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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Laresistencia de los microorganismos de aislamiento clinico frecuente requiere, por parte del laboratorio
Recibido el 5 de septiembre de 2011 de microbiologia, de la realizacién de pruebas que permitan la deteccién fenotipica de los mecanismos
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) ) subyacentes responsables de los perfiles observados in vitro. La comunicacién de estos fenotipos, ya
On-line el 29 de noviembre de 2011

sea inferidos o demostrados, permite adecuar el tratamiento antibiético y reunir informacién para el
seguimiento epidemioldgico de las resistencias. En este trabajo se detallan las diferentes pruebas que
se realizan para la deteccién fenotipica de la resistencia a las principales familias de antimicrobianos
utilizados frente a los microorganismos grampositivos de mayor incidencia clinica como son Staphylo-
Streptococcus preumoniae coccus spp., Enteroc.occus. spp. y Streptgcoccus pneu'moniave. En Staphylocqccus, se describen las prufebas
Antibiograma fenotipicas para evidenciar los mecanismos de resistencia a betalactdmicos asi como a los macroélidos,
Fenotipos de resistencia lincosamidas y estreptograminas B (MLSg), la resistencia disminuida a glucopéptidos, a aminoglucésidos,
a linezolid y a mupirocina. En Enterococcus se detallan las pruebas para detectar los fenotipos de resis-
tencia a glucopéptidos y la resistencia de alto nivel a los aminoglucésidos. En S. pneumoniae, se destaca
la importancia de la deteccién de resistencia a la penicilina y la sensibilidad disminuida a cefalosporinas
de 3.2 generacion asi como la sensiblidad disminuida o la resistencia a fluoroquinolonas.
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ABSTRACT

Keywords: Antimicrobial resistance mechanisms among clinically relevant gram-positive microorganisms can be
Staphylococcus demonstrated using phenotypic tests that enable the interpretation of underlying mechanisms responsi-
Enterococcus ble for the in vitro resistance. The reporting of these mechanisms, either inferred or demonstrated, helps in

Streptococcus pneumoniae
Antibiogram
Resistance phenotypes

the adjustment of clinical treatments and the epidemiological follow up of resistance traits. In the present
work, phenotypic tests for detection of antimicrobial resistance mechanisms involving the most frequent
antimicrobial families used against Staphylococcus spp., Enterococcus spp. and Streptococcus pneumoniae
are analysed. In the case of Staphylococcus, phenotypic tests to reveal the mechanisms of resistance
against beta-lactams, macrolides, lincosamides and streptogramin B (MLSg), as well as intermediate sus-
ceptibility to glycopeptides, resistance to aminoglycosides, mupirocin and linezolid are reviewed. Tests to
detect glycopeptide resistance and high-level aminoglycoside resistance among enterococci are analysed.
Detection of penicillin resistance, as well as diminished susceptibility to third generation cephalosporins,
together with diminished susceptibility or even resistance to fluoroquinolones is also detailed.
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Introduccion

El impacto clinico de la resistencia antimicrobiana requiere el

estudio de los mecanismos implicados con el fin de contribuir a
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En la presente revisién se detallan las pruebas in vitro para
la deteccién e inferencia fenotipica de los mecanismos de resis-
tencia subyacentes mas frecuentes en los géneros Staphylococcus,
Enterococcus y en Streptococcus pneumoniae frente a las familias
de antimicrobianos de uso habitual. En el caso de los estafiloco-
cos se describen las pruebas para la deteccion de resistencia a los
betalactamicos, en particular a la oxacilina en sus distintas formas,
homogénea, heterogénea y borderline; los mecanismos implicados
en la resistencia a MLSg (macroélidos, lincosamidas y estreptogra-
minas B); los que afectan a los aminoglucésidos; al linezolid y a la
mupirocina asi como los responsables de la sensibilidad disminuida
a los glucopéptidos. En los enterococos se abordan la resistencia de
alto nivel a los aminoglucésidos (gentamicina y estreptomicina) y
la resistencia a los glucopéptidos. Finalmente, en el caso de neumo-
coco, se detalla la resistencia a los betalactamicos y las diferentes
PBP implicadas en cada caso con referencia explicita a la inter-
pretacion de los distintos niveles de sensibilidad segin se trate
de aislados meningeos o no meningeos. Asimismo, en esta espe-
cie se analiza la resistencia a las fluoroquinolonas y el fundamento
del desarrollo escalonado de la misma asi como las pruebas para la
deteccion del primer o bajo nivel de resistencia a estos compuestos.
Los puntos de corte considerados para la interpretacién de la sen-
sibilidad son los indicados por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2011) si bien en determinados casos se incluyen los
correspondientes al European Committee on Antimicrobial Suscepti-
bility Testing (EUCAST, 2011) y al Comité de I‘Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie (SFM, 2010)1-3,

Resistencia a los antimicrobianos en estafilococos
Resistencia a los betalactdmicos

Resistencia a las penicilinas por produccién de betalactamasa

El fenotipo de resistencia a la penicilina mediado por betalacta-
masa(s) en estafilococo implica resistencia a todas las penicilinas
excepto a las isoxazolilpenicilinas: oxacilina, meticilina, cloxa-
cilina y nafcilina asi como sensibilidad a las combinaciones de
betalactamico con inhibidor de betalactamasa (acido clavulanico,
tazobactamy sulbactam), alas cefalosporinasy a las carbapenemas.

Las penicilinasas estafilocdcicas son betalactamasas de clase A,
por tanto, sensibles a los inhibidores clasicos ya mencionados y
de las que se han descrito cuatro tipos: A, B, C y D, si bien la mas
frecuente es la de tipo C*. Algunas de estas penicilinasas pueden
hidrolizar ciertas cefalosporinas en presencia de indculos elevados
(efecto de in6culo). Asi por ejemplo, existe un marcado efecto de
in6culo sobre la cefalexina si el estafilococo produce las betalac-
tamasas de tipo A o C y un efecto de inéculo moderado sobre la
cefalotina si produce las de tipo B o C. En ningin caso existe efecto
de inéculo frente a cefuroxima ni frente a ceftriaxona®.

