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RESUMEN

Los B-lactamicos son los antimicrobianos mas utilizados para el tratamiento de las infecciones producidas
por enterobacterias, y el principal mecanismo de resistencia frente a ellos es la produccién de B-lactamasas.
Las B-lactamasas de mayor relevancia clinica, debido a su perfil de sustrato y a sus repercusiones epidemio-
légicas, son las de espectro extendido, las de clase C y las carbapenemasas. La deteccién fenotipica de estas
B-lactamasas puede ser complicada y se basa, generalmente, en la utilizacion de inhibidores especificos y
en la demostracion de la pérdida de actividad frente a B-lactamicos indicadores. A pesar de que diferentes
comités internacionales no consideran necesaria la determinacion del mecanismo de resistencia ni la inter-
pretacion del antibiograma, son varias las voces criticas que estiman imprescindible esta deteccién y aler-
tan de la conveniencia de interpretar el antibiograma mientras no se disponga de mas datos sobre la efica-
cia clinica de los B-lactamicos en estos casos.
Por estas dificultades metodoldgicas y los constantes cambios de criterios de interpretacién, consideramos
imprescindibles las labores de docencia en este campo. En este sentido, los controles de calidad externos
son de gran relevancia para la continua actualizacién en esta area. Cualquiera de estos programas debe ir
siempre acompafiado de una revision de los resultados, de la metodologia y de las causas de los posibles
errores, para poder realizar una actividad docente completa. En el presente trabajo se repasan y contextua-
lizan todos los aspectos relacionados con la deteccion e interpretacién de estas B-lactamasas.
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Importance of quality control for the detection of g-lactam antibiotic resistance
in Enterobacteriaceae

ABSTRACT

B-lactam antimicrobial agents are frequently used to treat infections caused by Enterobacteriaceae. The
main mechanism of resistance to these antibiotics is the production of certain enzymes, collectively named
B-lactamases. Due to their substrate profile and their epidemiological implications, the most clinically
important B-lactamases are extended-spectrum B-lactamases, class C B-lactamases and carbapenemases.
Phenotypic detection of these enzymes may be complicated and is based on the use of specific inhibitors of
each B-lactamase and on the loss of activity on some B-lactam indicators. Various international committees
postulate that it is no longer necessary to interpret the susceptibility results or determine the mechanism
of resistance. Several critics disagree, however, and consider that susceptibility results should be
interpreted until more data are available on the clinical efficacy of treatment with p-lactams.
Given these methodological difficulties and constant changes in the interpretation criteria, we consider
that training and external quality controls are essential to keep updated in this field. For learning purposes,
these external quality controls should always be accompanied by a review of the results and methodology
used, and the analysis of errors. In this paper we review and contextualize all the aspects related to the
detection and interpretation of these B-lactamases.
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Introduccion

Los B-lactamicos son los antimicrobianos mads utilizados para el
tratamiento de las infecciones producidas por enterobacterias. La ac-
tividad de estos compuestos se ve comprometida por la creciente
proliferacion y diversificacion de p-lactamasas, enzimas bacterianas
con capacidad de hidrolizar y conferir resistencia a los B-lactamicos.
Las B-lactamasas se clasifican seglin su estructura molecular en 4
clases: A, B, Cy D'. También pueden clasificarse segin el patrén de
sustrato y el perfil de inhibicién? Las enzimas de las clases A, Cy D
se caracterizan por presentar una serina en su centro activo, mien-
tras que las de clase B son metaloenzimas que contienen al menos un
ién cinc en su centro activo. La clasificacién funcional basada en el
patrén de sustrato y el perfil de inhibicién divide las B-lactamasas en
3 grandes grupos y varios subgrupos, que se correlacionan con la
clasificacion molecular. El grupo 1 (clase C) incluye las cefalosporina-
sas (B-lactamasas tipo AmpC), el grupo 2 (clases A y D) incluye las
B-lactamasas de amplio espectro, las resistentes a inhibidores, las de
espectro extendido (BLEE) y las serincarbapenemasas, y el grupo 3
(clase B) las metalo-B-lactamasas.

