de las cepas de A. baumannii aisladas de diversos hospitales
espafioles (resultados no publicados)’®. Otras BLEEs tales como
CTX-M-2, TEM-92, SHV-5, SHV-12 y VEB-177-8! también se han
descrito en cepas concretas de A. baumannii. Esta Gltima BLEE fue
descrita en un clon de A baumannii causante de un brote
epidémico en Francia y posteriormente se encontr6 en diversos
hospitales de todo el pais y del sur de Bélgica.

Un tipo de beta-lactamasas encontrado a menudo en aisla-
mientos clinicos de A. baumannii son las carbapenemasas que
confieren resistencia a los carbapenémicos. Dos tipos de carbape-
nemasas han sido descritos hasta la actualidad en A. baumannii,
las oxacilinasas y las metalo-beta-lactamasas. La OXA-51/69 es
otra beta-lactamasa cromosbémica descrita en A. baumannii y
encontrada en todas las cepas estudiadas. Hasta la actualidad se
han encontrado 45 derivados de la 0XA-51/692°. En condiciones
normales este enzima presenta una actividad carbapenemasa
débil. Sin embargo, se ha observado que puede tener lugar una
sobreexpresion del gen blapxa_s; asociada también a la insercion
de ISAbal en el promotor de dicho gen®2. Ademis de esta
oxacilinasa cromosomica con actividad carbapenemasa A. bau-
mannii puede adquirir otras oxacilinasas con dicha actividad.
Hasta la actualidad se han descrito 3 grupos: las oxacilinasas del
grupo de la OXA-23 que incluye la 0XA-23, OXA-27 y 0XA-49; el
grupo de la OXA-24/40 que incluye ademads la OXA-25, OXA-26 y
OXA-72 y finalmente el grupo OXA-58 que incluye ademas las
0XA-96 y OXA-97. Muy recientemente se ha descrito en Brasil la
0OXA-143 que presenta un 88% de identidad de aminoécidos con la
OXA-40%°83, La distribucién geografica de estos diversos grupos
es bastante heterogénea. En Espaiia, analizando 83 aislamientos
clinicos pertenecientes a 28 clones distintos, se encontrd que el
19% poseian carbapenemasa tipo OXA-58, el 42% OXA 24/40 y el
13% poseian el elemento genético ISAbal insertado en el promotor
del gen blapxa_s1, lo que favorece la sobreexpresion de dicho gen.
En el mismo estudio no se detectaron carbapenemasas tipo OXA-
23, VIM o IMP sugiriendo una baja prevalencia de este tipo de
carbapenemasas en A. baumannii aislados en Espafia. Por regla
general, las cepas que poseen una oxacilinasa tipo 0XA24/40
presentan una CIM de imipenem > 32 mg/l, mientras que las que
poseen una OXA-58 la CIM es de 16 mg/l. Hasta la actualidad 3
grupos de metalo-beta-lactamasas han sido descritos en A.
baumannii 82, estos son: el grupo IMP, con IMP-1, -2, -4, -5, -6 y
-11; el grupo VIM, con VIM-1 y -2 y finalmente SIM-1 solo
descrita en Corea del Sur. Las variantes de IMP y VIM confieren un
elevado nivel de resistencia a carbapenémicos (CIM > 32 mg/l),
ademas confieren resistencia a todos los beta-lactamicos excepto
aztreonam, mientras que la presencia de SIM-1 genera niveles de
resistencia a imipenem entre 8-16 mg/I%4.

La expresion disminuida de 3 proteinas de membrana externa
se han descrito en aislamientos clinicos de A. baumannii

resistentes a imipenem: una proteina con un peso molecular
33-36kDa, otra, denominada CarO de 29kDa y finalmente una
proteina de 43kDa cque presenta homologia con la OprD de
P. aeruginosa®®. Finalmente, se ha descrito que la ausencia de una
PBP de 73,2kDa (PBP2a) podria relacionarse con resistencia a
imipenem y/o meropenem de bajo nivel (CIM de 4 mg/l), mientras
que la ausencia simultanea de esta PBP y otra de 70,1 kDa (PBP2b)
se asocia con niveles de resistencia mas elevada frente a ambos
compuestos (CIM de 8-32 mg/1)>%.

Resistencia a aminoglucosidos

Se han descrito en A. baumannii diversas enzimas modificantes
de los aminoglucésidos, que desempefian un papel importante en
la adquisicion de resistencia a estos antibiéticos en este micro-
organismo®%8687_ L3 correlacién entre fenotipos de resistencia a
los aminoglucésidos y enzimas modificantes se resume en la
tabla 5. La frecuente presencia de 2 o mas enzimas en una misma
cepa determina, en muchas ocasiones, patrones de resistencia
dificiles de presuponer a expensas del perfil fenotipico. Entre los
fenotipos de resistencia cabe destacar por su frecuencia el de
resistencia a todos los aminoglucésidos que puede ser debida a la
combinacion de diversas enzimas modificantes, tal vez a la
disminucioén de la acumulacién de estos antibioticos relacionada
con la sobreexpresion de un sistema de expulsion activa
codificado en el operén AdeABC®8. Higgins y colaboradores
demostraron que la sobreexpresion de AdeABC aumentaba la
CIM de netilmicina a 16 mg/I®°, por lo que si el antibiograma
presenta una CIM de netilmicina de 16 mg/l puede ser un buen
indicador de la sobreexpresion de esta bomba de expulsion activa,
mientras que si la CIM es > 32 mg/l es probablemente debido a la
expresion de un enzima modificante de aminoglucésidos.