Deteccion fenotipica de resistencia por produccion de betalactamasas.
Para la deteccion de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la
penicilina por produccién de betalactamasa es mas adecuado uti-
lizar un disco de 10 unidades de penicilina que un disco de 10 p.g
de ampicilina. El resultado obtenido con este disco de penicilina
se debe extrapolar a todas las penicilinas labiles a la accién de la
penicilinasa, como ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, ticarci-
lina, azlocilina, mezlocilina y piperacilina. Para la determinacién
de la CMI a las penicilinas se debe utilizar el medio de Mueller-
Hinton, cuya concentracién de cationes (Ca*? y Mg*2) debe estar
ajustada en el caso de que se realice mediante el método de dilu-
cién en caldo; se requiere un inéculo equivalente al 0,5 de la escala
de McFarland y entre 18-20 horas de incubacién a 35-37 °C. Cuando
el halo de inhibicién con el disco de penicilina de 10 unidades sea
de > 29 mm (sensible) o por dilucién en caldo o en agar, la CMI de

penicilina sea de <0,12 mg/L (sensible) se debe confirmar que el
microorganismo es realmente sensible a las penicilinas; para ello,
se realiza una prueba con la cefalosporina cromogénica nitrocefin
utilizando las colonias crecidas en el borde del halo de inhibicién
de la penicilina ya que en estas, la produccién de penicilinasa ha
sido inducida por la incubacién previa en presencia del antimicro-
biano. Esta prueba consiste en depositar con el asa parte de esas
colonias sobre un disco impregnado con el nitrocefin que al hidro-
lizarse en presencia de la betalactamasa experimenta un cambio en
su estructura dando un producto coloreado (naranja-rojo)®.

Resistencia a la meticilina: homogénea y heterogénea

La resistencia a la meticilina, mas frecuente entre las diferentes
especies de estafilococos coagulasa negativa (ECN, con la excep-
cién de Staphylococcus lugdunensis y Staphylococcus saprophyticus)
que en S. aureus, se debe a la adquisicion del gen mecA que codifica
la proteina fijadora de penicilina (PBP) PBP2a, supernumeraria, que
posee baja afinidad por todos los betalactamicos y por tanto implica
resistencia a todos estos compuestos con la excepcién, hasta el
presente, de la cefalosporina ceftarolina y de la carbapenema razu-
penem, ninguna de las cuales ha sido atn introducida para uso
clinico’8.

En Espafia, la prevalencia de resistencia a la meticilina en
S. aureus (SARM) se mantiene en torno al 30%, mientras que entre
las diferentes especies de ECN (ECNRM) las cifras oscilan entre el
60-70%°.

S. aureus posee cuatro PBP de las cuales la 1, 2 y 3 son esencia-
les. La PBP de baja afinidad denominada PBP2a o PBP2’, de 78 kDa,
estd codificada por el gen cromosémico mecA. La expresién de la
resistencia mediada por este gen es compleja y se afecta por dife-
rentes factores como la temperatura, el pH, la osmolaridad asi
como por la presencia de secuencias cromosémicas reguladoras
y de otros genes cromosémicos no relacionados. Esta expresion,
tanto en SARM como ECNRM, puede ser homogénea o heterogé-
nea. En las cepas que presentan resistencia homogénea o de alto
nivel a la oxacilina, la mayor parte de la poblacién expresa dicha
resistencia. Las cepas con expresion heterogénea (CMI de oxacilina
1-16 mg/L) se caracterizan porque solo una pequefla proporcion
de la poblacién (< 0,1%) sobrevive a concentraciones de oxacilina
superiores a 10 mg/L, mientras que la mayor parte no es viable a
bajas concentraciones del antimicrobiano (1-5mg/L). La mayoria
de los aislamientos clinicos presentan este patrén de heterorre-
sistencia bajo las condiciones rutinarias de cultivo. Sin embargo,
las cepas heterogéneas pueden aparecer como homogéneas bajo
ciertas condiciones, como el crecimiento en un medio hiperténico
(con 2% de NaCl) o con una incubacién a 30°C. Estos cambios en la
expresion de la resistencia bajo diferentes condiciones de cultivo
son transitorios y solo de expresién fenotipica®1°.

Deteccion fenotipica de resistencia a la oxacilina. La resistencia a la
meticilina en Staphylococcus se puede detectar en el laboratorio
mediante la técnica de difusién con discos de oxacilina (1 pg) y/o
cefoxitina (30 ug) o por dilucién en caldo o en agar. Para ello se
utiliza el medio de Mueller Hinton con el agregado de 2% de NaCl
en el caso de realizar los métodos de dilucién y ademas ajustado
con cationes (Ca*2 y Mg*2) en el caso de que se realice mediante
el método de dilucién en caldo. El inéculo empleado es el equi-
valente al 0,5 de la escala de McFarland y se requieren 24 horas
completas de incubacién en atmésfera aerobia a 35°C. La incuba-
cién a temperaturas superiores a 35 °C puede impedir la deteccién
de esta resistencia. Una cepa de S. aureus se considera resistente a
la oxacilina cuando el halo de inhibicién de la oxacilina es < 10 mm
o cuando la CMI de oxacilina es >4 mg/L. En el caso de los ECN,
una cepa se considera resistente a la oxacilina cuando la CMI
es>0,5mg/L, excepto en S. lugdunensis que se considera resistente
si la CMI de oxacilina es > 4 mg/L106,
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La cefoxitina es un marcador adecuado de la presencia de mecA
ya que es un compuesto inductor mas potente del sistema regula-
torio de mecA que las penicilinas y por ello, al mejorar la expresién
de este gen se mejora también la deteccién de la resistencia a la
meticilina. La utilizacién del disco de cefoxitina es especialmente
atil y de preferencia sobre el disco de oxacilina para detectar la
resistencia a oxacilina mediada por el gen mecA en las cepas hete-
rorresistentes y se debe utilizar siempre en cepas de ECN. Ademas,
este disco no presenta problemas de estabilidad como la oxacilina
durante su conservacion.

