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La resistencia a los antimicrobianos en bacterias gramnegativas de importancia clinica es un problema cre-
ciente, que en los Gltimos afios ha sobrepasado la barrera nosocomial para afectar también a pacientes no
hospitalizados. En enterobacterias, los principales aspectos de esta situacién incluyen la resistencia a p-lac-
tamicos (causada por B-lactamasas intrinsecas, B-lactamasas de espectro extendido, cefamicinasas plasmi-
dicas y carbapenemasas, en especial cuando se producen en cepas con trastornos de la permeabilidad por
alteraciones en porinas), y la resistencia a quinolonas, un problema multifactorial en el que se esta recono-
ciendo la importancia de los mecanismos mediados por plasmidos (proteinas Qnr, acetilasa, bombas de
expulsion). Varios estudios en Espafia y en otros paises indican que las cepas con estos mecanismos estan
creciendo, siendo particularmente preocupante la expansion de cepas de Escherichia coli y de otras especies
que producen B-lactamasas de espectro extendido (sobre todo de la familia CTX-M), que afectan a pacien-
tes de la comunidad. Es cada vez mas frecuente que estos mecanismos no se observen de forma aislada,
sino combinados en una misma cepa, lo que conduce a la multirresistencia. Este problema es también de
gran trascendencia clinica en diversos bacilos gramnegativos no fermentadores, incluyendo Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumannii, y en menor medida Stenotrophomonas maltophilia y algunas otras
especies. En este tltimo grupo de microorganismos la multirresistencia es consecuencia de la presencia de
mecanismos intrinsecos (produccién de distintos tipos de g-lactamasas, baja permeabilidad y expresién de
bombas de expulsion activa) y de la adquisicién de genes exdgenos. Las dificultades terapéuticas llegan a
su extremo en casos de resistencia a carbapenems (de causa multifactorial) y a polimixinas. Es necesario
desarrollar nuevos compuestos con actividad frente a bacilos gramnegativos multirresistentes que, junto
con otras medidas, ayuden a controlar la grave situacion actualmente existente.
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Resistance to antimicrobial agents in clinically relevant Gram-negative bacteria is an increasingly impor-
tant problem, which in the last few years has spread from the hospital setting to the community. In entero-
bacteria, the main features of this situation include resistance to g-lactams and quinolones. g-Lactam re-
sistance is caused by intrinsic B-lactamases, extended-spectrum B-lactamases, plasmid-mediated
cephamycinases and carbapenemses, particularly when produced in strains with decreased permeability
because of altered porin expression. Quinolone resistance is a multifactorial problem in which the impor-
tance of plasmid-mediated mechanisms (Qnr proteins, acetylase, active efflux pumps) is being recognized.
Several studies in Spain and other countries show that strains with these resistance mechanisms are being
isolated with increased frequency. Of particular concern is the spread of Escherichia coli and other species
producing extended-spectrum B-lactamases (most frequently of the CTX-M family), affecting outpatients.
Very commonly these mechanisms are simultaneously expressed within the same bacterial host, leading
to a multiresistance phenotype. This problem is also of major clinical importance in non-fermenting Gram-
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negative rods, including Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii and, to a lesser extent, Ste-
notrophomonas maltophilia and some other species. Multiresistance in non-fermenting organisms results
from the presence of intrinsic mechanisms (production of distinct B-lactamases, decreased permeability
and expression of several active efflux pumps) and from the acquisition of exogenous genes. Therapeutic
difficulties reach their maximum when bacteria express resistance to carbapenems (a multifactorial pro-
blem) or to polymyxins. New compounds with specific activity against multiresistant Gram-negative rods
should be developed, which, together with other measures, would contribute to controlling the current

serious situation.

© 2010 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La percepcién por la comunidad cientifica y por la industria far-
macéutica de la amenaza que a finales del siglo xx supusieron las
bacterias grampositivas multirresistentes, contribuyé decisivamente
al desarrollo de nuevos compuestos con actividad frente a este grupo
de microorganismos. Desgraciadamente, la introduccién de antimi-
crobianos especificamente dirigidos al tratamiento de las infecciones
causadas por bacterias gramnegativas (sobre todo las que presentan
multirresistencia) no ha seguido un desarrollo paralelo.

El papel de las bacterias gramnegativas multirresistentes como
agentes etiol6gicos de infecciones nosocomiales se ha agravado y,
con frecuencia creciente, algunos de estos agentes estin causando
infecciones en pacientes no hospitalizados. El problema tiene tam-
bién un componente geografico: diversos patdgenos con resistencia
a antimicrobianos de primera linea de bajo coste (penicilinas, cotri-
moxazol, etc.), que en nuestro entorno no suponen realmente una
grave contrariedad terapéutica, si que pueden serlo en muchos pai-
ses en desarrollo, en los que no siempre se dispone de compuestos
con mayor espectro o actividad intrinseca. Esta revision se ocupara
de los problemas de resistencia en enterobacterias y en bacilos
gramnegativos no fermentadores (BGNF) en nuestro entorno.

