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RESUMEN 

La resistencia a los antibióticos se ha convertido en los últimos años en un grave 

inconveniente a nivel mundial. El tratamiento de las bacterias que poseen dichas 

resistencias cada vez supone un coste económico mayor a la par que un aumento de las 

muertes debido a su inefectividad. Los antibióticos -lactámicos y los glucopéptidos 

son dos de los principales grupos de antibióticos más empleados a la hora de tratar 

infecciones bacterianas, provocando a su vez una aparición de resistencia aún mayor 

hacia estos antibióticos. Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, es de suma 

importancia desarrollar métodos efectivos y baratos capaces de detectar clínicamente a 

dichas bacterias, como es el caso del medio estudiado en este trabajo: CRHOMID 

ESBL. Este medio está diseñado específicamente para detectar bacterias productoras de 

BLEE, no obstante, el objetivo de este estudio es evaluar su potencial a la hora de 

detectar otros tipos de resistencias gracias a la adición de discos de antibióticos. 

Paralelamente, se realizó un estudio epidemiológico de las colonizaciones por agentes 

multirresistentes de pacientes del Hospital Universitario Virgen de las Nieves en 

Granada. Los resultados mostraron un patrón de las cepas productoras de BLEE de 

sensibilidad a imipenem y cefoxitina, mientras que las productoras de carbapenemasas 

resultaron resistentes a cefoxitina en su gran mayoría. A pesar de estos modelos, el 

empleo de técnicas más sensibles para detectar resistencias no ha de descartarse. Por 

otro lado, se estudió la capacidad del medio a la hora de detectar bacterias 

grampositivas resistentes a vancomicina y resultó ser capaz de detectar enterococos 

resistentes a dicho antibiótico sin la necesidad de adicionar un disco de vancomicina. 

Por último, el estudio epidemiológico mostró colonizaciones bacterianas incluidos en la 

lista propuesta por la Organización Mundial de la Salud como los principales patógenos 

multirresistentes y, además, los frotis nasofaríngeos mostraron una mayor rentabilidad a 

la hora de detectar Staphylococcus aureus metiR y Stenotrophomonas maltophilia, en 

contraposición, los frotis rectales detectaron más eficientemente Klebsiella pneumoniae 

BLEE, Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa. No obstante, es necesario 

evaluar series más amplias. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El término antibiótico se refiere, en un amplio sentido, a un agente quimioterapéutico 

que inhibe o suprime el crecimiento de bacterias. Los primeros eran de origen natural, 

como por ejemplo penicilinas o estreptomicina, producidas por hongos o bacterias 

respectivamente. Hoy en día, se emplean tanto antibióticos naturales como sintéticos, 

que se agrupan según su mecanismo de acción o su estructura química (1). El empleo de 

antibióticos no es uniforme globalmente, pero existen ciertos grupos que mundialmente 

destacan más que otros por su consumo, efectos indeseables o espectro restringido, 

como son los  -lactámicos y los glucopétidos (2). 

 

1.1. Antibióticos -lactámicos. 

El grupo de antibióticos más utilizado a nivel global es el de los -lactámicos debido 

en gran parte a su amplio espectro de actuación bacteriana, ya que son activos tanto 

contra bacterias grampositivas como gramnegativas, entre las que se incluyen: 

Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Neisseria spp. o Pseudomonas aeruginosa (3,4). 

El principal mecanismo de acción de este grupo antimicrobiano es la inhibición del 

entrecruzamiento de peptidoglucano que llevan a cabo las proteínas fijadoras de 

penicilinas (PBP), provocando en la pérdida de integridad de la pared celular y por 

consiguiente la lisis celular (3,5–7). La principal característica de los antibióticos 

pertenecientes a este grupo es la presencia del anillo -lactámico. Dicho anillo va 

acompañado de un radical que, dependiendo de su naturaleza, discrimina entre los 

distintos conjuntos de antibióticos -lactámicos que se describe a continuación (Figura 

1) (8–10). 

Penicilinas. Su estructura se basa en la unión del anillo de tiazolidina al -lactámico 

y en la presencia de una cadena lateral unida al carbono 6 de este último. Pueden 

clasificarse, según su espectro de acción en: Penicilinas de primera generación, 

penicilinas anti-estafilocócicas, aminopenicilinas y penicilinas anti-pseudomonas (8–

10). 