Las B-lactamasas pueden estar codificadas por genes cromosémi-
cos propios de especie o bien adquiridos a través de elementos gené-
ticos maviles. Las BLEE, las B-lactamasas AmpCy las carbapenemasas
son las que presentan mayor relevancia clinica debido a su amplio
perfil de sustrato y a sus repercusiones clinicoepidemiolégicas. El
principal problema de las enterobacterias productoras de estas
B-lactamasas es la gran limitacion de las opciones terapéuticas dis-
ponibles. Esto es debido, sobre todo, a que en los plasmidos donde
van vehiculizados los genes codificadores de las B-lactamasas suelen
coexistir genes de resistencia a aminoglucésidos (p. ej., aac(6’)-Ib-cr
en CTX-M-15), sulfonamidas y tetraciclinas, y a que, ademas, en estas
cepas se suele asociar resistencia a quinolonas®. Otro hecho, no me-
nos importante, es que las bacteriemias ocasionadas por este tipo de
aislados se asocian a una mayor mortalidad, sobre todo en relacién
con el tratamiento inicial inadecuado®>.

Las BLEE presentan actividad sobre penicilinas, cefalosporinas de
todas las generaciones y monobactamicos. No afectan a cefamicinas
ni a carbapenémicos y, generalmente, se inhiben con acido clavula-
nico, tazobactam y sulbactam®. La mayor parte de BLEE pertenecen a
la clase A, en la que se incluyen los 3 tipos principales, TEM, SHV y
CTX-M, y otros poco frecuentes como PER, GES, VEB, BES, BEL, TLA 'y
SFO’. Las BLEE tipo TEM y SHV se empezaron a describir en los afios
ochenta y derivan de sus predecesoras TEM-1, TEM-2 y SHV-1 por
mutaciones puntuales que amplian el espectro. Las BLEE CTX-M de-
rivan de enzimas cromosémicas de Kluyvera spp. y son las que han
adquirido una mayor expansion en los dltimos afios, tanto en el am-
bito nosocomial como en la comunidads.

Las B-lactamasas AmpC se encuentran de forma natural en algu-
nas especies de enterobacterias, en las que se expresan de manera
constitutiva y a bajo nivel, como en Escherichia coli, o bien de manera
inducible, como en Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Morganella
morganii y Serratia marcescens. La expresién basal del gen ampC de E.
coli no confiere resistencia clinica debido a la existencia de un pro-
motor débil y un atenuador transcripcional mientras que en otras
enterobacterias afecta a aminopenicilinas, cefalosporinas de primera
y segunda generacion, y amoxicilina-acido clavulanico. Diversas mu-
taciones en el promotor, atenuador o en genes reguladores originan
la produccién permanente de valores elevados de B-lactamasa, con lo
que el patrén de resistencia se amplia a cefalosporinas de tercera
generacién y monobactamicos®.

Los genes que codifican las B-lactamasas AmpC cromosémicas
pueden pasar a elementos genéticos moviles y transmitirse de ma-
nera horizontal entre diferentes especies. Estas B-lactamasas conoci-
das como AmpC adquiridas o plasmidicas (AmpCp) confieren el mis-
mo patrén deresistencia que el de la hiperproduccién de p-lactamasas
AmpC cromosémicas. Se han descrito varias AmpCp, que incluyen

CMY, ACT, FOX, MOX, DHA, MIR, ACC, CFE y LAT, siendo las de la fa-
milia CMY las mas prevalentes® (http://[www.lahey.org/Studies/).

También se han descrito variantes de B-lactamasas AmpC conoci-
das como AmpC de espectro extendido, en las que mutaciones en la
proximidad del centro activo provocan que el espectro de hidrélisis
se amplie a cefalosporinas de cuarta generaciéon™.

Las carbapenemasas son las B-lactamasas con el perfil de sustrato
mas amplio, ya que abarca la mayor parte de B-lactamicos, incluidos
los carbapenémicos™*2, Se clasifican en las clases moleculares A, By
D. Entre las carbapenemasas de clase A, la descrita con mas frecuen-
cia en enterobacterias es KPC, que presenta actividad hidrolitica so-
bre todos los B-lactdmicos y es inhibida parcialmente por acido cla-
vuldnico, tazobactam y 4cido borénico. Las carbapenemasas de clase
B 0 metalo-B-lactamasas como IMP, VIM y NDM hidrolizan todos los
B-lactdmicos excepto aztreonam, y son inhibidas por quelantes me-
talicos como EDTA y acido dipicolinico. En el grupo de B-lactamasas
de clase D, la mas frecuente en enterobacterias es 0XA-48, que hidro-
liza aminopenicilinas, ureidopenicilinas y carbapenémicos a bajo
nivel, pero no afecta a cefalosporinas de amplio espectro. No se inac-
tiva con los inhibidores de B-lactamasas de uso clinico, pero si con
cloruro sédico in vitro.