Resistencia a B-lactamicos en enterobacterias
Resistencia por mecanismos intrinsecos

Las enterobacterias de mayor relevancia clinica presentan resis-
tencia intrinseca a g-lactamicos en relacién, fundamentalmente, con
la produccién de distintos tipos de B-lactamasas!.

Escherichia coli posee una p-lactamasa de clase C que se produce
en baja cantidad, por lo que no compromete la actividad de la mayo-
ria de B-lactamicos. Cuando el enzima se hiperproduce puede llegar
a desarrollar niveles de resistencia a diversas penicilinas, combina-
ciones de B-lactdmicos con inhibidores de B-lactamasas y cefalospo-
rinas (incluidas las de tercera generacion si la cantidad de enzima es
suficientemente elevada). En E. coli K12 la hiperproduccién sue-
le ocurrir por mutaciones en la regién del promotor-atenuador de
bia,,>. Probablemente, dichas mutaciones también estdn implica-
das en las cepas clinicas, pero en éstas no hay una correlacion clara
entre las mutaciones observadas, la cantidad de AmpC producida y
el nivel de resistencia observado®.

Recientemente, se han descrito mutaciones en el gen estructural
bla,,, responsables de la produccién de AmpC con mayor capacidad
hidrolitica frente a p-lactamicos, y un fenotipo de resistencia a ce-
foxitina y sensibilidad a amoxicilina-clavulanico que podria estar
relacionado con alteraciones en la permeabilidad y en la expresién
de bombas de expulsién activa*,

Varias enterobacterias (Enterobacter spp., Citrobacter freundii,
Morganella morganii, Serratia marcescens, Providencia spp, etc.) po-
seen un gen tipo bla,,, que se expresa de forma basal en cantidades
relevantes. Ademas, en estos casos el gen es inducible (se produce
mayor cantidad de AmpC en presencia de B-lactamicos) y se puede

hiperexpresar por mutaciones en genes reguladores®. Esta Gltima si-
tuacion llega a ampliar el espectro de resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion (cefotaxima y ceftazidima) y, cuando se asocia a
trastornos de la permeabilidad, incluso a resistencia a cefalosporinas
de cuarta generacion y a carbapenems.

Las poblaciones bacterianas de estas especies contienen un nu-
mero bajo (en torno a 1 X 10-6) de mutantes desreprimidas. El trata-
miento con B-lactimicos con actividad frente a las bacterias que
producen una baja produccién de AmpC, pero que se hidrolizan por
altas cantidades del enzima, eliminan inicialmente la poblacién sen-
sible, pero acaban seleccionando in vivo, en el plazo de varios dias, la
poblacién desreprimida resistente, lo que conlleva el fracaso tera-
péutico. Las consecuencias en términos de morbimortalidad e incre-
mento de gasto asociado a este problema se conocen desde hace
décadas®.

Se han descrito alteraciones estructurales de AmpC responsables
del incremento de la resistencia a cefalosporinas de amplio espectro
(incluyendo cefepima). En S. marcescens la produccién de una AmpC
particular causa mayor resistencia a cefotaxima que a ceftazidima’.

B-lactamasas de espectro extendido

De entre todos los problemas actuales de (multi)resistencia en
enterobacterias, probablemente el de mayor interés es el causado
por la produccién de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Las BLEE son enzimas codificadas por genes plasmidicos que hi-
drolizan todos los B-lactimicos a excepcion de cefamicinas y carba-
penems. Se inhiben por inhibidores de B-lactamasas de serina?. Se
conocen multiples familias de BLEE, entre las que destacan, por su
importancia y frecuencia, TEM, SHV y CTX-M. Hay decenas de va-
riantes de cada una de estas familias, que pueden consultarse de for-
ma actualizada en la pagina http://www.lahey.org/Studies/. Ademas,
hay una amplisima variedad de otros grupos de BLEE, entre los que
se incluyen enzimas de tipo OXA, PER, GES, BEL, TLA, SFO, BES, IBC,
etc.