Cefalosporinas. En el caso de las cefalosporinas, el anillo -lactámico se encuentra 

unido a dihidrotiazina, dando lugar a un grupo cefemo. Estas moléculas han sufrido a lo 
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largo del tiempo diversas modificaciones con el fin de ampliar su espectro de actividad 

y mejorar sus propiedades frente a la acción de -lactamasas. Dependiendo de su 

función general, las cefalosporinas se dividen en: cefalosporinas de primera generación 

(cefalotina, cefalexima o cefazolina), cefalosporinas de segunda generación (cefaclor, 

cefuroxima, y el grupo de las cefamicinas), cefalosporinas de tercera generación 

(cefotaxima, ceftazidima, cefixima o cefpodoxime) y cefalosporinas de cuarta 

generación (cefepima y cefpirome) (8,10–13). 

Monobactanes. Su estructura se basa en tan sólo un anillo -lactámico, y el único 

antibiótico que se aplica clínicamente es el aztreonam (8,10). 

Carbapenemes. Este grupo se caracteriza por la unión simultánea de un anillo 

insaturado de carbonos al anillo -lactámico y a una molécula de nitrógeno. Poseen el 

espectro de actividad frente a microorganismos más amplio dentro de esta familia. Los 

principales miembros de este grupo son: imipenem, ertapenem, meropenem y 

doripenem (3,8,10). 

 

Figura 1. Estructura química de: A, penicilinas; B, cefalosporinas; C, monobetalactámicos y D, 

carbapenemes (8). 
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1.2. Antibióticos Glucopéptidos 

Esta familia de antibióticos también actúa sobre la pared celular bacteriana, pero, a 

diferencia de los -lactámicos, los glucopéptidos inhiben la segunda fase de formación 

del peptidoglucano, estableciendo un complejo con la D-alanina del mismo. Su espectro 

de actividad es muy reducido, ya que tan sólo son activos frente a bacterias 

grampositivas como: Staphylococcus aureus, S. haemolyticus, Corynebacteryum spp. o 

Enterococcus spp.. El uso de los glucopéptidos es sólo hospitalario, ya que se emplean 

cuando se localizan infecciones provocadas por microorganismos resistentes a otras 

familias de antibióticos y su administración no controlada puede llegar a provocar cierto 

grado de toxicidad. Los principales glucopéptidos son vancomicina y teicoplanina 

(Figura 2) (10,14). 

 

Figura 2. Estructura química de la vancomicina (15). 

 

La época de innovación y progreso que el descubrimiento de los antibióticos supuso 

en lo que respecta al tratamiento de infecciones bacterianas se ha visto atenuada, desde 

el principio, por la aparición de microorganismos resistentes (16). La resistencia a los 

antibióticos se ha convertido en un grave problema a nivel mundial. 

 

1.3. Resistencia a los antibióticos -lactámicos y glucopéptidos 

Los principales sucesos que se deben llevar a cabo para que un microorganismo 

desarrolle resistencia a los antibióticos son fundamentalmente dos. En primer lugar, el 

organismo ha de entrar en contacto con la molécula antibiótica y, posteriormente, ha de 
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desarrollar un mecanismo de resistencia frente a ese antibiótico, a la vez que un proceso 

para transferir dicho mecanismo a la descendencia (17). Generalmente, una bacteria 

desarrolla resistencia frente a los antibióticos bien modificando la diana de acción del 

mismo o bien reduciendo la concentración del antibiótico, ya sea por la alteración de 

éste o por su flujo transmembrana (18).  

 

1.3.1. Mecanismos independientes de modificaciones del antibiótico 

La modificación de determinados genes involucrados en la actividad antibiótica 

puede llegar a causar resistencia a dichos antibióticos. Estos genes pueden codificar, por 

ejemplo, proteínas de membrana encargadas de introducir la molécula antibiótica en el 

interior de la célula, por lo que, si la expresión de este gen se ve comprometida, es 

posible que la concentración del antibiótico en el interior de la bacteria sea insuficiente 

para causar ningún daño. El caso contrario es el da las bombas de eflujo, encargadas de 

expulsar al exterior sustancias nocivas (como antibióticos). Si se produce una 

sobreexpresión de estas proteínas, la concentración antibiótica resultará insuficiente 

para poder funcionar con normalidad (18). 