Las cepas con heterorresistencia suelen aparecer como sensi-
bles a muchos betalactdimicos cuando se realiza un antibiograma
con discos y su interpretacién como tal puede conducir a fraca-
sos terapéuticos. Por tanto, las cepas de estafilococos resistentes a
la cefoxitina (halo de <21 mm en S. aureus, CMI de >8 mg/Ly de
<24 mmen ECN, CMI no definida) indican la presencia de mecAy en
consecuencia, la resistencia a todos los betalactamicos. Por el con-
trario, la sensibilidad a cefoxitina en S. aureus (halo de > 22 mm,
CMI de <4mg/L) o en ECN (halo > 25 mm, CMI no definida) des-
carta la presencia del gen mecA y por tanto la heterorresistencia a
la meticilinal- 1011,

Resistencia borderline (limite) a la oxacilina (BORSA)
en Staphylococcus aureus

Existen cepas de S. aureus que presentan resistencia de bajo
nivel o borderline (en el limite) a la oxacilina (borderline oxacillin-
resistant Staphylococcus aureus, BORSA) y se caracterizan por tener
CMI de oxacilina en el punto de corte de resistencia (4 mg/L) o una
dilucién por encima de este. Estos aislados se dividen en dos grupos
en funcién de la presencia o ausencia del gen mecA: si poseen el
gen mecA son cepas heterorresistentes que producen la PBP2a. Si
no contienen el gen mecA ni por tanto la PBP2a, esta resistencia de
bajo nivel puede deberse a la hiperproduccién de la betalactamasa
estafilocécica o a la modificacién (hiperproducciéon o alteracién)
de las PBP 1, 2, y 4. Las cepas que hiperproducen betalactamasa
son sensibles a las asociaciones de betalactamico con inhibidor de
betalactamasa (4cido clavulanico, tazobactam y sulbactam)!2.

Deteccion fenotipica de resistencia tipo BORSA. Las cepas BORSA
mecA negativas son sensibles a la cefoxitina (halo > 22 mm) mien-
tras que las mecA positivas son resistentes a este antimicrobiano
(halo <21 mm). Las cepas con resistencia intermedia a la oxacilina
pero sensibles a la cefoxitina se deben informar como sensibles a
la cefoxitina y nunca se debe informar una sensibilidad interme-
dia a la oxacilina. Del mismo modo, si se realiza la deteccién del
gen mecA y/o de la PBP2a por técnicas moleculares y por técni-
cas de aglutinacién con latex, respectivamente y los resultados son
negativos, el aislamiento debe informarse como sensible a la oxa-
cilina. Estas cepas borderline mecA negativas son sensibles a todos
los betalactamicos (penicilinas antiestafilocécicas, cefalosporinas y
carbapenemas). Por el contrario, las cepas mecA positivas son resis-
tentes a todos los betalactdmicos!3. No existen datos clinicos que
sugieran que el nivel de resistencia expresado por las cepas bor-
derline mecA negativas conduzca al fracaso terapéutico y los datos
obtenidos en estudios en animales demuestran que la oxacilina es
eficaz en el tratamiento de infecciones causadas por este tipo de
cepas'3.

Resistencia a los macrélidos y a la clindamicina

Los macroélidos, las lincosamidas y las estreptograminas B
(MLSg) son tres familias diferentes de antimicrobianos que poseen
mecanismos y sitios de accién (subunidad 50S del ribosoma bac-
teriano) similares. En los estafilococos, los fenotipos de resistencia
que se pueden observar son: 1) fenotipo cMLSg (resistencia cons-
titutiva a la eritromicina (y demas macrélidos de 14 y 15 atomos

de carbono), a la clindamicina y a las estreptograminas B por modi-
ficaciones en la diana ARNr 23S debidas a la accién de metilasas
codificadas por los genes ermA, ermB, ermC, con resistencia cru-
zada de alto nivel a todos los antimicrobianos del grupo MLSg;
2) fenotipo iMLSg (resistencia inducible a la eritromicina y sen-
sibilidad a la clindamicina y a las estreptograminas B): se trata
del mismo mecanismo que en el caso anterior pero que se mani-
fiesta como resistencia a los macrélidos pero con sensibilidad a
las lincosamidas y a las estreptograminas B en ausencia de un
inductor como la propia eritromicina, y 3) fenotipo MSg, resisten-
cia a la eritromicina, a otros macrélidos de 14 y de 15 atomos de
carbono, a las estreptograminas B pero con sensibilidad a clinda-
micina, mediada por una bomba de expulsién activa (codificada
por genes plasmidicos del tipo msrA). Existe un cuarto fenotipo de
resistencia a la clindamicina con sensibilidad a la eritromicinay a la
estreptogramina B, poco frecuente, debido a la accién de enzimas
(codificadas por los genes Inu) que inactivan exclusivamente a las
lincosamidas!4.

Deteccion fenotipica de resistencia a los macrélidos,
las lincosamidas y las estreptograminas B

Las diferentes expresiones fenotipicas de estas resistencias se
pueden identificar en el laboratorio mediante el método de difusién
con discos de eritromicina y clindamicina empleando el llamado
D-testy por dilucién en caldo utilizando una combinacién de ambos
antimicrobianos®. Para la realizacién del D-test, se colocan un disco
de eritromicina de 15 pg y otro de clindamicina de 2 yg separa-
dos a una distancia de 15 o 20 mm sobre la superficie de la placa
inoculada, siendo posibles los siguientes resultados: 1) resistencia
absoluta a la eritromicina y a la clindamicina sin achatamiento del
halo de inhibicién de la clindamicina (D-test negativo, cMLSg); 2)
resistencia a la eritromicina y sensibilidad a la clindamicina pero
con un achatamiento del halo del disco de la clindamicina en la
proximidad del de la eritromicina (D-test positivo, iMLSg). En este
altimo fenotipo, si se estudia la sensibilidad a los macrélidos de
16 atomos de carbono, a la clindamicina y a las estreptogrami-
nas del grupo B en ausencia de eritromicina (inductor), las cepas
apareceran como sensibles a estos antimicrobianos, cuando en rea-
lidad son resistentes ya que poseen el mecanismo que se puede
inducirin vivoy conducir a fracasos terapéuticos. Este fenotipo tam-
bién se puede detectar por el método de microdilucién en caldo
utilizando la combinacién, en el mismo pocillo, de eritromicina
(4 mg/L)y clindamicina (0,5 mg/L), ademas de pocillos individuales
para determinar la CMI de la eritromicina y de la clindamicina por
separado. Tras la incubacién (35-37°C durante 18-24 horas) una
CMI de eritromicina en el rango de resistente junto con una CMI de
clindamicina enelrango de sensible, asociados ala presencia de cre-
cimiento en el pocillo combinado con eritromicina y clindamicina,
indicaran que se trata del fenotipo de resistencia inducible!>16,
y 3) resistencia a la eritromicina (y a los demas macrélidos de 14y
15 dtomos de carbono asi como a las estreptograminas B) y sensibi-
lidad a la clindamicina sin achatamiento del halo del disco de esta
altima (D-test negativo, MSg). Los fenotipos de resistencia deriva-
dos de la inactivacién de los antimicrobianos de estas tres familias
son poco frecuentes. Se han descrito enzimas con actividad fosfo-
transferasa que inactivan a los macrélidos de 14y de 15 dtomos de
carbono y nucleotidiltransferasas que inactivan exclusivamente las
lincosamidas (enzimas Lnu).