Las cefamicinas podrian representar una opcion terapéutica para
cepas con BLEE que carecen de AmpC o que expresan esta enzima a
muy bajo nivel, pero (al menos en K. pneumoniae) la cefoxitina puede
seleccionar mutantes sin porinas que serian resistentes a este com-
puesto y con resistencia aumentada a otros B-lactamicos y a otros
antimicrobianos hidroéfilos®. También, por desgracia, la coincidencia
de otros mecanismos de resistencia ocasiona que muchas cepas pro-
ductoras de BLEE sean resistentes a las combinaciones, como amoxi-
cilina-clavulanico o piperacilina-tazobactam (que serian activos por
la capacidad del inhibidor para bloquear la BLEE). Teniendo en cuen-
ta estas consideraciones microbiol6gicas, la principal opcién tera-
péutica entre los p-lactamicos para las infecciones graves producidas
por enterobacterias productoras de BLEE son los carbapenems, pero
ya se han descrito casos de cepas productoras de BLEE que (sin tener
una carbapenemsa especifica) son resistentes a carbapenems. Se
sabe que SHV-38 tiene una débil actividad carbapenemasa y produce
moderados incrementos de la concentracién minima inhibitoria
(CMI) de imipenem?™. Igualmente, la expresion de SHV-2 en cepas de
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K. pneumoniae deficientes en porinas causa una disminucién de la
sensibilidad a imipenem cuando se emplea un alto inéculo™. La pro-
duccién de diversas CTX-M en cepas que carecen de porinas también
se ha documentado recientemente como causa de resistencia a car-
bapenems, en especial a ertapenem'2'3,

La deteccion de las BLEE en el laboratorio clinico es un problema
no completamente resuelto. El Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) ha estandarizado sendos métodos de difusién y de
dilucién para su deteccién en E. coli, Klebsiella spp. y P. mirabilis, ba-
sados en el aumento de la actividad de cefotaxima/ceftazidima en
presencia de acido clavulanico. Posiblemente, esta aproximacién
también sea til para la deteccién de las BLEE en Salmonella spp., y
con variaciones (incluyendo el uso de cefepima con y sin acido cla-
vuldnico) podria aplicarse a cepas con AmpC cromosémica o con ce-
famicinasas plasmidicas (v. mas adelante). En este tGltimo caso, el uso
de medios suplementados con inhibidores de AmpC (cloxacilina a
altas concentraciones, derivados del acido borénico) también ayuda
a detectar la presencia de BLEE.

Las cepas con BLEE tienen distribucién mundial. Durante un tiem-
po el problema estuvo centrado, sobre todo, en hospitales, las espe-
cies en las que mas frecuentemente se encontraban eran E. coli y K.
pneumoniae, y los principales tipos enzimaticos pertenecian a las fa-
milias TEM y SHV. Esta situacion ha cambiado de forma drastica en
la Gltima década, en la que se han comenzado a aislar de forma cada
vez mas frecuente cepas productoras de BLEE en el medio extrahos-
pitalario™, habiéndose observado un crecimiento enorme de las B-
lactamasas de la familia CTX-M, y describiéndose, ademas, en otras
especies (P. mirabilis, Enterobacter spp., Salmonella enterica, etc.).

En la pagina web del European Antimicrobial Resistance Survei-
llance System (http://www.rivm.nl/earss/), puede encontrarse infor-
macién detallada acerca de la evolucién de la resistencia en Europa
a cefalosporinas de tercera generacién desde el afio 2001 en cepas
productoras de infecciones invasivas de E. coli y K. pneumoniae. En un
estudio multicéntrico realizado en Espafia en el afio 2000'>'¢, en el
que participaron 40 centros, la prevalencia de cepas de E. coli y de K.
pneumoniae productoras de BLEE fue del 0,5 y el 2,7%, respectiva-
mente. La mayoria de las cepas de E. coli no estaban relacionadas
clonalmente, mientras que en bastantes centros si se observé el
agrupamiento clonal de las cepas de K. pneumoniae. Las enzimas mas
frecuentemente identificadas fueron CTX-M-9, SHV-12 y CTX-M-14
en E. coli, y TEM-3 y TEM-4 en K. pneumoniae. Estos datos coinciden
en muchos aspectos con los obtenidos en otro estudio espafiol de
2004 en el que participaron 11 hospitales'. Los nuevos datos de otro
estudio similar (44 centros participantes), llevado a cabo en 2006%,
indican que el problema ha crecido considerablemente: las cepas de
E. coli BLEE(+) supusieron ya el 4,04% (rango: 0,4-20,3%) y las de K.
pneumoniae el 5,04% (rango: 0-30%). En E. coli se identificaron, sobre
todo, BLEE de las familias CTX-M (73%) y SHV (26%), con muy baja
representacién de TEM (1%). Como en el estudio anterior, SHV-12 fue
la BLEE mas frecuente del tipo SHV, pero entre las CTX-M predomi-
naron CTX-M-14 y CTX-M-15/28. También en K. pneumoniae (y a
diferencia de lo observado en 2000) predominaron las enzimas CTX-
M. Las enzimas concretas mas frecuentemente identificadas fueron
CTX-M-15 y SHV-12. El importante porcentaje de cepas de E. coli
causantes de bacteriemia que producen BLEE (cercano al 9% en el
segundo estudio multicéntrico antes indicado)™ implica la necesidad
de reconsiderar el tratamiento empirico inicial de los pacientes en
los que se sospeche una sepsis causada por esta especie.