A lo largo de los años, S. aureus ha desarrollado resistencia a diversos grupos de 

antibióticos como los -lactámicos, mermando su actividad. En un principio, las cepas 

de S. aureus se combatían haciendo uso de la penicilina (1941), aunque poco tiempo 

después ya comenzaron a aparecer los primeros casos de resistencia a este antibiótico, 

siendo considerado inútil frente a S. aureus tan solo dos décadas después. A finales de 

los 50 se desarrolló un nuevo tipo de penicilina semisintética denominada meticilina, la 

cual resultó ser muy efectiva ante estos patógenos. Dos años más tarde, se detectaron 

los primeros casos de S. aureus resistentes a meticilina, siendo clasificados como causa 

importante de infecciones nosocomiales (19,20). 

Al disminuir la tasa de eficiencia de meticilina, el uso de glucopéptidos como 

agentes antimicrobianos se vio incrementado notablemente. La vancomicina es el 

principal antibiótico de esta clase y resulta muy eficaz contra bacterias grampositivas, 

aunque cada vez es más frecuente la aparición de cepas resistentes a los glucopéptidos. 

A finales de los ochenta los primeros casos de enterococos (Enterococcus  faecium y 
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menos veces de E. faecalis) resistentes a vancomicina fueron detectados en Inglaterra, 

desde entonces, esta resistencia se ha propagado rápidamente a nivel mundial (21,22). 

Los principales mecanismos de resistencia a glucopéptidos son la modificación de la 

diana de unión de la vancomicina o supresión de dicha diana. Existen seis tipos de 

resistencia descritos hasta el momento. 

 VanA, que ocasiona niveles altos de desarrollo de resistencia frente a 

vancomicina y teicoplanina. 

 VanB, que produce niveles variables de resistencia tan sólo a vancomicina. 

 VanD, que conduce a niveles moderados de resistencia a ambas clases de 

glucopéptidos. 

 VanC, VanE y VanG, con niveles de resistencia bajos a vancomicina, pero 

susceptibles a teicoplanina. 

Los operones codificantes responsables de las resistencias tipo vanA y vanB pueden 

encontrarse tanto en plásmidos como en el propio cromosoma, mientras que para el 

resto sólo se encuentra en el cromosoma (23–25). 

 

1.3.2. Mecanismos dependientes de la modificación de los antibióticos -

lactámicos 

Al tratarse del grupo antimicrobiano más empleado a nivel global, la resistencia 

desarrollada hacia este tipo de antibióticos se ha convertido en uno de los problemas más 

importantes en lo que respecta a la salud pública (26). En general, la producción de -

lactamasas, enzimas capaces de degradar los antibióticos -lactámicos, es el método de 

resistencia más común. Existen numerosos tipos de -lactamasas, hecho que ha dado 

lugar a diversas clasificaciones de las mismas. Ambler, en 1980 realizó una primera 

clasificación basada en la estructura molecular de las enzimas (A-D). El grupo B recoge a 

enzimas metalo--lactamasas que necesitan Zn
+2

 para funcionar correctamente, mientras 

que los grupos A, C y D abarcan enzimas serín--lactamsas (27). En la clasificación de 

Bush propuesta en 1988 descrita a continuación, no sólo se tiene en cuenta la estructura 

molecular de las enzimas, sino que también cuenta con la clase de substrato y la 

capacidad para inhibir de las mismas (8,28–33).  
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 Grupo 1. Este grupo engloba las enzimas de la clase C de Ambler. Su 

actividad no se ve inhibida por la acción de inhibidores de -lactamasas como 

el ácido clavulánico, además de ser efectivas contra cefamicinas (cefoxitina). 

Las bacterias poseedoras de resistencia tipo AmpC también se incluyen en 

este primer grupo (Tabla 1) (8,30,33). 

 Grupo 2. Se incluyen serín--lactamasas entre las que se encuentran enzimas 

de las clases A y D de Ambler, que, a su vez, se encuentra repartido en seis 

subgrupos cuyas principales características se recogen en la tabla 1. Dentro 

de esta clasificación el grupo 2be abarca las -lactamasas de espectro 

extendido (BLEE). Su actividad se ve mermada por la acción de los 

inhibidores de -lactamasas y por lo general dichas enzimas se encuentran 

codificadas en plásmidos (Tabla 1) (8,30,33). 