Resistencia a los aminoglucésidos

En la mayoria de los casos se estudia la sensibilidad in vitro de
los estafilococos a la gentamicina, a la tobramicina y a la amica-
cina puesto que estos son los de mayor utilizacién clinica. Los dos
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Tabla 1
Fenotiposy enzimas inactivadoras de aminoglucésidos en el género Staphylococcus'”
STR GEN TOB AMK KAN NET Enzima
S S S S S S -
S R R R R R AAC(6')-APH(2")
S S S SR R S APH(3")-11I
S S R SIR R S ANT(4')-(4")
R S S S S S ANT(6)
R S S S/R R S ANT(6) + APH(3")-1Il

fenotipos mas frecuentes son el de resistencia a la gentamicina y
a la tobramicina con sensibilidad aparente a la amicacina y el de
sensibilidad a la gentamicina y resistencia a la tobramicina y a la
amicacina. Las enzimas implicadas en cada caso y los fenotipos que
se pueden observar se resumen en la tabla 1.

Deteccion fenotipica de resistencia a los aminoglucésidos

Cuando serequiere la confirmacién de un fenotipo de resistencia
aaminoglucdsidos, esta se realiza por difusién con discos. Habitual-
mente se emplean discos de gentamicina, tobramicina, amicacina,
kanamicina, netilmicina y estreptomicina.

La resistencia a gentamicina debe asociarse con resistencia a
todos los aminoglucésidos de utilizacién clinica (la propia genta-
micina, tobramicina, amicacina, netilmicina y ademas kanamicina,
con la excepcién de la estreptomicina) y es debida a la actividad
de la enzima bifuncional AAC(6')-APH(2”) (tabla 1). Es importante
destacar que la situacién opuesta no existe, es decir, no se debe
asumir que la sensibilidad a la gentamicina implica también sensi-
bilidad al resto de los aminoglucésidos puesto que la presencia de
la enzima ANT(4')(4”) que determina resistencia a la tobramicina,
la kanamicina y sensibilidad variable a la amicacina es frecuente
entre las cepas de SARM de los hospitales espafioles y del resto de
Europa (tabla 1). La tobramicina es el mejor marcador de este meca-
nismo de resistencia, de modo que aquellas cepas que aparezcan
en el antibiograma como sensibles a la gentamicina y resisten-
tes a la tobramicina deben informarse como resistentes también
a la amicacina ya que la capacidad bactericida de esta se encuentra
disminuida®17.

Sensibilidad disminuida a los glucopéptidos

En S. aureus, una cepa se define como vancomycin intermediate
S. aureus (VISA) cuando la CMI de vancomicina, determinada por
el método de microdilucién en caldo, es de 4-8 mg/L segtin los cri-
terios del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Por lo
tanto, se considera que una cepa es resistente si la CMI de vanco-
micina por dicho método es de > 16 mg/L. Las cepas VISA pueden
presentar también sensibilidad disminuida o resistencia a la tei-
coplanina y se las denomina glycopeptide-intermediate S. aureus
(GISA). En el caso de ECN se considera que una cepa tiene sen-
sibilidad intermedia a la vancomicina (CLSI) cuando los valores
de CMI son de 8-16 mg/L y por tanto que es resistente cuando la
CMI es > 32 mg/L. Los criterios de sensibilidad de CLSI y de EUCAST
para los glucopéptidos en el género Staphylococcus se muestran en
la tabla 2. Ademads, existe también el fenémeno de heterorresis-
tencia a los glucopéptidos, aunque es menos frecuente que la
sensibilidad intermedia y se ha observado generalmente después
de un tratamiento prolongado con glucopéptidos. Una cepa de S.
aureus heterorresistente (hVISA) es aquella frente a la cual la CMI
de vancomicina, determinada por microdilucién, esta en el rango
de sensible (CMI < 2 mg/L) pero para la que la CMI de este antibi6-
tico frente a una proporcién de las células de su poblacién esta en
el rango intermedio (4-8 mg/L)!8.

Tabla 2
Puntos de corte (CMI, mg/L) definidos por CLSI y por EUCAST para vancomicina
y teicoplanina frente a Staphylococcus'?

Microorganismo Antimicrobiano CLSI(2011) EUCAST (2011)
S R S R
S. aureus Vancomicina <2 >16 <2 >2
Teicoplanina <8 >32 <22 >22
ECN Vancomicina <4 >32 <2 >2
Teicoplanina <8 >32 <4 >4

3 Valido también para S. lugdunensis.

Deteccion fenotipica de la sensibilidad disminuida a los
glucopéptidos

La determinacién de la sensibilidad a vancomicina (y a teico-
planina) por difusién con discos esta desaconsejada por su falta de
capacidad discriminatoria tanto para S. aureus como para ECN y por
tanto no se han definido puntos de corte!-2.

En las cepas con expresion heterogénea, la poblacién resistente
esta presente con una frecuencia de <1072 a 1076, su deteccién
resulta muy dificil con los métodos estindar de microdilucién
y de dilucién en agar en los que se utiliza un in6culo aproxi-
mado de 5 x 104 UFC por pocillo o de 1 x 104 UFC por depésito,
respectivamente. Por otra parte, las cepas con fenotipo de sensi-
bilidad intermedia tienen una escasa estabilidad en ausencia de
glucopéptidos, de manera que con frecuencia, revierten al feno-
tipo sensible tras sucesivos subcultivos en medios que no contienen
estos compuestos®18,