Deteccion

La deteccién fenotipica de B-lactamasas comprende técnicas de
cribado y de confirmacién. Las técnicas de cribado se basan en el
estudio de la sensibilidad frente a B-lactamicos indicadores, para los
que se han establecido puntos de corte generalmente coincidentes o
cercanos a los puntos de corte epidemiolégicos que permiten definir
una disminucién de la sensibilidad. Tanto el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) como el European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing (EUCAST) coinciden en que los antibiéticos
indicadores mas idéneos son ceftazidima y cefotaxima, o ceftriaxo-
na para el cribado de BLEE y meropenem para el de carbapenema-
sas, si bien difieren en la definicién de los valores criticos'* (ta-
bla 1).

La mayor parte de las pruebas fenotipicas de confirmacién se ba-
san en la utilizacién de inhibidores especificos de cada tipo de
B-lactamasa y en la demostracién de la pérdida de actividad con
B-lactamicos indicadores. Para la deteccién de BLEE se utiliza el acido
clavulanico como inhibidor en una variedad de técnicas que incluyen
la sinergia de doble disco, los discos combinados, la difusién en gra-
diente y la microdilucién'-'8,

En el caso de la deteccién fenotipica de B-lactamasas AmpC el
CLSI no aporta ninguna recomendacién. El EUCAST ha desarrollado
una guia con recomendaciones para el cribado y para la confirmacién
tanto de B-lactamasas AmpC como BLEE y carbapenemasas™. Este
comité aconseja utilizar como cribado para la deteccién de AmpC la
reduccién de sensibilidad a cefoxitina y a alguna cefalosporina de
tercera generacion. No obstante, este método se considera poco es-
pecifico y ademds no permite detectar B-lactamasas AmpCp sensi-
bles a cefoxitina, como ACC. Para la confirmacién de AmpC pueden
usarse técnicas basadas en inhibidores similares a las descritas para
BLEE, pero en este caso utilizando cloxacilina o acido borénico y sus
derivados''>7-1%, La sensibilidad en la deteccién de B-lactamasas
AmpC puede incrementarse con la utilizacién de técnicas de difusién
con discos, ya que permiten poner de manifiesto fenémenos de si-
nergia y antagonismo que no pueden observarse con técnicas de di-
lucién. De este modo, la produccién de B-lactamasas inducibles,
como por ejemplo DHA, da lugar a un achatamiento de los halos de
cefalosporinas cercanos a inductores fuertes como cefoxitina, carba-
penémicos o acido clavulanico. Las B-lactamasas ACC no tienen acti-
vidad frente a cefoxitina y puede observarse un efecto de sinergia
entre cefoxitina y cefalosporinas de tercera generacién?. También se
ha descrito una caracteristica fenotipica altamente sugestiva de la
produccién de AmpCp, que es la presencia de colonias en el interior



32 A. Rivera et al / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2014;32(Supl 1):30-36

Tabla 1

Puntos de corte propuestos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)®
y el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)" para el
cribado de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), carbapenemasas y AmpCp

Antimicrobiano CMI (mg/1) Didmetro inhibicién (mm)
indicador (carga disco
g EUCAST/CLSI)
EUCAST CLSI EUCAST CLSI
BLEE
Cefotaxima (5/30) >1 >23b <21 <273
Ceftazidima (10/30) >1 > 220 <22 <22
Cefpodoxima (10/10) >1 > 8 <21 <172
>2b <22b
Ceftriaxona (30/30) >1 >20 <23 <252
Aztreonam (30/30) nd >22 nd <272
Carbapenemasas
Meropenem (10/10) >0,12 >2 <25 <21
Imipenem (10/10) >1 >2 <23 Nd
Ertapenem (10/10) >0,12 >2 <25 <21
AmpCp
Cefoxitina >8 nd nd nd
Cefotaxima >1 nd nd nd
Ceftazidima >1 nd nd nd

CMI: concentraciéon minima inhibitoria; nd: no determinado.

2Puntos de corte establecidos para Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Klebsiella
oxytoca.

°Puntos de corte establecidos para Proteus mirabilis.

de los halos de inhibicién de cefalosporinas y aztreonam?'. No obs-
tante, ninguna técnica fenotipica permite distinguir las B-lactamasas
AmpCp de las cromosémicas en aislados naturalmente productores
de AmpC. Una excepcién es la presencia de antagonismo, indicativo
de una B-lactamasa inducible, en una especie como E. coli, cuya
B-lactamasa AmpC natural no es inducible.