 Grupo 3. Este tercer grupo está compuesto por metalo--lactamasas, las 

cuales requieren del ión zinc para funcionar y corresponde según la 

clasificación de Ambler con la clase B. El material genético de la mayoría de 

las enzimas del grupo se encuentra en el cromosoma. Como en el caso del 

primer grupo, la acción de estas enzimas no se ve afectada por los inhibidores 

de -lactamasas, aunque, debido su dependencia del zinc, su actividad se 

puede anular mediante agentes quelantes tales como EDTA (Tabla 1) 

(8,30,33). 

 Grupo 4. Las penicilinasas cuya acción no se ve inhibida por ácido 

clavulánico se incluyen en este grupo. En cuanto a las clases de Ambler, no 

se ha encontrado por el momento ninguna correspondencia. Su codificación 

es cromosómica (Tabla 1) (8,30,33). 
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Tabla 1. Clasificación de las -lactamasas (30). 

Bush y 

Jacoby 

(2010) 

Ambler 

(1980) 
Substrato 

Inhibido por 

Características 
Enzimas 

representativas Clavulánico o 

Tazobactam 
EDTA 

1 C 
Cefalospori

nas 
No No 

Mayor hidrólisis 

de 

cefalosporinas 

que 

bencilpenicilinas 

hidrólisis de 

cefamicinas 

AmpC, P99, 

ACT-1, 

CMY-2, 

FOX-1,  

MIR-1 

1e C 
Cefalospori

nas 
No No 

Hidrólisis 

elevada de 

ceftazidime y de 

otros oxiimino-

-lactámicos 

GC1,      

CMY-37 

2a A Penicilinas Sí No 

Mayor hidrólisis 

de 

bencilpenicilinas 

que de 

cefalosporinas 

PC1 

2b A 

Penicilina, 

cefalosporin

as 1ª 

generación 

Sí No 

Hidrólisis 

similar de 

bencilpenicilinas 

y de 

cefalosporinas 

TEM-1, 

TEM-2, SHV-

1 

2be A 

Cefalospori

nas 1-4ª 

generación, 

monobac-

tam 

Sí No 

Hidrólisis 

elevada de 

oxiimino--

lactámicos 

(cefotaxima, 

ceftazidima, 

ceftriaxona, 

cefepima, 

aztreonam) 

TEM-3, SHV-

2, CTX-M-

15, PER-1, 

VEB-1 

2br A Penicilinas No No 

Resistente a 

ácido 

clavulánico, 

sulbactam y 

tazobactam 

TEM-30, 

SHV-10 

2ber A 

Cefalospori

nas 1-4ª 

generación, 

monobac-

tam 

No No 

Hidrólisis 

elevada de 

oxiimino--

lactámicos y 

resistencia a 

clauvulánico, 

sulbactam y 

TEM-50 
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tazobactam 

2c A 
Carbenici-

lina 
Sí No 

Hidrólisis 

elevada de 

carbenicilina, 

cefepima y 

cefpiroma 

RTG-4 

2ce A 

Carbenici-

lina, 

cefepime 

Sí No   

2d D Cloxacilina Variable No 

Hidrólisis 

elevada de 

cloxacilina y 

oxacilina 

OXA-1, 

OXA-10 

2de D 

Cefalospori

nas 1-4ª 

generación 

Variable No 

Hidrólisis de 

cloxacilina, 

oxacilina y 

oxiimino--

lactámicos 

OXA-11, 

OXA-15 

2df D 
Carbapene

mas 
Variable No 

Hidrólisis de 

cloxacilina, 

oxacilina y 

carbapenemas 

OXA-23, 

OXA-48 

2e A 

Cefalospor. 

1-4ª 

generación 

Sí No 

Hidrólisis de 

cefalosporinas. 

Inhibición por 

ácido 

clavulánico pero 

no por 

aztreonam 

CepA 

2f A 
Carbapene-

mas 
Variable No 

Hidrólisis 

elevada de 

carbapenemas, 

oximino--

lactámicos y 

cefamicinas 

KPC-2, IMI-

1, SME-1 

3a 

B(B1) 
Carbapene

mas 
No No 

Hidrólisis de 

amplio espectro 

que incluye 

carbapenemas 

pero no 

monobactámicos 

IMP-1, VIM-

1, Ccr-A, 

IND-1 

B(B3) 
Carbapene

mas 
No Sí 

L-1, CAU-1, 

GOB-1, FEZ-

1 

3b B(B2) 
Carbapene

mas 
No Sí 

Hidrólisis de 

carbapenemas 
CphA, Sfh-1 

No 

Incluido - 
Penicilinas No - - Penicilinasa 
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Las carbapenemasas tienen un gran interés clínico. Son capaces de hidrolizar no sólo 

a los carbapenémicos, sino también a un amplio espectro de -lactámicos. Su actividad 

no se ve afectada por la acción de los inhibidores de -lactamasas. Según la 

clasificación de Ambler, las carbapenemasas coinciden con tres de sus clases descritas 

posteriormente: A, B y D (Tabla 1) (8,33,34). 