Se han evaluado varios métodos para el cribado y la confir-
macién de las cepas de estafilococos con resistencia intermedia o
con heterorresistencia a los glucopéptidos. En algunas ocasiones
sus caracteristicas morfolégicas son diferentes a las de las cepas
sensibles con apariencia de cultivos mixtos de colonias grandes
y pequeiias de pigmentacién variable. Se deberia determinar la
sensibilidad a la vancomicina de cada uno de los diferentes mor-
fotipos, principalmente en el caso de S. aureus. Para detectar estas
cepas con sensibilidad disminuida a la vancomicina se debe realizar
la CMI por dilucién en caldo o mediante Etest o bien mediante laino-
culacién de una placa de agar Brain Heart Infusion (BHI) de cribado
con 6 mg/L de vancomicina y con una incubacién de 24 horas!. Hay
que tener en cuenta que las CMI obtenidas mediante Etest suelen
ser siempre una dilucién superior a las obtenidas por microdilu-
cién y que el método que define a una cepa como VISA o hVISA
es el de microdilucién. Ademas y debido a las diferencias en los
resultados de CMI segiin el método por el que esta se determina,
en el informe debe constar el método empleado para contribuir a
la toma de decisiones terapéuticas. Otra alternativa para su detec-
cién consiste en utilizar el denominado macrométodo en el que se
determina la CMI mediante Etest pero con un indculo equivalente al
2 de la escala de McFarland. Este método constituye solamente una
herramienta de cribado para detectar estas cepas pero el resultado
obtenido no es la verdadera CMI, y por tanto, no se debe informar
como tal. No obstante, la deteccién precisa de este fenotipo requiere
un andlisis poblacional (population analysis profile, PAP). Para rea-
lizar este andlisis la cepa patrén a utilizar es la cepa hVISA Mu3
(S. aureus ATCC 700698). Utilizando el PAP como método de refe-
rencia se puede detectar el fenotipo hVISA en cepas de S. aureus con
CMI de vancomicina tan bajas como 0,5 o 1 mg/L617:18,

Resistencia a la mupirocina

La mupirocina o acido pseudoménico es un antimicrobiano de
uso exclusivamente tépico que se utiliza para la descolonizacién
de portadores nasales de S. aureus. Se pueden observar dos feno-
tipos de resistencia a la mupirocina: 1) resistencia de bajo nivel
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Tabla 3

Fenotipos de resistencia a la mupirocina obtenidos mediante el método de difusién con discos y su relacién con los valores de CMI (mg/L)!®2!

Sensible (mm halo)

Resistencia de alto
nivel (halo en mm)

Resistencia de bajo
nivel (halo en mm)

Un disco: 20 pg >17 6-16 0

Dos discos: 5 g >14 <14 <14

200 pg? >6 >6 0
CMI CMI CMI
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
<4 8-256 >512

3 No permite diferenciar las cepas sensibles de aquellas con bajo nivel de resistencia.

(mutaciones en el gen cromosémico ileS, que codifica la sintesis de
la enzima isoleucil t-ARN sintetasa de baja afinidad, con CMI entre
8y 256 mg/ml), y 2) alto nivel de resistencia (adquisicién de un gen
plasmidico, ileS-2 o mupA que codifica una isoleucil t-ARN sintetasa
sin afinidad por la mupirocina, CMI > 512 mg/ml)!9:20,

Deteccion fenotipica de la resistencia a la mupirocina

Aunque el CLSI no ha definido puntos de corte para interpretar
la sensibilidad a la mupirocina, en su dltimo documento esta-
blece las técnicas para la deteccién de cepas con resistencia a
este compuesto!. Para ello indica el uso del disco de 200 p.g y/o
el empleo de un pocillo que contenga 256 mg/L de mupirocina
si se realiza microdilucién (condiciones estindar de tempera-
tura y tiempo de incubacién). Cualquier tamafio de halo o falta
de crecimiento en el pocillo indican ausencia de alto nivel de
resistencia. E1 EUCAST plantea el uso del disco de 200 g y los
puntos de corte de 30 mm (S) y de 18 mm (R), pero exclusiva-
mente para aquellas cepas implicadas en procesos de colonizacién
nasal que requieran descontaminacién?. Asimismo, diferentes
estudios recomiendan que se consideren sensibles a aquellas
cepas cuya CMI es<4mg/L o que presentan un halo de inhibi-
cién de>14mm (utilizando discos de 5 ug). En el caso de que
mediante la técnica de difusién con el disco de 5 g la cepa sea
resistente (halo <14 mm) sera necesario determinar siempre la
CMI mediante el método de microdilucién o mediante Etest ya que
un valor de CMI de 8 o de 256 mg/L tiene diferentes implicaciones
clinicas. Si no se dispone de estas técnicas se puede utilizar la com-
binacién de discos de mupirocina de 5 g y de 200 p.g o bien utilizar
solamente el de 20 g para determinar si la resistencia es de bajo
o de alto nivel?! (tabla 3).

Resistencia al linezolid

La resistencia al linezolid es actualmente poco frecuente y gene-
ralmente se observa en cepas de pacientes con tratamientos prolon-
gados con este antimicrobiano, en el caso de diseminacién de clones
resistentes en unidades hospitalarias o de diseminacién de trans-
posones o plasmidos que contienen el gen cffr.

En el laboratorio se pueden observar tres fenotipos de resisten-
cia al linezolid en estafilococos: 1) resistencia cruzada al linezolid
y a las pleuromutilinas debido a mutaciones en el dominio V del
ARNr 23S (genes rrn) en los que los niveles de resistencia aumen-
tan en funcién del nimero de copias del gen ARNr 23S afectadas;
2) resistencia cruzada al linezolid, los fenicoles, las pleuromuti-
linas, las lincosamidas y las estreptograminas A por adquisicién
del gen plasmidico cfr que codifica la produccién de una metilasa
ribosémica, y 3) resistencia cruzada al linezolid, los macrélidos y
el cloranfenicol debida a mutaciones en los genes que codifican
las proteinas L3 y L4 de la subunidad ribosémica 50S, codifica-
das por los genes rplC y rplD, respectivamente. Puede ocurrir que
en la misma cepa se den combinaciones simultineas de estos
mecanismos2223,

Deteccion fenotipica de la resistencia al linezolid

El método mas adecuado para detectar la resistencia al linezo-
lid es la microdilucién en caldo. Los resultados de CMI obtenidos
por Etest son generalmente mas bajos, principalmente cuando la
resistencia estd mediada por el gen cfr y las CMI pueden ser tan
bajas como 1 o 2 mg/L (rango sensible). El método de difusién con
discos no detecta adecuadamente la resistencia al linezolid, excepto
en los casos con alto nivel de resistencia (CMI>32 mg/L)!6.17,