El predominio de enzimas CTX-M, tanto en E. coli como en K.
pneumoniae, y el incremento de infecciones fuera del entorno hospi-
talario se esta observando en todo el mundo. Es interesante resaltar
también la expansion de clones concretos de ambas especies (p. €j.,
ST-131 de E. coli) que producen CTX-M-15, circunstancia descrita en
multiples paises, incluido Espafia®.

Las cepas productoras de BLEE son con frecuencia resistentes a
otros grupos de antimicrobianos, incluyendo aminoglucésidos y

fluoroquinolonas®. La resistencia a aminoglucésidos esta relaciona-
da, sobre todo, con la produccién de enzimas modificadoras de ami-
noglucésidos (EMA). La secuenciacién de integrones completos que
contienen genes que codifican BLEE (en particular CTX-M) y EMA ha
permitido comprobar, en estudios realizados en Francia y en Chile,
que los genes mas frecuentemente identificados han sido aac(6’)-Ib
y aac(3)-Ila®. La resistencia a quinolonas en cepas que producen
BLEE se explica, en parte, por mutaciones en gyrA solas o asociadas a
mutaciones en parC. Ademas, en K. pneumoniae (y presumiblemente
en otras enterobacterias) las cepas BLEE(+) acumulan trastornos de
la permeabilidad por pérdida de porinas con mas frecuencia que las
cepas BLEE(-), y cuando la pérdida de dichas porinas es completa las
cepas también hiperexpresan con frecuencia un mecanismo de ex-
pulsién activa de quinolonas?'. Finalmente, mdltiples estudios re-
cientes indican que algunas cepas BLEE(+) contienen genes de resis-
tencia a quinolonas mediados por plasmidos (v. mas adelante), que
contribuyen al fenotipo de resistencia observado.

Los principales factores de riesgo para desarrollar infecciones por
cepas BLEE(+) incluyen® gravedad de la enfermedad de base, uso de
sondas urinarias, catéteres arteriales y tubos nasogastricos, nutri-
cién parenteral, hemodialisis y uso previo de antimicrobianos, en
particular de cefalosporinas de amplio espectro y de quinolonas,
aunque algunos estudios también indican aminoglucésidos y cotri-
moxazol. Las infecciones comunitarias por E. coli productoras de
BLEE tipo CTX-M se observan con mads frecuencia en pacientes an-
cianos, con diabetes mellitus, sondados y tratados previamente con
quinolonas.

Cefamicinasas plasmidicas

Las enterobacterias que carecen de un gen cromosémico bla,,, ,
como K. pneumoniae, K. oxytoca, Salmonella y P. mirabilis, pueden ad-
quirir plasmidos que codifican una p-lactamasa de clase C (cefamici-
nasas plasmidicas)®. Sorprendentemente, dichas enzimas también
se han identificado en especies en las que ya hay un gen cromosémi-
co, como Enterobacter spp., C. freundii o E. coli. Se conocen desde
1989 e incluyen diversas familias, que pueden incluir diferentes ale-
los cada una: ACC, ACT, CMY, DHA, FOX, LAT, MIR y MOX. Las mas
frecuentes identificadas son FOX-5, CMY-2, ACT-1, AAC-1 y DHA-1.
La mayoria son constitutivas, aunque algunas de ellas son de expre-
sién inducible.

Las cefamicinasas plasmidicas causan habitualmente resistencia a
penicilinas, combinaciones de g-lactdmicos mas inhibidores de B-
lactamasa, cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacio-
nes. Los carbapenems y las cefalosporinas de cuarta generacién
(como cefepima) no son hidrolizados de forma eficiente pero si apa-
recen mutaciones adicionales que causan pérdida de porinas, altera-
ciones de proteinas que fijan penicilinas (PBP), etc., también se ob-
servara resistencia a estos p-lactdmicos. Ademas, la coexistencia en
la misma cepa de plasmidos que codifiquen una (o mas) BLEE causa-
ra resistencia a cefepima. Como en el caso de las cepas que producen
BLEE, la multirresistencia es también mas frecuente en las entero-
bacterias que producen cefamicinasas plasmidicas, por mecanismos
similares a los descritos previamente.