o Clase A. El tipo más importante dentro de este grupo hace referencia 

a las KPC, codificadas plasmídicamente. IMI también pertenece a esta 

clase de carbapenemasas, y dichas enzimas son capaces de hidrolizar 

penicilinas, algunas cefalosporinas, aztreonam y carbapenémicos. A 

diferencia de las KPC, las IMI se encuentran codificadas 

cromosómicamente (8,33,34).  

o Clase B. Se incluyen carbapenemasas que actúan frente a todos los -

lactámicos exceptuando a los monobactámicos. Al ser inhibidadas por 

agentes quelantes como EDTA, reciben el nombre de enzimas metalo-

-lactamasas. Las enzimas VIM, que suelen estar codificadas en 

integrones, son las más características dentro de la clase B (8,33,34). 

o Clase D. A esta clase pertenecen las enzimas denominadas OXA. Su 

acción hidrolítica afecta a cloxacilina, oxacilina y carbapenémicos. 

OXA-48 (comúnmente encontrada en Klebsiella pneumoniae) posee 

una actividad carbapenémica mayor que el resto de esta clase de 

enzimas (8,33). 

 

1.4. Principales bacterias de interés clínico resistentes a antibióticos -

lactámicos y glucopéptidos 

Son muchos los grupos bacterianos que desarrollan resistencia a los antibióticos por 

los mecanismos anteriormente expuestos. La Organización Mundial de la Salud (OMS) 

ha decretado una lista de los principales patógenos resistentes a antibióticos, entre los 

que se encuentran los microorganismos de este apartado que se incluyen en este trabajo, 

y que pueden llegar a ser una amenaza global (35): 
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Prioridad 1: Crítica. 

 Bacterias gramnegativas pertenecientes a la especie Acinetobacter baumannii 

resistentes a carbapenémicos. 

 Bacterias gramnegativas pertenecientes a la especie Pseudomonas aeruginosa 

resistentes a carbapenémicos. 

 Los integrantes de la familia Enterobacteriaceae resistentes a 

carbapenémicos y/o productoras de BLEE. 

Prioridad 2: Elevada. 

 Bacterias grampositivas de la especie Enterococcus faecium resistentes a 

vancomicina. 

 S. aureus resistente a meticilina, con sensibilidad disminuida y resistencia a 

vancomicina. 

 Bacterias gramnegativas de la especie Helicobacter pylori resistente a 

claritromicina. 

 Especies del género Campylobacter resistentes a fluoroquinolonas. 

 Especies del género Salmonella resitentes a fluoroquinolonas. 

 Bacterias gramnegativas pertenecientes a la especie Neisseria gonorrhoeae 

resistentes a cefalosporina de tercera generación y/o a fluoroquinolonas. 

Prioridad 3: Media. 

 Bacterias grampositivas de la especie Streptococcus pneumoniae no sensibles 

a penicilina. 

 Bacterias gramnegativas pertenecientes a la especie Haemophilus influenzae 

resistentes a ampicilina. 

 Especies del género Shigella resistentes a fluoroquinolonas. 

Los cuatro primeros microorganismos tienen una especial importancia clínica y serán 

objetos de estudio en este trabajo de fin de máster. 

A. baumannii es un patógeno oportunista gramnegativo capaz de causar infecciones, 

tales como neumonía, bacteriemia, meningitis, infecciones del tracto urinario y 

peritonitis, entre otros. A nivel hospitalario, hace unos años, este patógeno no 

conllevaba ningún tipo de problema a la hora de tratarlo, aunque, debido al creciente 

número de cepas resistentes a cada vez más tipos de antibióticos, A. baumannii 
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encabeza la lista propuesta por la OMS de patógenos prioritarios para el desarrollo de 

nuevos antibióticos (36–38). 