Para la deteccién fenotipica de carbapenemasas en enterobacte-
rias se dispone de técnicas de cribado y confirmacién, si bien estas
altimas solo son aplicables a carbapenemasas de las clases A y B
15171822 1as recomendaciones para el cribado de carbapenemasas
muestran algunas diferencias entre el CLSI'y el EUCAST (tabla 1). Este
hecho refleja la dificultad en la eleccién, tanto del carbapenémico
como de los puntos de corte que proporcionen mayor sensibilidad y
especificidad. La técnica recomendada por el CLSI para la confirma-
cién de carbapenemasas es el test modificado de Hodge. Esta técnica
presenta buena sensibilidad para la deteccién de algunas carbapene-
masas, pero no esta exenta de inconvenientes como son la dificultad
en la interpretacién y la ocurrencia de resultados falsos positivos
debido a la produccién de otras B-lactamasas como AmpC o BLEE.
Ademas, no permite diferenciar la clase de carbapenemasa. También
pueden emplearse inhibidores como el acido borénico y sus deriva-
dos para la deteccién de carbapenemasas de clase A y quelantes me-
talicos como EDTA o acido dipicolinico para carbapenemasas de clase
B. Para la deteccion de carbapenemasas de clase D de tipo OXA-48 no
se han descrito inhibidores que puedan usarse en las técnicas fenoti-
picas de confirmacion. La resistencia a temocilina (CMI > 64 mg/l) y
a piperacilina-tazobactam, ademas de una sensibilidad disminuida o
resistencia a algtin carbapenémico, se ha referido como una primera
aproximacion para la identificacién de estas carbapenemasas?.

Otros métodos fenotipicos basados en la evaluacién de la hidréli-
sis de carbapenémicos incluyen el método espectofotométrico®® y
entre los propuestos recientemente se encuentra el que utiliza el
equipamiento MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionisation

time of flight)*** y el test bioquimico Carba NP?%’, que permiten la
deteccién de carbapenemasas en pocas horas.

La implementacién de técnicas genéticas para la deteccién de
B-lactamasas de forma rutinaria es dificil debido a la existencia de
complejos y muy variados patrones de resistencia. Generalmente se
realizan en situaciones concretas y consisten en la deteccién de ge-
nes de resistencia conocidos mediante técnicas basadas en la reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR). Las Gltimas aproximaciones
que han mostrado resultados prometedores son las técnicas de mi-
croarrays®?° y las de secuenciacién del genoma completo33!,

Interpretacion

En afios recientes hemos asistido a un cambio sustancial en los
criterios de interpretacién de los estudios de sensibilidad a los
B-lactdmicos en enterobacterias recomendados tanto por el CLSI
como por el EUCAST. Hasta el afio 2009, ambos comités recomenda-
ban realizar una bisqueda activa de BLEE e interpretar los resultados
del antibiograma de manera que ningtn B-lactamico considerado
sustrato de estas enzimas se informara como sensible, independien-
temente del resultado obtenido in vitro. El CLSI recomendaba inter-
pretar todas las cefalosporinas y monobactamicos como resisten-
tes®?, mientras que el EUCAST aconsejaba interpretar los resultados
sensibles como intermedios y los intermedios como resistentes®. En
2010, el CLSI eliminé dicha recomendacién y adopté puntos de corte
mas bajos de cefalosporinas y aztreonam34, Al mismo tiempo supri-
mié la necesidad de realizar cribado y confirmacién para detectar
BLEE, excepto con finalidad epidemiol6gica o para el control de la
infecci6n. El EUCAST propuso las mismas recomendaciones, pero con
puntos de corte de cefalosporinas mas bajos que los del CLSI (tabla
2)*>%, La justificacién de estos cambios se basa en variables farmaco-
cinéticas y farmacodinamicas, en la distribucién de valores de CMI y
en escasos estudios de evolucién clinica en humanos tratados con
cefalosporinas?®. Ademas, con los puntos de corte mas bajos se incre-
menta la posibilidad de informar las cefalosporinas de amplio espec-
tro resistentes en aislados productores de BLEE sin necesidad de
reinterpretar el resultado.