En el caso de las cepas resistentes al linezolid debido a la expre-
sién del gen cfr es caracteristica la resistencia simultanea a la
clindamicina y al cloranfenicol con sensibilidad a los macrélidos.
Sin embargo, la relativa frecuencia de cepas que poseen dos o tres
mecanismos de resistencia diferentes (resistencia al cloranfenicol,
resistencia de tipo MLSg, etc.) dificulta la adecuada deteccién de
resistencia al linezolid mediada por este mecanismo. Por su parte, la
utilizacién de discos de quinupristina/dalfopristina no contribuye
a su deteccién puesto que al incluir una estreptogramina A y una
estreptogramina B, muchas cepas con el gen cfr pueden ser sensi-
bles a la estreptogramina B y por tanto, sensibles a la combinacién.
Cuando la resistencia estd mediada por alteraciones en las protei-
nas L3 y L4, se produce resistencia cruzada al cloranfenicol y a los
macroélidos, pero como ya se indicé anteriormente, debido a la rela-
tiva frecuencia de cepas que presentan mecanismos de resistencia
simultdneos que pueden afectar a la actividad de estos compuestos,
la presencia de este mecanismo es dificil de inferir617.22,

Resistencia a los antimicrobianos en enterococos
Resistencia de alto nivel a la gentamicina y a la estreptomicina

Los enterococos poseen resistencia intrinseca de bajo nivel a los
aminoglucésidos, con CMI entre 4-64 mg/L para la gentamicina y
16-256 mg/L para la estreptomicina. La adquisicién de determinan-
tes genéticos asociados a la produccién de enzimas modificadoras
de aminoglucésidos conlleva la expresion de altos niveles de resis-
tencia (RAN) a dichos compuestos?4. En la tabla 4 se detallan los

Tabla 4
Fenotipos y enzimas modificadoras de aminoglucésidos mas frecuentes en el género
Enterococcus'724

STR GEN TOB AMK KAN NET Enzima

R S S S S S ANT(6), ANT(3")

S S S S/R? R S APH(3)-111

S S R S/R? R S ANT(4')-(4")

R S S S/R? R S ANT(6")+APH(3')-IIl
S R R S/R2 R R ACC(6')-APH(2")

R R R S/R? R R Varias

S S R S R R ACC(6')-1i

2 LaRAN a amicacina es variable pero en ningtn caso es factible la sinergia de este
compuesto con betalactamicos.
b Intrinseca en E. faecium y E. durans/hirae.
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distintos fenotipos de RAN de origen enzimatico asi como las com-
binaciones de enzimas que dan lugar a los distintos fenotipos.

Deteccion fenotipica de la resistencia de alto nivel a la
gentamicina y a la estreptomicina

La deteccion de la RAN a la gentamicina y a la estreptomicina
en enterococo se puede realizar mediante las siguientes técnicas:
1) difusién con discos de alta carga (gentamicina, 120 pg; estrepto-
micina, 300 p.g) en agar Mueller Hinton, con un inéculo equivalente
al 0,5 de la escala de McFarland e incubacién a 35°C durante
16-18h'. En funcién del halo de inhibicién se establece si la cepa
presenta RAN a los aminoglucésidos estudiados y con ello si es
factible la sinergia de dichos compuestos con antimicrobianos que
actian a nivel de la pared celular. Si el halo de inhibicién es <6 mm
(tanto para gentamicina como para estreptomicina) se considera
que hay RAN y por tanto que no existira sinergismo. En ocasiones,
los resultados de la difusién con disco son poco concluyentes (halos
de inhibicién en el rango 7-9 mm) lo cual requiere la confirmacién
mediante los siguientes métodos; 2) microdilucién en caldo o dilu-
cién en agar: se emplea el medio BHI al que se afiaden 500 mg/L de
gentamicina o bien 1.000 o 2.000 mg/L de estreptomicina (micro-
dilucién en caldo o dilucién en agar, respectivamente); tras una
incubacién durante 24 horas a 35° C cualquier tipo de crecimiento
sera indicativo de resistencia y por tanto de ausencia de posible
sinergia con agentes activos sobre la pared celular®!7; 3) curvas
de letalidad: permiten determinar la probabilidad de sinergia entre
betalactamicos o glucopéptidos y aminoglucésidos. Es un método
laborioso que no se realiza de rutina.

Los métodos aceptados por el CLSI para la deteccién de RAN a
la gentamicina pueden no detectar ciertas cepas portadoras de la
enzima APH(2”)-Ic (infrecuente) que confiere bajos niveles de resis-
tencia (CMI 256 mg/L), sin embargo, estas cepas se pueden detectar
si se utiliza el punto de corte de resistencia > 128 mg/ml estable-
cido por EUCAST!2, Esta situacién plantea la posibilidad de que
en el futuro haya que revisar los puntos de corte del CLSI para la
deteccién de la RAN a gentamicina en Enterococcus spp. Segin los
criterios de EUCAST, la deteccién de estas cepas se puede realizar
utilizando un disco de gentamicina con una carga de 30 pg y si el
halo de inhibicién es < 8 mm, se considera que la cepa presenta RAN
a gentamicina (CMI > 128 mg/L)2.

Resistencia a los glucopéptidos

Se han descrito 2 tipos de resistencia a los glucopéptidos en
enterococo: 1) resistencia intrinseca: en las especies Enterococ-
cus gallinarum (gen vanC1), Enterococcus casseliflavus (gen vanC2)
y Enterococcus flavescens (gen vanC3). Se caracteriza por conferir
bajos niveles de resistencia a la vancomicina (CMI 2-32 mg/L) segtin
los criterios del CLSI (tabla 3)!. Asimismo estas cepas son sensi-
bles a la teicoplanina (CMI 0,5-2 mg/L). Los genes se localizan en
el cromosoma bacteriano y no son transferibles por lo que tienen
escasa trascendencia clinicay epidemiolégica; 2) resistencia adqui-
rida: se han descrito 8 fenotipos diferentes (VanA, VanB, VanD,
VanE, VanG, VanL, VanM y VanN) mediados por los operones de
genes de resistencia vanA, vanB, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM y
vanN, respectivamente. Los fenotipos VanA y VanB son los mas fre-
cuentes, mientras que VanD, VanE, VangG, VanL, VanM y VanN son
infrecuentes y no se han detectado hasta la fecha en Espafial7-2>-28,

El fenotipo VanA se caracteriza por presentar elevados nive-
les de resistencia a la vancomicina y a la teicoplanina (CMI
16-1.024 mg/L), es de caracter inducible (por vancomicina y tei-
coplanina) y es el mas frecuente entre los aislamientos clinicos
de enterococos resistentes a la vancomicina. El fenotipo VanB
se caracteriza por presentar moderados niveles de resistencia a
la vancomicina, CMI 4-32mg/L y sensibilidad a la teicoplanina

(CMI 0,5-1 mg/L) aunque se han descrito cepas con altos niveles de
resistencia a la vancomicina (CMI 1.024 mg/L). El fenotipo VanB es
inducible por vancomicina y la presencia de vanB2 en particular se
describe cada vez con mas frecuencia entre los aislados resistentes
a este compuesto®>.