Resistencia a quinolonas

La resistencia a quinolonas en la mayoria de bacilos gramne-
gativos se asocia con mutaciones en los genes gyrA y parC que
codifican las subunidades A de la ADN girasa y la topoisomerasa
IV, respectivamente. Ambas enzimas son las proteinas diana de las
quinolonas. Resultados preliminares®®°! sugieren que la sobreex-
presion de una o varias bombas de expulsion también podrian
desempeifiar un papel fundamental en la adquisicion de resisten-
cia a estos antimicrobianos. En un estudio multicéntrico se
encontré que de un total de 244 cepas de A. baumannii aisladas

Tabla 5
Fenotipos de resistencia a aminoglucdsidos en Acinetobacter baumannii

Fenotipos de resistencia

GM TOB NET

=
~
w
la~]

Mecanismo de resistencia

Sin EMA" o aph A1/APH (3')-1"

aac C1"7"/AAC (3)-1""

aac C2/AAC (3)-11

aac A4/AAC (6')-1

aad A1/ANT (3”) (9)

aad BJANT (2)-1

aph A6/APH (3)-VI
Enzimas+bomba de eflujo (AdeABC)

AUnITUnHLZITIN
I - e
TV n

A A 0nnmunnn
A nnxmunmunnn

AK: amikacina; GM: gentamicina; NET: netilmicina; R: resistente; S: sensible; SP:
espectinomicina; TOB: tobramicina.

" EMA, enzima modificante de aminoglucésidos.

“ Los sustratos de este enzima son kanamicina, neomicina, lividomicina y
paromomicina.

™" Gen.

""" Proteina.
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Tabla 6
Fenotipos de resistencia a quinolonas en Acinetobacter baumannii

Fenotipos de resistencia

NAL CIP LEV Mecanismo de resistencia

S S S -
R R S Mutacion en gyrA + bombas de expulsion
R R R Mutaciones en gyrA y parC + bombas de expulsion

CIP: ciprofloxacino; LEV: levofloxacino; NAL: acido nalidixico; R: resistente; S:
sensible.

en diversos hospitales espafioles solo el 18,6% eran sensibles a
ciprofloxacino. Las cepas de A. baumannii sensibles a las
quinolonas poseen un rango de CIM de ciprofloxacino (0,06-
0,5mg/l) mayor al que presentan las enterobacterias (0,007-
0,5mg/l), lo cual probablemente se debe a una permeabilidad
disminuida a las quinolonas de este microorganismo con respecto,
por ejemplo, a Escherichia coli, o bien a una expresion constitutiva
de alguna bomba de expulsién activa®°3. Debido a este nivel
basal de resistencia intrinseca, una mutacion en gyrA ya supone
una adquisicién de resistencia tanto al acido nalidixico como al
ciprofloxacino; sin embargo, las CIM de esparfloxacino y trova-
floxacino se mantienen a un nivel inferior a 2 mg/l, por lo que es
necesario una doble mutacién en los genes gyrA y parC, muchas
veces acompaiiado de una sobreexpresion de un sistema de
expulsion activa, para generar un fenotipo caracterizado por
resistencia a todas las quinolonas (tabla 6).

En los Gltimos afios se han descrito aislamientos clinicos de A.
baumannii resistentes a todos los agentes antibacterianos inclu-
yendo colistina. Recientemente, se ha descrito que la resistencia a
colistina en A. baumannii se asocia con la expresion del gen pmrA,
que codifica una proteina perteneciente a un sistema de doble
componente. La expresidon de este gen conduce a cambios en la
expresion de ciertos genes relacionados con la modificacion del
lipido A. Ademas otros mecanismos de resistencia como cambios
en la expresion de ciertas porinas como OmpW podrian contribuir
a dicha resistencia (resultados no publicados).

Stenotrophomonas maltophilia

S. maltophilia es un patégeno oportunista que si bien se
encuentra frecuentemente asociado con neumonias, sobre todo en
pacientes con fibrosis quistica, puede ocasionar una amplia
variedad de infecciones nosocomiales®®. Existen una serie de
problemas metodol6gicos asociados con la determinacion de la
sensibilidad antibiética de este microorganismo. El método de
difusion en disco no es fiable y presenta una baja reproducibi-
lidad®*. El CLSI recomienda dilucién en agar o en caldo para la
determinacion de la sensibilidad de S. maltophilia. Entre los
factores que pueden afectar la determinacion de la sensibilidad
antibiotica se encuentra que la concentracion de diversos cationes
como Zn**,Ca™ " 0o Mg" * pueden afectar las CIM de imipenem y
carboxipenicilinas y ureidopenicilinas. Otro factor es la tempera-
tura, pues se ha comprobado que este microorganismo presenta
menor sensibilidad a aminoglucésidos cuando esta se determina a
30°C%