A pesar de la armonizacién de criterios entre el CLSI'y el EUCAST
en cuanto a informar los resultados de cefalosporinas de acuerdo a
los puntos de corte, sigue existiendo controversia acerca de si los
resultados de los estudios de sensibilidad predicen mejor la evolu-
cién clinica que el mecanismo de resistencia®, Si bien faltan estu-
dios clinicos que validen la mejor estrategia terapéutica, en el caso de
las BLEE, la combinaciéon de B-lactdimico con inhibidor de las
B-lactamasas utilizado a dosis elevadas puede ser una alternativa en
el tratamiento de infecciones urinarias no complicadas. Se considera
que la mejor opcién es amoxicilina-acido clavulanico, puesto que al-
canza una elevada concentracion en orina y se ve menos afectada por
el efecto inéculo que piperacilina-tazobactam*#2, Algunos autores
plantean la posibilidad de tratar las bacteriemias por E. coli BLEE con
cefalosporinas de tercera o cuarta generacién si la CMI esta dentro
del rango sensible, siempre que clinicamente la presentacién de la
bacteriemia no sea severa o esta no sea secundaria a una infeccién
asociada a elevada carga bacteriana®. Asimismo se refieren mejores
resultados cuando se administra un carbapenémico o la combinacién
de un B-lactdmico con un inhibidor de B-lactamasa*.

Respecto al tratamiento de las infecciones por enterobacterias
portadoras de AmpC (cromosémica o plasmidica), se ha planteado la
posibilidad de utilizar farmacos como cefepime, piperacilina-tazo-
bactam o incluso cefalosporinas de tercera generacién con el fin de
minimizar la presion selectiva generada por el uso excesivo de carba-
penémicos y quinolonas y la toxicidad de los aminoglucésidos*4244,

En el caso de las carbapenemasas, el CLSI disminuy6 los puntos de
corte de carbapenémicos en junio de 2010, siendo mas bajos que los
del EUCAST para la mayoria de carbapenémicos (tabla 2)*4>. Ambos
comités coinciden en la recomendacién de informar de acuerdo a los
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Tabla 2

Puntos de corte clinicos propuestos por el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) y el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

A) Valores de concentracion inhibitoria minima

Antimicrobiano CMI (mg/1)
EUCAST* EUCAST* CLSI*2 CLSI®
2009 2013 2009 20132
S< R> S< R> S< R2> S< R>
Cefotaxima 1 2 1 2 8 64 1 4
Ceftriaxona 1 2 1 2 8 64 1 4
Ceftazidima 1 8 1 4 8 32 4 16
Cefepime 1 8 1 4 8 32 8 32
Aztreonam 1 8 1 4 8 32 4 16
Imipenem 2 8 2 8 4 16 1 4
Meropenem 2 8 2 8 4 16 1 4
Ertapenem 0,5 1 0,5 1 2 8 0,5 2
B) Diametro de los halos de inhibicién por técnica de disco difusién
Antimicrobiano (carga Diametro de inhibicién (mm)
disco pg EUCAST/CLSI)
EUCAST* EUCAST* CLSP?? CLSI®
2009 2013 2009 20132
S> R< S> R< S> R< S> R<
Cefotaxima (5/30) 21 18 20 17 23 14 26 22
Ceftriaxona (30/30) 23 20 23 20 21 13 23 19
Ceftazidima (10/30) 20 15 22 19 18 14 21 17
Cefepime (30/30) 24 18 24 21 18 14 18 14
Aztreonam (30/30) 25 21 27 24 22 15 21 17
Imipenem (10/10) 21 15 22 16 16 13 23 19
Meropenem (10/10) 22 16 22 16 16 13 23 19
Ertapenem (10/10) 25 22 25 22 19 15 22 18

CMI: concentracién minima inhibitoria.

aEntre los afios 2009 y 2013 ha habido diversas modificaciones. La Gltima modificacién de los valores de ertapenem se realizé en la version M100-522 (2012).
Entre los afios 2009 y 2013 ha habido diversas modificaciones. La Gltima modificacion de los valores de ceftazidima se realiz6 en la version 1.2 (diciembre 2010) y la de los de

cefotaxima e imipenem en la versién 2.0 (enero 2012).