P. aeruginosa es una bacteria gramnegativa muy ubicua, crece en tejidos tanto de 

origen animal como vegetal, a la vez que en suelos, pantanos y hábitats marinos 

costeros. Se trata de un patógeno oportunista fuente de bacteriemias, enfermedades del 

tracto urinario, neumonía y es la causa predominante de morbilidad y mortalidad en 

pacientes con fibrosis quística. Como en el caso de A. baumannii, cada vez la resistencia 

presentada por P. aeruginosa a los antibióticos es mayor, por lo que dicha bacteria se 

encuentra dentro de la prioridad 1  (39–41). 

La familia Enterobacteriaceae son bacterias gramnegativas que forman parte de la 

microbiota normal del cuerpo humano, y cierran la lista de prioridad crítica propuesta 

por la OMS. Klebsiella, Escherichia y Enterobacter son tres de los principales géneros 

de dicha familia, y son capaces de provocar infecciones severas, como neumonía, 

infección del torrente sanguíneo y del tracto urinario, entre otras. Las enterobacterias 

productoras de BLEE han forzado el empleo de carbapenémicos para hacerles frente, lo 

que ha facilitado el desarrollo de bacterias productoras de carbapenemasas y, por lo 

tanto, resistentes a su efecto antimicrobiano (42–44).  

Finalmente, los enterococcos resistentes a vancomicina son bacterias grampositivas. 

Forman parte de la microbiota normal del cuerpo, aunque determinadas especies, como 

Enterococcus faecium o E. faecalis, se encuentran dentro del conjunto de bacterias 

causantes de infecciones oportunistas. La aparición de cepas resistentes a vancomicina 

se ha dado en sobre todo en países en vía de desarrollo, sin embargo, la transmisión de 

dichas cepas se ha visto acelerada gracias a la globalización, convirtiéndose en una 

importante amenaza a nivel mundial (45,46). 

Una vez se diagnostica la infección por estos patógenos, es de vital importancia que 

sea detectada su presencia por estudios de colonización del tracto digestivo de las 

personas enfermas y sus contactos. 
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1.5. Detección fenotípica rápida de bacterias resistentes a -lactámicos y 

glucopéptidos 

Los inconvenientes tanto económicos como humanos que las bacterias 

mutirresistentes provocan, ha forzado el desarrollo de métodos rápidos y eficaces para 

detectarlos (47–49). Las enterobacterias productoras de BLEE es uno de los grupos 

bacterianos que más preocupa como agentes de infección relacionados con la asistencia 

sanitaria en hospitales, por lo que ha aumentado el número de técnicas disponibles para 

su detección. Un ejemplo son las placas CHROMID ESBL (bioMérieux, Francia) con 

número de patente US 2012/0122148 A1, que contienen substratos cromogénicos 

capaces no sólo de detectar enterobacterias productoras de BLEE, sino que, además, 

gracias a esta mezcla de substratos, son capaces de identificar presuntivamente, gracias 

al color de las colonias, la bacteria directamente crecida en la placa (50–52). 

Este medio contiene una mezcla variada de antibióticos, entre los que se incluye 

cefpodoxime, cefalosporina de tercera generación elegida como marcador para la 

identificación de enterobacterias productoras de BLEE. Tres son los principales colores 

que pueden aparecer en CHROMID ESBL según el substrato utilizado. El primero de 

éstos es el rosa/borgoña, característico de Escherichia coli, el segundo, puede ser verde, 

verde marronáceo o azulado, y hace referencia a Klebsiella, Enterobacter, Serratia o 

Citrobacter y, la tercera y última coloración es marrón oscuro/claro, la cual representa a 

Proteus, Providencia o Morganella. Desde su entrada en el mercado, varias han sido las 

investigaciones que han probado la eficacia de este medio, la gran mayoría de éstas, 

coinciden en que CHROMID ESBL es un método rápido y fiable a la hora de detectar 

eficazmente enterobacterias productoras de BLEE (50–53). 