El incremento de la actividad de cefalosporinas de amplio espec-
tro y cefamicinas con derivados del dcido borénico o con altas con-
centraciones de cloxacilina (250-500 mg/l, ambos inhiben las enzi-
mas tipo AmpC) es muy sugestivo de la presencia de una
cefamicinasa plasmidica. Para la confirmacion de la presencia de una
enzima de este tipo se suele recurrir a la amplificacién por PCR mul-
tiplex y posterior secuenciacién®,

Los microorganismos que producen estas p-lactamasas tienen
distribucién universal, pero son menos frecuentes que los que pro-
ducen BLEE. En Espaiia también son infrecuentes, aunque en un es-
tudio reciente en Barcelona se ha observado un incremento de cepas
con estas enzimas desde el 0,06% en 1999 hasta el 1,3% en 2007%.
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Muchos de los microorganismos productores de AmpC plasmidi-
ca se han aislado en pacientes hospitalizados, sometidos a cirugia,
con situaciones de base graves (cancer, inmunosupresion, trasplante,
etc.) y que frecuentemente han sido tratados con cefamicinas o car-
bapenems.

Resistencia a carbapenems

La resistencia a carbapenems en enterobacterias puede deberse a
la produccién de carbapenemasas propiamente dichas o a la de en-
zimas que degradan o bloquean la accién de los carbapenems en
asociaciéon con otros mecanismos (fundamentalmente alteraciones
de la permeabilidad). Ya se ha comentado esta tltima opcién al ha-
blar de BLEE y de AmpC (cromos6mica/plasmidica).

Las carbapenemasas propiamente dichas a veces sélo causan in-
crementos moderados de las CMI de carbapenems, por lo que, tal
vez, su verdadera incidencia esté infravalorada.

Aunque se conocen algunas carbapenemasas de clase A codifica-
das a nivel cromosémico (Nmc-A, Sme-1, Sme-2, Sme-3 e IMI-1 en
Enterobacter cloacae o en S. marcescens), en los Gltimos afios han ad-
quirido mayor importancia las enzimas codificadas por genes plas-
midicos, especialmente las de la familia KPC y, en menor medida, las
GES. La especie en la que con mayor frecuencia se estan observando
es K. pneumoniae.

Las carbapenemasas de clase B o metalo-g-lactamasas (MBL) son
por el momento, y en la mayoria de paises incluido Espafia, menos
importantes que en P. aeruginosa u otros no fermentadores?. Las
mas frecuentes pertenecen a la familia VIM (v. mas adelante). Mu-
chos de estos aislados no son resistentes en sentido estricto (de
acuerdo a los puntos de corte del CLSI), pero cuando se usa un iné-
culo elevado (108 cfu/ml) o cuando se expresan en cepas sin porinas,
la CMI de los carbapenems alcanzan cifras de hasta > 64 mg/l.

Se han descrito cepas de K. pneumoniae que producen OXA-48,
una enzima plasmidica de clase D que hidroliza imipenem y en va-
rias cepas de P. mirabilis aisladas en Francia se ha descrito la produc-
cién de OXA-23 a partir de un gen de origen cromosémico?.

Resistencia a quinolonas mediada por plasmidos

Las tasas de resistencia a quinolonas han crecido durante las dlti-
mas 2 décadas en practicamente todo el mundo. Durante afios dicha
resistencia se ha relacionado con mutaciones cromosdmicas en ge-
nes que codifican topoisomerasas de clase Il o en los implicados en
la permeabilidad o en la expulsién activa.

La resistencia causada por plasmidos en cepas clinicas se docu-
menté en 1998 en K. pneumoniae?®. La proteina implicada (QnrA1),
perteneciente a la familia de los pentapéptidos repetidos, protege a
las topoisomerasas de clase II de la accién de las quinolonas, cau-
sando un incremento (normalmente moderado) de la resistencia,
aunque si se expresa junto con otros mecanismos la resistencia
puede sobrepasar los puntos de corte establecidos por el CLSI o el
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU-
CAST)®. QnrA1 favorece la aparicién de mutantes que por otros
mecanismos presentan alto nivel de resistencia a quinolonas. En un
modelo de neumonia en ratones, la expresién de QnrA1 se relacio-
na con el fracaso terapéutico de ciprofloxacino y de otras fluoroqui-
nolonas®,

Desde 2004 se conocen nuevas familias de proteinas Qnr (QnrB,
QnrC, QnrD, QnrS)*. Estas proteinas son mas frecuentes en entero-
bacterias, aunque también se han descrito en Aeromonas spp. Se han
descubierto variantes codificadas por genes cromosémicos de bacte-
rias gramnegativas y grampositivas. Puede encontrarse una puesta al
dia en la nomenclatura de las familias y variantes de proteinas Qnr
en http://www.lahey.org/qnrStudies/.