Deteccion fenotipica de la resistencia a los glucopéptidos

La deteccién de los fenotipos VanA y VanM en el laboratorio es
sencilla, sin embargo, existen algunos problemas para la deteccién
de los otros fenotipos (VanB a VanN) por los bajos niveles de resis-
tencia a la vancomicina que pueden conferir (a veces en la categoria
de sensible). En estos casos es importante la deteccion del meca-
nismo de resistencia mediante técnicas moleculares como la PCR
con cebadores especificos. Los métodos fenotipicos que se emplean
para detectar la resistencia a glucopéptidos en enterococos inclu-
yen: 1) difusién con discos en medio agar Mueller Hinton. Este
método tiene bajo poder discriminatorio, sobre todo con los valores
intermedios de CMI, 8-16 mg/Ly su realizacién debe evitarse siem-
pre que sea posible. La lectura del antibiograma se debe hacer a las
24 h completas de incubacién y con luz transmitida, considerando
como resistente la presencia de cualquier crecimiento o velo dentro
del halo de inhibicién. En caso de duda debe realizarse la deter-
minaciéon de las CMI de vancomicina y de teicoplanina mediante
métodos de dilucién o mediante Etest®; 2) microdilucién y dilucién
en agar. Para ello se utiliza el medio Mueller Hinton con concentra-
cién ajustada de cationes (Ca*? y Mg*2), un inéculo estindar (0,5 de
la escala McFarland) e incubacién de 24h a 35+2°C%; 3) método
de cribado: el CLSI recomienda el uso de una placa de agar BHI
con 6 mg/L de vancomicina, un inéculo de 10°-108 UFC/depésito
(1-10 I de un in6culo equivalente al 0,5 escala McFarland) y una
incubacién de 24h a 35+2°C. La deteccién de mas de 1 colo-
nia, de un ligero o de un claro crecimiento son indicativos de
resistencia a la vancomicina!, y 4) empleo de medios de agar cro-
mogénico comercializados para el aislamiento selectivo de cepas de
enterococo resistentes ala vancomicina que permiten realizar estu-
dios de vigilancia epidemiolégica®17.

En la tabla 5 se indican los puntos de corte definidos por el CLSI
y el EUCAST para la deteccién de resistencia a glucopéptidos en
enterococos.

Resistencia a los antimicrobianos en Streptococcus
pneumoniae

Resistencia a betalactdmicos

La resistencia de S. pneumoniae a la penicilina y la sensibilidad
disminuida a otros betalactaimicos como las cefalosporinas de ter-
cera generacion se deben a cambios estructurales en las dianas de
accion de estos compuestos, es decir, en las penicillin binding pro-
teins (PBP, ‘proteinas fijadoras de penicilina’). Las principales PBP
implicadas en la resistencia a los betalactamicos en este microor-
ganismo son las PBP 1a, 2b y 2x. En estos casos, los genes que las
codifican tienen una estructura en mosaico como resultado de que
una parte de ellos ha sido reemplazada por variantes alélicas de

Tabla 5
Puntos de corte (CMI, mg/L) definidos por el CLSI(2011)y por el EUCAST (2011) para
vancomicina y teicoplanina frente a enterococos'?

Microorganismo Antimicrobiano  CLSI(2011) EUCAST (2011)
S R S R ECOFF?
Enterococcus spp.  Vancomicina <4 >32 <4 >4 <4
Teicoplanina <8 =32 <2 >2 2b

2 Punto de corte epidemiolégico.
b Para E. faecalis y E. faecium.
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genes de otras cepas de S. pneumoniae o de estreptococos del grupo
viridans. Las alteraciones en las PBPs 2b y 2x confieren resistencia de
bajo nivel a penicilina. Los cambios en la PBP 1a confieren resisten-
cia de alto nivel a la penicilina en aquellos aislamientos que tienen
alterada la PBP 2x o las dos (PBP 2b y PBP 2x). Las cefalosporinas de
tercera generacion no se unen a la PBP 2b por lo que la resistencia
a estos compuestos se debe a cambios en las PBPs 2x y 1a. Los neu-
mococos resistentes a la penicilina presentan menor afinidad por
los otros antimicrobianos betalactdmicos®°.

Deteccion fenotipica de la resistencia a los betalactdmicos

La utilizacién de los discos de penicilina (10 U), cefotaxima,
ceftriaxona y cefepima esta desaconsejada para determinar la sen-
sibilidad de S. pneumoniae frente a betalactamicos. El cribado
mediante difusién con discos de oxacilina (1ug) se considera
el mejor método para detectar aquellas cepas con CMI de peni-
cilina superiores a 0,06 mg/L. La sensibilidad a la oxacilina implica
sensibilidad a todos los betalactamicos!-2. Para su determinacién
se debe realizar una suspensién bacteriana en medio liquido estéril
a partir de 3-4 colonias aisladas, ajustar el inéculo a una turbidez
equivalente al 0,5 de la escala McFarland, inocular una placa de
Mueller Hinton con sangre (MH-S) y colocar el disco mencionado.
Tras una incubacién durante 18-24 horas en la estufa de CO, a una
temperatura de 3542 °C (o en jarras de incubacién con atmésfera
de 5% de CO, e incubacién en estufa convencional) se procede a la
lectura del halo de inhibicién.

Por su parte, la CMI por microdilucién es el método de referencia
y requiere el empleo de caldo de Mueller Hinton con concentracién
ajustada de cationes (Ca*2 y Mg*2) y 5% de sangre lisada de caballo,
un in6culo estandar (0,5 de la escala McFarland) e incubacion de
20-24h a 35+2°C en atmésfera normal’-26,

Valoracion y expresion de resultados de la difusion
con disco de oxacilina

Halo de inhibicién de oxacilina > 20 mm: cepa sensible a la peni-
cilina y a la cefotaxima/ceftriaxona. Resultado definitivo.