resultados de los estudios de sensibilidad. El uso de carbapenémicos
para el tratamiento de infecciones producidas por aislados producto-
res de carbapenemasas también es un tema de discusién®*“%, Las op-
ciones terapéuticas que se barajan incluyen el uso combinado de
carbapenémicos y otros agentes como tigeciclina, colistina, doxicicli-
na, rifampicina, fosfomicina, aminoglucésidos y fluoroquinolonas
con mayor o menor éxito. Se ha propuesto incluso la combinacién de
2 carbapenémicos, ertapenem y doripenem, intentando que el pri-
mero actlie de inhibidor suicida en el caso de la presencia de la car-
bapenemasa KPC, enzima con gran afinidad por este firmaco®. Tam-
bién ofrecen una prometedora actividad frente a algunas
carbapenemasas las combinaciones de ceftazidima o ceftarolina con
avibactam, y el sulfactam BAL30072 solo o combinado con merope-
nem42,48'

El hecho de basar la terapia Gnicamente en los resultados de las
pruebas de sensibilidad, independientemente del mecanismo de re-
sistencia, implica que estas deberian ser suficientemente precisas. A
pesar de los esfuerzos por estandarizar las pruebas de sensibilidad,
es bien conocido que puede haber una cierta variabilidad en los re-
sultados relacionada con las propias técnicas o con determinadas
combinaciones de antibiéticos y microorganismos?%#°, Otros factores

pueden contribuir ademas a variaciones en la CMI como son el efec-
to indculo®, la hiperproduccién de la B-lactamasa® y la heterorresis-
tencia®2.

A las posibles discrepancias entre las técnicas hay que afiadir la
variabilidad en los puntos de corte de algunas cefalosporinas en am-
bos comités. Estos hechos pueden traducirse en diferencias en las
tasas de resistencia**3%4, lo que dificulta la comparacion de los resul-
tados de los estudios de vigilancia®.

Todas estas cuestiones sin resolver conducen a una falta de uni-
formidad de criterios, tanto a la hora de presentar los resultados de
los estudios de sensibilidad a los B-lactdmicos como a la hora de ins-
taurar el tratamiento®®.

En Europa se esta promoviendo la adopcion de las recomendacio-
nes del EUCAST con la finalidad de unificar criterios, labor que se
realiza en Espafia a través del Comité Espafiol del Antibiograma
(COESANT) (http://www.coesant-seimc.org/organization.html).

Debido a las dificultades metodolégicas y de interpretacién men-
cionadas, consideramos imprescindibles las labores de docencia en
este campo. En este sentido, los controles de calidad como los que
lleva a cabo la Sociedad Espaiiola de Enfermedades Infecciosas y Mi-
crobiologia Clinica (SEIMC) son de gran relevancia para la continua
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Tabla 3

Caracteristicas de las cepas enviadas por el Programa de Control de Calidad Externo SEIMC con los datos de participacién y acierto del mecanismo de resistencia

Afio Referencia (cepa) Centros (n) Especie y objetivo del control Tasa de aciertos del mecanismo
de resistencia

19975 B-1/97 186 Klebsiella pneumoniae BLEE 24,2
1999%° B-3/99 282 K. pneumoniae BLEE 55,0
2003% B-3/03 278 Escherichia coli BLEE 773
200565970 BX-Abril 05 151 K. pneumoniae BLEE 89,4
200657 BX-Marzo 06 161 E. coli BLEE 75,6
20076972 BX-Mayo 07 170 E. coli BLEE 92,3
200865973 B-2/08 252 Salmonella enterica BLEE 69,0
BX-Abril 08 175 K. pneumoniae BLEE 93,2

BX-Octubre 08 165 E. coli hiperproduccién AmpC 50,3

2009™ B-3/09 248 K. pneumoniae BLEE y AmpCp 16,5
BX-Mayo 09 167 Enterobacter cloacae AmpC 64,7

20117 BX-Agosto 11 173 K. pneumoniae BLEE 873
2012 B-1/12 240 S. enterica BLEE 72,3
BX-Abril 12 167 Providencia stuartii AmpCp 53,3*

BX-Diciembre 12 166 K. pneumoniae BLEE y AmpCp 23,5

BLEE: B-lactamasas de espectro extendido.

Solo se han considerado como respuestas correctas las que citan el mecanismo implicado exacto. Aun citando el mecanismo correcto, si se hacia referencia a otros mecanismos

adicionales no presentes en la cepa, las respuestas se han considerado erréneas.

*Porcentaje correspondiente a las respuestas de fenotipo AmpC. El porcentaje de centros que informaron como AmpCp (o posible AmpCp) fue del 2,4%.
Datos obtenidos de la pagina web http://www.seimc.org/control/index.asp y de las referencias mencionadas

actualizacion en esta area. Estos programas deben ir siempre acom-
pafiados de una revision de los resultados, de la metodologia y de las
causas de los posibles errores para poder realizar una actividad do-
cente completa.