En 2005 se demostré la modificacién enzimatica de algunas qui-
nolonas mediante una acetiltransferasa (originalmente de aminoglu-

cdsidos) codificada por el gen plasmidico aac(6’)-Ib-cr. Mas reciente-
mente, se ha descubierto el mecanismo de expulsién activa de
algunas quinolonas por QepA (se conocen 2 variantes).

Las proteinas Qnr y la acetiltransferasa se han identificado en
practicamente todos los paises en que se han buscado, con variacio-
nes (desde menos del 1 hasta el 40% de las cepas estudiadas) en el
predominio de los distintos genes en funcion de la zona geografica,
el microorganismo considerado y en el fenotipo de resistencia de
éste3!, En Espafia, diversos estudios han documentado la presencia
de enterobacterias con genes qnrA, qnrB, qnrS y aac(6’)-1b-cr®23,
QepA parece ser, por el momento, mucho menos frecuente.

No hay marcadores fenotipicos claros para reconocer este meca-
nismo de resistencia, que puede estar presente tanto en cepas sensi-
bles como resistentes, por lo que la deteccién de los genes debe ha-
cerse por métodos moleculares. En los ultimos afios se han
observado (también en estudios espafioles)** enterobacterias que
presentan un fenotipo de sensibilidad disminuida a fluoroquinolo-
nas y sensibilidad completa a 4cido nalidixico, lo que en muchos ca-
sos se ha relacionado con la presencia de genes plasmidicos de resis-
tencia a quinolonas.

Multirresistencia en Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es uno de los paradigmas de patégeno con resisten-
cia intrinseca a multiples antimicrobianos. Esta resistencia esta cau-
sada por la produccién de una enzima AmpC inducible, una baja
permeabilidad de su membrana externa y varios sistemas de expul-
sién activa®. De estos Gltimos los mas relevantes, desde el punto de
vista de la resistencia, son MexAB-OprM y MexXY-OprM y, en menor
medida, MexCD-Opr] y MexEF-OprN. Ademas, P. aeruginosa desarro-
lla mutaciones cromosdémicas y adquiere material genético exégeno
con gran facilidad, lo que le confiere resistencia a compuestos habi-
tualmente activos.

Se han hecho notables avances en los tltimos afios en el conoci-
miento de los mecanismos de regulacién de AmpC. También recien-
temente se ha observado que las variaciones estructurales de AmpC
pueden favorecer la hidrélisis de los carbapenems, contribuyendo a
la resistencia a estos compuestos6,

Los resultados de varios estudios multinacionales indican que las
tasas de resistencia pueden variar enormemente de unos centros a
otros. En un estudio multicéntrico espafiol (1.014 cepas, 136 hospi-
tales), las tasas de resistencia fueron: piperacilina-tazobactam, 7%;
meropenem, 8%; amikacina, 9%; tobramicina, 10%; imipenem: 14%;
ceftazidima, 15%; cefepima, 17%; aztreonam y ciprofloxacino, 23%, y
gentamicina, 31%.

El mayor problema terapéutico en esta especie es la resistencia a
carbapenems. Las cepas resistentes a carbapenems del estudio mul-
ticéntrico espafiol antes indicado eran mas resistentes a otros -lac-
tamicos y a otros grupos de antimicrobianos que las sensibles, exis-
tiendo entre ellas una amplia diversidad clonal.

Hasta hace poco tiempo, la resistencia a carbapenems se ha rela-
cionado con la pérdida de la porina OprD (implicada en el transporte
de imipenem y otros carbapenems) asociada a la produccién de
AmpC (resistencia fundamentalmente a imipenem) o la expresién de
MexAB-OprM (resistencia a meropenem)?*. Algunas cepas con sensi-
bilidad disminuida a imipenem (CMI de 2 a 8 pg/ml) si expresan
OprD en mucha menor cantidad que las cepas habitualmente sensi-
bles. El tratamiento con imipenem de infecciones por P. aeruginosa
se relaciona con la seleccién in vivo, en un 15-20% de los casos, de
mutantes deficientes en OprD, lo que desemboca en un fracaso tera-
péutico. Entre 1988 y 1992 se identificaron en Japon varias cepas con
un plasmido que codifica una carbapenemasa del tipo MBL (proba-
blemente se trataba de IMP-1). Las cepas eran resistentes a imipe-
nem, pero sélo aparecian altos niveles de resistencia en cepas defi-
cientes en OprD. Tras conocerse IMP-1 se han descrito otras IMP, y
otros grupos de carbapenemasas, de los que VIM es el mas relevante.