Otro procedimiento para detectar las bacterias productoras de BLEE crecidas sobre 

medios cromogénicos, como BBL-CHROMagar (BectonDickinson-BD, USA) (54), es 

la técnica de la doble difusión con discos, que consiste en inocular la placa a la que se le 

añade posteriormente dos discos, uno de una cefalosporina de segunda generación y 

otro conteniendo ácido clavulánico. También la prueba se puede realizar aplicando 

discos de cefalosporinas de tercera generación, con y sin ácido clavulánico. Si en lugar 

de discos, se utilizan tiras de E-test de cefalosporinas de tercera generación con ácido 

clavulánico, se puede conocer además la concentración mínima inhibitoria (CMI) del 

antibiótico. Los procedimientos descritos anteriormente proporcionan información tan 
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rápidamente como la placa CHROMID ESBL, pero no son tan fiables, son más 

laboriosos y resultan más costosos económicamente. Por otro lado, existen bioensayos, 

como la prueba de Masuda, en la que se emplea una cepa indicadora que resulta ser 

sensible a los productos producidos por las -lactamasas (55,56). 

La resistencia a vancomicina por parte de enterococos, también supone una amenaza 

para la salud pública, por lo que su rápida y eficaz detección es fundamental. Los 

métodos más efectivos a la hora de detectar la resistencia a la vancomicina 

corresponden a los análisis genéticos, ya que pueden proporcionar información tanto de 

la especie bacteriana presente, como del tipo de resistencia que posee. El principal 

inconveniente de estos procedimientos es el elevado coste económico que implica su 

empleo, lo que dificulta su uso en los controles rutinarios de un hospital. Existen 

métodos fenotípicos rápidos como el uso de placas cromogénicas con las muestras 

clínicas a las que se les añade discos de antibióticos, o tiras de E-Test, que resultan muy 

efectivos para detectar el nivel de resistencia a un determinado antibiótico pero que 

conllevan un proceso más laborioso. Existen también medios cromogénicos diseñados 

específicamente para la detección de este tipo de bacterias, como es el caso de 

CHROMID VRE (bioMérieux, Francia), que permite diferenciar mediante colores los 

E. faecium vancoR de los E. faecalis vancoR (57,58), o de CHROMagar VRE (BD 

Diagnostics) (54). 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

La detección rápida y eficaz de bacterias resistentes es de suma importancia en la 

práctica clínica. Además, esta debe ser lo más económica, rápida, sencilla y abierta a la 

posible presencia de bacterias multirresistentes emergentes y reemergentes. Así el 

empleo de medios cromogénicos transparentes, como el CHROMID ESBL diseñado 

inicialmente para recuperar sólo enterobacteria productores de BLEE desde frotis 

rectales, podría se una alternativa que cumpla los aspectos anteriores de forma eficaz 

mediante la adición de discos de antibióticos, que permita detectar otros tipos de 

mecanismos de resistencia.  

La hipótesis propuesta en este trabajo es que CHROMID ESBL podría no sólo 

diferenciar entre bacterias gramnegativas multirresistentes, sino que, además, podría 

detectar bacterias grampositivas resistentes a vancomicina.  

El objetivo general de este trabajo de fin de máster fue comprobar el comportamiento 

de bacterias gramnegativas, conteniendo los distintos tipos de resistencia descritos, en 

las placas de cultivo CHROMID ESBL, a la par que observar la selección de las 

bacterias grampositivas en dichos medios.  

Todo ello a través de los siguientes objetivos específicos: 

A. Analizar el comportamiento en las placas de cultivo CHROMID ESBL, tras 

añadir tres discos de antibióticos (cefepime, cefoxitina e imipenem), de 

distintas cepas bacterianas gramnegativas conteniendo diferentes tipos de 

resistencias.  

B. Evaluar la conducta de las bacterias grampositivas resistentes y sensibles a 

vancomicina, con el fin de analizar el potencial de selección de este medio. 

C. Realizar un estudio prospectivo de la presencia de colonizaciones por 

bacterias multirresistentes en pacientes hospitalizados en el Hospital 

Universitario Virgen de las Nieves de Granada.  
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. Estudio retrospectivo 

Aislados clínicos. Para el análisis del comportamiento de las bacterias 

gramnegativas, con distintos mecanismos de resistencia a los antibióticos según los 

datos del CLSI 2018, en el medio CHROMID ESBL se usó el banco de cepas 

congeladas del Servicio de Microbiología del Hospital Universitario Virgen de las 

Nieves de Granada constituidos por 182 aislados clínicos de diferentes localizaciones: 

85 aislados con BLEE (43 K. pneumonie; 38 E. coli; 2 Proteus mirabilis), 57 

productores de carbapenemasas de tipo KPC (8 K. pneumoniae), IMP (16 P. 

aeruginosa; 1 K. pneumoniae), VIM (4 Enterobacter cloacae; 3 K. pneumonie; 3 

Klebsiella oxytoca; 1 P. aeruginosa; 1 E. coli) y OXA (15 A. baumannii; 4 K. 

pneumonie; 1 K. oxytoca), 37 con AmpC y resistentes a cefotaxima (16 E. cloacae; 7 E. 

coli; 2 Citrobacter freundii; 2 Enterobacter aerogenes; 2 P. mirabilis; 2 K. pneumonie; 

1 K. oxytoca; 1 Raoutella ornithinolytica; 1 Serratia marcescens; 1 Citrobacter 

amalonaticus;) y 3 Stenotrophomonas maltophilia.  