Resistencia a antibioticos betalactamicos

La permeabilidad de la membrana externa de S. maltophilia a
los antibidticos betalactimicos podria explicar parte de la
resistencia intrinseca basal de este microorganismo a estos
antibioticos. La baja permeabilidad puede deberse al bajo niimero

de moléculas de porinas®®. Sin embargo, recientemente se han
descrito diversos sistemas o bombas de expulsion activa que
también podrian contribuir a esta resistencia intrinseca®%. Dos
betalactamasas tienen un papel importante en la resistencia de
este microorganismo a los betalactamicos (tabla 7):

1. La beta-lactamasa cromosémica L-1 es dependiente de Zn* *,
la presentan la mayoria de cepas y posee fundamentalmente
actividad penicilinasa: aunque no hidroliza el aztreonam cabe
destacar su actividad frente a imipenem y meropenem. No es
inhibida por el acido clavulanico y es sensible a la accién del
EDTA.

2. La beta-lactamasa cromosomica L-2 es una beta-lactamasa de
serina que posee actividad cefalosporinasa y ademas hidroliza
aztreonam. Esta enzima es sensible a inhibidores de betalac-
tamasas. Ambas enzimas son inducibles.

Resistencia a aminoglucosidos

Se han descrito algunas cepas de S. maltophilia que poseen
enzimas modificantes de los aminoglucésidos como acetil o O-
nucleotidiltransferasas, entre ellas la AAC(6')lz, que inactiva
tobramicina y amikacina, y se ha encontrado en un elevado
numero de cepas de S. maltophilia (tabla 8). Sin embargo, el
principal mecanismo de resistencia que explica la baja actividad
de este tipo de antibidticos frente a S. maltophilia es la
disminuciéon en la acumulacién de aminoglucésidos en el
interior de la bacteria. Esto puede ser debido a cambios en
proteinas de membrana externa o a nivel de lipopolisacirido®4.

Resistencia a quinolonas

La resistencia a quinolonas en S. maltophilia difiere de los otros
gramnegativos no fermentadores descritos en esta publicacion,
fundamentalmente en el hecho de que las mutaciones en los
genes gyrA y parC, que codifican las subunidades A de la ADN
girasa y topoisomerasa IV (proteinas diana de las quinolonas) no
parecen tener un papel importante en la adquisicion de

Tabla 7
Fenotipos de resistencia a betalactimicos en Stenotrophomonas maltophilia

Fenotipos de resistencia

AMP TCL PIP CTX IMP ATM Mecanismo de resistencia

betalactamasa L1
betalactamasa L2
betalactamasas L1+L2

A ™A n
RN
o mw»
AR AN
RO
~ "™ »nn

AMP: Ampicilina; ATM: aztreonam; CTX: cefotaxima; IMP: Imipenem; PIP:
piperacilina; R: resistente; r: sensibilidad disminuida; S: sensible; TCL: ticarcili-
na+acido clavulanico.

Tabla 8
Fenotipos de resistencia a aminoglucdsidos en Stenotrophomonas maltophilia

Fenotipos de resistencia

GM TOB AK SP Mecanismo de resistencia
S S S S -

S R R S aac A4/AAC (6')-1z

S S S R aad A1/ANT (3”) (9)

R R R S Permeabilidad

AK: amikacina; GM: gentamicina; R: resistente; S: sensible; SP: espectinomicina;
TOB: tobramicina.



734 J. Vila, F. Marco / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2010;28(10):726-736

Tabla 9
Fenotipos de resistencia a quinolonas en Stenotrophomonas maltophilia

Fenotipos de resistencia

NAL CIP LEV Mecanismo de resistencia
S S S -

S R S Bombas de expulsién ??
R R R Bombas de expulsion

CIP: ciprofloxacino; LEV: levofloxacino; NAL: acido nalidixico; R: resistente; S:
sensible.

resistencia a las quinolonas, probablemente debido a que en la
posicion equivalente a la Ser-83 de E. coli, en S. maltophilia
encontramos GIn®”°8, Recientemente, se ha descrito que en el
genoma de este microorganismo®® se encuentra un gen similar al
qnr descrito en enterobacterias y que confiere resistencia a las
quinolonas mediante proteccion de las proteinas diana. Este gen
denominado Smgnr confiere resistencia intrinseca a las quinolo-
nas en S. maltophilia'®. No es infrecuente encontrar un fenotipo
de resistencia caracterizado por sensibilidad a acido nalidixico y
resistencia a norfloxacino o ciprofloxacino (tabla 9). Aunque no se
han caracterizado sistemas de expulsion activa en S. maltophilia
que afecten norfloxacino y ciprofloxacino sin afectar al acido
nalidixico, la sobreexpresion de un sistema de expulsion activo
con este patron de especificidad podria ser la causa de este
fenotipo'®™.

Entre los agentes antimicrobianos que presentan una mayor
actividad frente a este microorganismo se encuentran el cotrimo-
xazol, que se considera el antimicrobiano de primera eleccion, asi
como la minociclina y la doxiciclina'®?.
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