L. Martinez-Martinez y J. Calvo / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2010;28(Supl 2):25-31 29

En Espafia se han descrito cepas que producen VIM-2 en varios hos-
pitales, aunque por el momento el nimero total de aislados es pe-
queno34,

La deteccién de carbapenemasas se puede realizar con métodos
fenotipicos o genotipicos. Los primeros son técnicas de difusién o de
dilucién en las que se demuestra un incremento de la actividad de
los carbapenems en presencia de acido clavulanico (carbapenemasas
de clase A) o de quelantes del cinc (como EDTA para MBL). La detec-
cién genotipica de los genes que codifican estas enzimas se realiza
por PCR con cebadores especificos y secuenciacion del amplicén ob-
tenido.

Muchas cepas resistentes a B-lactdmicos son también resistentes
a aminoglucésidos. Los 2 mecanismos mas importantes son la pro-
ducciéon de EMA y el sistema de expulsion activa MexXY-OprM. Las
EMA mas habituales en P. aeruginosa modifican gentamicina y/o to-
bramicina [ANT (2”)-I, AAC(3’)-II, AAC(6’)-II, y en menor medida
AAC-(3)-1 y AAC(3)-I1I]; con menor frecuencia se aislan cepas con
resistencia a amikacina [por APH(3’)-VI y AAC(6’)-1]. También es ha-
bitual que las cepas multirresistentes de P. aeruginosa sean resisten-
tes a las quinolonas, lo que depende de las ya citadas bombas de
expulsion y de alteraciones en las topoisomerasas. La tasa de resis-
tencia a quinolonas en P. aeruginosa ha aumentando en los dltimos
afios, tanto en Estados Unidos como en diversos paises europeos, in-
cluido Espafia®,

El andlisis de los factores de riesgo para la aparicién de multirre-
sistencia en P. aeruginosa es muy complejo, dada la diversidad de
mecanismos implicados y la variabilidad de las bases genéticas que
los sustentan. De forma genérica, se incluyen la gravedad de la infec-
cion, el uso de dispositivos invasivos, la hospitalizacién prolongada y
la exposicién previa a antimicrobianos, en particular g-lactadmicos y
quinolonas. Por desgracia, en muy pocos estudios se ha tenido en
cuenta la interrelacién entre actividad in vitro de los antimicrobia-
nos, mecanismos de resistencia, epidemiologia molecular y aspectos
clinicos.

Dado el creciente problema derivado de la multirresistencia en P.
aeruginosa, se ha incrementado el uso de colistina para el tratamien-
to de las infecciones causadas por estas cepas. Aunque la gran mayo-
ria de aislados clinicos son sensibles a esta polimixina, ya se han
descrito cepas resistentes, a veces epidémicas, en pacientes que ha-
bian recibido previamente colistina. Las causas de la resistencia a
colistina son mal conocidas, y se han relacionado con alteraciones en
la proteina reguladora PmrA o en la proteina de membrana externa
OprH*.

Multirresistencia en Acinetobacter baumannii

La especie de mayor importancia clinica del género Acinetobacter
es A. baumannii. Las cepas multirresistentes de esta especie se aislan
fundamentalmente en el medio hospitalario, donde constituyen un
grave problema. Su aparicion se relaciona con la resistencia intrinse-
ca del microorganismo, su facilidad para adquirir elementos méviles
con genes de resistencia y su capacidad para sobrevivir en reservo-
rios humanos y ambientales.

Los porcentajes de sensibilidad a distintos antimicrobianos en
211 aislados de A. baumannii obtenidos en un estudio espafiol del
afio 20004, en el que participaron 25 centros, fueron: polimixina B,
100%; minociclina, 66%; imipenem, 52%; rifampicina, 49%; sulbac-
tam, 47%; meropenem, 43%; amikacina, 35%; doxiciclina, 32%; tobra-
micina, 21%, y para ampicilina, piperacilina, cefazolina, cefoxitina,
ceftazidima, cefepima, gentamicina, cotrimoxazol, tetraciclina, ci-
profloxacino y gemifloxacino la sensibilidad fue inferior al 20%. El
patrén de multirresistencia mas frecuente incluia, entre otros, resis-
tencia a imipenem, sulbactam, ceftazidima, gentamicina, amikacina,
ciprofloxacino y doxiciclina.

En otros estudios, se han descrito cepas que son resistentes a co-
listina.

Se ha sugerido la utilidad de tigeciclina para el tratamiento de las
infecciones por A. baumannii. Varios estudios indican una buena ac-
tividad in vitro de este compuesto, aunque ya se han dado a conocer
cepas resistentes, en ocasiones obtenidas de pacientes que han sido
tratados con tigeciclina. La importancia clinica de la resistencia a
este compuesto en A. baumannii es un tema controvertido, pues no
hay acuerdo en los puntos de corte a usar y, ademas, dependiendo
del medio de cultivo empleado para determinar la sensibilidad (en
particular de su concentracién de manganeso) pueden obtenerse fal-
sas resistencias*.