Halo de inhibicién de oxacilina <20 mm: cepa con posibles alte-
raciones en las PBP. Se recomienda determinar la CMI a la penicilina
y a la cefotaxima mediante Etest o microdilucién!-2,

Valoracién y expresion de resultados de la CMI'2-30
Penicilina
Aislamientos meningeos:
e CMI de penicilina < 0,06 mg/L: informar como sensible a la peni-
cilina.
e CMlde penicilina > 0,12 mg/L: informar como resistente a la peni-

cilina.

Tabla 6

Aislamientos no meningeos:

e CMI de penicilina < 0,06 mg/L. Informar como sensible a la peni-
cilina. Estas cepas también son sensibles a la ampicilina por via
oral o parenteral y a todos los betalactamicos.

CMI de penicilina > 0,12 mg/L y <2 mg/L. Informar como sensi-

ble a la penicilina (parenteral). Estas cepas también son sensibles

a amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefotaxima, ceftria-

xona, cefepima y ertapenem.

Insertar una recomendacién terapéutica: «cepa con CMI
de penicilina <2 mg/L. En infecciones no meningeas, pueden
utilizarse como tratamiento las penicilinas endovenosas a altas
dosis. No utilizar penicilina en caso de meningitis».

En caso de que se vaya a utilizar penicilina por via oral informar:
a) CMI de penicilina < 0,06 mg/L: sensible; b) CMI de penicilina
0,12-1mg/L: intermedio; c) CMI de penicilina > 2 mg/L: resis-
tente.

e CMI de penicilina=4mg/L. Informar como «resistencia
intermedia» a la penicilina (parenteral). Insertar una reco-
mendacién terapéutica: «en caso de infeccion meningea, el
aislamiento se considera resistente a la penicilina».

e CMI de penicilina >4 mg/L. Informar como resistente a la penici-
lina (parenteral).

En los aislamientos no meningeos se deben informar tanto las
interpretaciones para meningitis como las de no meningitis.

Cefotaxima

Aislamientos meningeos:

e CMI de cefotaxima < 0,5 mg/L. Informar como sensible a la cefo-
taxima.

e CMI de cefotaxima =1 mg/L. Informar como resistencia interme-
dia a la cefotaxima.

e CMI de cefotaxima > 2 mg/L. Informar como resistente a la cefo-
taxima.

Aislamientos no meningeos:

e CMI de cefotaxima <1 mg/L. Informar como sensible a la cefo-
taxima. En los aislamientos con CMI de 1mg/L insertar una
recomendaciéon terapéutica: «en caso de infeccion meningea
el aislamiento se considera con resistencia intermedia a la
cefotaximan.

e CMI de cefotaxima =2 mg/L. Informar como resistencia interme-
dia a la cefotaxima. Insertar una recomendacidon terapéutica: «en
caso de infeccién meningea el aislamiento se considera resistente
a la cefotaximan.

e CMI de cefotaxima>4mg/L. Informar como resistente a la
cefotaxima.

Puntos de corte (CMI, mg/L) para ciprofloxacino y levofloxacino frente a Streptococcus pneumoniae'-3

Microorganismo Antimicrobiano SFM? CLSI (2011) EUCAST® (2011)
S R S R S R ECOFF ¢
Streptococcus pneumoniae Norfloxacino®? - - - - - = =
Ciprofloxacino ND ND ND ND <0,124 >2 <2
Levofloxacino <2 >2 <2 >8 <2 >2 <2

2 Disco de 5 pg, solo como cribado: halo <10 mm) y/o CMI de norfloxacino > 16 mg/L indican riesgo elevado de seleccion in vivo de mutantes resistentes a fluoroquinolonas

y de fracaso clinico.

b Disco de 10 g, solo como cribado: halo < 12 mm indica resistencia. Se requiere la determinacién de la sensibilidad individual de las demds fluoroquinolonas.

¢ Punto de corte epidemioldgico (Epidemiological cut-off value).

d Las cepas salvajes de S. pneumoniae no se consideran sensibles a ciprofloxacino y se categorizan como de «sensibilidad intermedia»; ND: no definido.
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En los aislamientos no meningeos se deben informar tanto las
interpretaciones para meningitis como las de no meningitis.

Resistencia a las fluoroquinolonas

El principal mecanismo de resistencia a las fluoroquinolonas
en S. pneumoniae es debido a mutaciones en las regiones deter-
minantes de resistencia a quinolonas (QRDR) tanto de la ADN
topoisomerasa IV (ParC y ParE) que es la diana primaria, como
de la ADN girasa (GyrA y GyrB) que es la diana secundaria. La
resistencia también puede adquirirse por recombinacién interes-
pecies con otros estreptococos, sin embargo, este mecanismo es
poco frecuente3!.

Deteccion fenotipica de la resistencia a las fluoroquinolonas

La deteccion de las cepas que presentan mutaciones de primer
nivel es importante para evitar fallos en el tratamiento anti-
microbiano. El Comité de I'’Antibiogramme de la Société Frangaise
de Microbiologie (SFM, 2010) recomienda la utilizacién de discos de
norfloxacino (5 pg) como método de cribado para detectar cepas
de neumococo con mutaciones de primer nivel, utilizando como
punto de corte de resistencia a aquellos halos de < 10 mm (tabla 6)3.
El medio utilizado es el agar Mueller-Hinton con 5% de sangre de
carneroy se requiere una incubacién de 20-24 h en atmésfera enri-
quecida con 5% de CO,. El principal inconveniente es la posibilidad
de obtener falsa resistencia (halos inferiores a 10 mm) en aquellas
cepas con fenotipo mucoso como las del serotipo 3. Esta técnica
puede realizarse directamente a partir de las botellas de hemocul-
tivo con crecimiento positivo en las que se sospeche la presencia
de S. pneumoniae®.

El Gltimo documento de EUCAST indica que las cepas salvajes
de S. pneumoniae no se deben considerar sensibles a ciprofloxa-
cino y por lo tanto se deben categorizar como de «sensibilidad
intermedia» a esta fluoroquinolona?2. Por su parte, el CLSI nunca
ha incluido a ciprofloxacino entre los antimicrobianos cuya sen-
sibilidad debe estudiarse en el antibiograma de S. pneumoniae
(tabla 6)!. Sin embargo, el valor de CMI de ciprofloxacino de 4 mg/L
propuesto por Chen et al. es el mas utilizado para detectar cepas
con mutaciones de primer nivel cuando se realiza microdilucién
en caldo (la técnica empleada es la misma que la descrita para
betalactimicos)32.
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