Programas de control de calidad

Los procesos involucrados en los estudios de sensibilidad deben
estar estandarizados y debidamente controlados, por lo que resulta
necesaria la implementacién de rigurosos programas de control de
calidad internos y externos.

El control de calidad interno tiene como objeto la verificacion de
la precisién del proceso analitico, del funcionamiento de los reacti-
vos y equipos utilizados, y de la competencia del personal que realiza
la prueba. Tanto el CLSI como el EUCAST disponen de recomendacio-
nes para realizar las pruebas de control de calidad, interpretar los
resultados y aplicar acciones correctivas en caso necesario. La
principal critica planteada a estos controles internos es que los ran-
gos aceptables de las cepas recomendadas son demasiado amplios,
ya que permiten una variacién de 2 a 3 diluciones®.

En los programas externos de control de calidad se distribuye a
los laboratorios participantes cepas con patrones de resistencia ca-
racterizados. Estos programas permiten evaluar la capacidad de cada
laboratorio en comparacién con otros centros, a la vez que constitu-
yen una herramienta educativa y requerida por los organismos de
acreditacion de los laboratorios.

En Espafia se han realizado varios estudios multicéntricos para
evaluar la competencia de los laboratorios clinicos en la deteccion de
mecanismos de resistencia a B-lactdmicos. En uno de estos estudios,
realizado en el afio 2001, se analiz6 la capacidad de 52 centros de
evaluar la resistencia a B-lactamicos en aislados de enterobacterias y
Pseudomonas aeruginosa, con mecanismos que incluian BLEE, hiper-
produccién de pB-lactamasa AmpC, alteraciones en la permeabilidad
y mecanismos de expulsion3, La eficiencia de deteccién de BLEE fue
del 71% en Klebsiella pneumoniae portadora de SHV-5y del 69,2% en

E. coli portadora de TEM-27. Estas cepas presentaban el tipico patrén
de sinergia entre ceftazidima y acido clavulanico, combinacién in-
cluida en muchos de los sistemas automatizados, lo que pudo facili-
tar la deteccion. La tasa de deteccién disminuy6 hasta el 61,5% en la
cepa de E. coli portadora de CTX-M-9, probablemente debido a que la
sinergia era mas evidente entre cefotaxima y acido clavuldnico y, en
aquel momento, esta combinacion no estaba incluida en los paneles
de los sistemas automatizados. Este hecho corroboro la necesidad de
utilizar mds de una cefalosporina indicadora, tanto en las pruebas de
cribado como en las de confirmacién. Las tasas mas bajas de detec-
cién se obtuvieron en la cepa de Enterobacter cloacae portadora de
CTX-M-10 (34,6%) y especialmente en la cepa hiperproductora de
AmpC (9,6%), hecho que pone de manifiesto la dificultad de detec-
cion de BLEE en cepas productoras de AmpC y la necesidad de incor-
porar pruebas complementarias',

Los resultados mejoraron notablemente en un estudio con carac-
teristicas similares realizado en 2007, en el que el 91% de los centros
reconoci6 las BLEE correctamente, si bien solo se incluyeron cepas de
E. coli (CTX-M-14, CTX-M-9, CTX-M-10 y SHV-12) y K. pneumoniae
(TEM-4, CTX-M-10, SHV-18), sin mecanismos de resistencia adicio-
nales®. Sin embargo, solamente el 47,4% de los laboratorios partici-
pantes identificé correctamente el mecanismo de resistencia en las 3
cepas portadoras de B-lactamasas AmpC (K. pneumoniae portadora
de FOX-5, E. coli portadora de CMY-2 y E. coli hiperproductora de
AmpC cromosdémica). Las principales discordancias en los resultados
de los estudios de sensibilidad se debieron a la aplicacién de criterios
de interpretacién diversos y no a errores metodoldgicos.