La resistencia a B-lactaimicos se relaciona con produccién de di-
versas B-lactamasas (AmpC, oxacilinasas, carbapenemasas) asociada
a alteraciones de la produccién de porinas (CarO, proteina 33-36 kDa,
OprD-like), de PBP o de bombas de expulsién®. Estas Gltimas estan
relacionadas, a su vez, con la resistencia a aminoglucésidos y a qui-
nolonas, entre otros compuestos. La hiperproduccién de AmpC cro-
mosdmica causa resistencia a penicilinas y cefalosporinas, incluidas
las de amplio espectro, pero no parece ser un factor importante para
la resistencia a carbapenems. La hiperproduccion se relaciona con
una secuencia de insercién por delante del gen estructural ampC.
Este mismo mecanismo genético también explica la hiperexpresion
de OXA-51, una oxacilinasa intrinseca en A. baumannii®2,

Muchas cepas resistentes a carbapenems producen oxacilinasas,
enzimas que hidrolizan débilmente a los carbapenems. Practicamen-
te todas estas oxacilinasas forman parte de integrones de tipo 1, que
pueden arrastrar genes de resistencia a otras familias de antimicro-
bianos. En un trabajo en el que se evaluaron 69 cepas de A. bauman-
nii procedentes del estudio multicéntrico espafiol** se detectaron
integrones en 19 (27,5%) de las cepas, de las que 15 contenian un
alelo aadB, reconociéndose también alelos aacA y (en una cepa)
bla,, ,,*°. También se han descrito carbapenemasas tipo MBL en A.
baumannii, en particular de la familia IMP. Mas infrecuentes son las
carbapenemasas de clase A, como ARI-2 y abRC-1, de las que ain se
tiene muy poca informacion.

En cepas clinicas de A. baumannii se ha demostrado que la ausen-
cia de PBP2a se relaciona con una disminucién de la sensibilidad a
imipenem y meropenem, y la ausencia adicional de PBP2b con resis-
tencia de bajo nivel a ambos compuestos?.

Los clones multirresistentes de A. baumannii pueden hacerse en-
démicos y persistir en un centro determinado durante afios. En la
mayoria de los centros predomina un clon, con el que pueden coexis-
tir otros clones esporadicos. La diseminacién de cepas de A. bauman-
nii multirresistentes es consecuencia de la transmisién paciente a
paciente. Como en otros patégenos multirresistentes, los principales
factores de riesgo relacionados con la adquisicién de A. baumannii
incluyen una estancia hospitalaria prolongada (sobre todo en unida-
des de cuidados intensivos), empleo de maniobras invasivas, enfer-
medad de base grave y uso previo de antimicrobianos. En un estudio
de cohortes llevado cabo en Espafia?, se observé que los factores de
riesgo para la adquisicion de A. baumannii resistente a carbapenems
incluian: hospitalizacién en centros con mas de 500 camas, trata-
miento antimicrobiano previo, intervencién quirirgica previa y uso
de sonda urinaria.

Multirresistencia en Stenotrophomonas maltophilia
y otros bacilos gramnegativos no fermentadores

Practicamente todas las cepas de Stenotrophomonas maltophilia
aisladas en muestras clinicas presentan resistencia intrinseca a cefa-
losporinas de amplio espectro, carbapenems, aminoglucésidos y qui-
nolonas. Esta resistencia es multifactorial, y se relaciona con: pro-
duccién de una metaloenzima (L1) y de una B-lactamasa inhibida
por acido clavulanico (L2), baja permeabilidad de la membrana ex-
terna y expresion de bombas de expulsién activa y presencia de un
gen similar a QnrB*. Aunque muchas cepas son sensibles a cotri-
moxazol, algunos estudios han recogido cifras de resistencia a este
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compuesto que llegan a alcanzar casi el 30%. Los factores relaciona-
dos con la adquisicién de S. maltophilia son muy similares a los ob-
servados para otros bacilos gramnegativos no fermentadores.

Se han descrito también cepas multirresistentes de otras especies
de Pseudomonas (en particular P. putida), Acinetobacter spp., Burkhol-
deria spp., Flavobacterium spp., etc., pero, desgraciadamente, la infor-
macioén acerca de estos agentes en relacién con los mecanismos de
resistencia, la trascendencia clinica y los aspectos epidemiol6gicos
de las infecciones que causan sigue siendo muy limitada.
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