La necesidad de unificar criterios para las pruebas de sensibilidad
se ha puesto de manifiesto en un trabajo reciente, en el que se ha
evaluado la capacidad de 54 laboratorios espafioles para el estudio
de sensibilidad y la deteccion de mecanismos de resistencia a
B-lactdmicos en una coleccién de cepas de P. aeruginosa®. Los labo-
ratorios participantes mostraron una elevada eficiencia en la detec-
cién de la carbapenemasa VIM-2 (83%), pero fue mucho mas proble-
matica la deteccién de otros mecanismos de resistencia como la
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presencia de BLEE, en los que la tasa de acierto fue inferior al 40%.
Ademas se observé una gran variabilidad y falta de precision en los
resultados de los estudios de sensibilidad, atribuible al uso de dife-
rentes puntos de corte y dispositivos, a la complejidad de mecanis-
mos de resistencia en P. aeruginosa y a la falta de pruebas estandari-
zadas para la deteccion de mecanismos de resistencia en esta
especie®,

En los estudios multicéntricos realizados fuera de nuestro ambito
nacional se observa, en general, que la capacidad de los centros para
detectar BLEE ha ido mejorando a lo largo de los afios®'-%8, La detec-
cién de otros mecanismos como AmpC o carbapenemasas en general
plantea mayor dificultad, si bien no hay tantos trabajos publica-
d0561,64.

En Espafia, ademas de los estudios puntuales mencionados pre-
viamente, se lleva a cabo un programa de control de calidad desarro-
llado por la SEIMC que incluye la identificacién y el estudio de sensi-
bilidad de microorganismos de interés clinico. Esta iniciativa nos ha
permitido conocer la capacidad de los laboratorios espafioles partici-
pantes para el estudio de sensibilidad y la deteccién de mecanismos
de resistencia emergentes.

Desde el afio 1997, este programa de control de calidad ha remiti-
do 15 cepas de enterobacterias con diversos mecanismos de resisten-
cia a B-lactdmicos que incluyen la produccién de BLEE y la produc-
cién de AmpC cromosémica y plasmidica (tabla 3). Los porcentajes
de acierto en la deteccién de BLEE muestran un claro incremento a lo
largo de los afios, hecho que puede estar relacionado con la creciente
utilizacién de sistemas automatizados provistos de sistemas exper-
tos y con las intervenciones formativas relativas al tema de cada con-
trol promovidas por el programa. Sin embargo, sorprende el bajo
porcentaje de aciertos en la deteccién de BLEE en la cepa de Salmo-
nella enterica. Los laboratorios participantes han mostrado una ma-
yor dificultad en la deteccién de B-lactamasas AmpC. En 3 de las 5
cepas portadoras de AmpC evaluadas, las tasas de acierto oscilaron
entre el 50,3 y el 64,7%. En las 2 restantes el porcentaje de aciertos
fue muy bajo (16,5 y 23,5%) debido a que las cepas eran portadoras
de BLEE y AmpC.

En el dltimo control de la SEIMC (BX-Abril 12) se distribuy6 una
cepa de Providencia stuartii que presentaba resistencia a cefalospori-
nas, excepto a cefepime, y sensibilidad disminuida a imipenem. Este
fenotipo se podia deber a la hiperproduccién de la AmpC cromosoé-
mica propia de Providencia o a la adquisicién de una AmpCp. Al rea-
lizar el antibiograma por técnica de disco difusién se observaron
saltos de colonias dentro del halo de inhibicién de las cefalosporinas,
sugiriendo la presencia de una p-lactamasa AmpCp?'. Por ello, dicha
cepa fue estudiada con mayor detalle y se confirmé mediante PCR y
secuenciacién que era portadora de la B-lactamasa CMY-2 en un
pldsmido de aproximadamente 145 kb. Solamente el 2,4% de los cen-
tros participantes acert6 o sospeché la presencia de AmpCp. Este
hecho pone de manifiesto, una vez mas, la dificultad de deteccién de
algunos de estos mecanismos de resistencia y la importante labor
docente que el programa de control de calidad realiza.

En conclusion, a pesar de que algunos comités no consideran ne-
cesaria la determinacién del mecanismo de resistencia y aiin menos
la interpretacién del antibiograma, son varias las voces criticas que
consideran imprescindible esta deteccion y alertan de la convenien-
cia de interpretar el antibiograma mientras no se disponga de mas
datos sobre la eficacia clinica del tratamiento con B-lactamicos en
pacientes infectados con enterobacterias portadoras de BLEE, AmpC
o carbapenemasas®. Es por ello que consideramos imprescindible
que se sigan realizando controles de calidad de mecanismos de resis-
tencia, tanto establecidos como emergentes, y animamos al Progra-
ma de Control de Calidad de la SEIMC a continuar con esta labor.
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