Para el estudio de bacterias grampositivas, se incluyeron 59 aislados clínicos: 37 

vancomicina sensible (VancoS) (12 E. faecalis; 9 Staphylococcus haemolitycus; 9 S. 

aureus; 6 E. faecium; 1 Staphylococcus; epidermidis) y 22 vancomicina resistente 

(vancoR) (21 E. faecium; 1 Enterococcus gallinarum), según los datos del CLSI 2018. 

Para su identificación se empleó el sistema MicroScan (Siemens Healthcare 

Diagnostics, Alemania) y espectrometría de masas (Maldi-Tof®, Bruker Daltonik 

GmbH, Alemania).  

Para los estudios de sensibilidad se empleó el sistema MicroScan, con posterior 

determinación, en su caso, de la carbapenemasa mediante prueba colorimétrica 

Rapidec® Carba NP (Biomerieux, Francia), inmunocromatografía (NG-Test Carba, NG 

Biotech, Francia; y OXA-23 K-Set, CorisBioConcept, Bégica), o de la resistencia a 

vancomicina mediante mediante E-test (MIC Strip, Liofilchem), y confirmación en el 

Laboratorio de Tipado Molecular de Andalucía del Programa PIRASOA (España).  
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Investigación del crecimiento en el medio CHROMID ESBL modificado de las 

bacterias gramnegativas.  

El medio de cultivo CHROMID ESBL con número de patente US 2012/0122148 A1 

está constituido por una base que contiene diferentes peptonas, además de una mezcla 

de antibióticos entre los que se encuentra cefpodoxima (cefalosporina de tercera 

generación) y dos substratos cromogénicos y otro natural.  

Para la siembra de los aislados se utilizaron dos bolas, provenientes del vial de 

congelación, haciéndolas rodar sobre una placa de URISELECT4 (BioRad, Francia), 

que se incubó 37ºC durante 24h, para comprobar su pureza. Se prepararon suspensiones 

al 0,5 en la escala de McFarland (1,5*10
9
 u.f.c./ml) desde colonias en agar sangre. 

Posteriormente se empapó un escobillón esterilizado con la suspensión homogeneizada, 

se eliminó el exceso de líquido y se sembró en masa sobre media placa CHROMID 

ESBL. Haciendo uso del asa de siembra de 5l, la carga bacteriana se sembró en estría 

en su zona final (Figura 3). Seguidamente, se colocaron equidistantes en la zona de 

siembra en masa, los tres discos de antibióticos a probar: cefepime (FEP) (30 g, 

Becton Dickinson, EE. UU.), cefoxitina (FOX) (30 g, Becton Dickinson) e imipenem 

(IMP) (10 g, Becton Dickinson), para medir la presencia de crecimiento y de halos 

alrededor de los discos anteriores (Figura 4). Todas las placas fueron incubadas hasta 

48h a 37ºC, con lecturas a las 24 y 48 horas. Si el halo de inhibición fue > a 1,5 cm a las 

24 horas de su colocación se interpretó como sensible al mismo, y resistente en caso 

contrario.  
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Figura 3. Representación gráfica de la siembra en estría llevada a cabo en el laboratorio. A, B, C y D 

hacen referencia al orden del procedimiento. 

 

 

Figura 4. Representación de la colocación de los tres discos de antibióticos. 

 

Investigación del crecimiento de las bacterias grampositivas resistentes o 

sensibles a vancomicina.  

Los aislados se descongelaron y se extendieron sobre la placa CHROMID ESBL de 

forma similar al procedimiento anterior. En este caso se adicionó, además de los tres 



 

 

18 

discos de antibióticos anteriormente nombrados, uno de vancomicina (VA), distante del 

de IMP. El procedimiento de lectura e interpretación fue el mismo que para las bacterias 

gramnegativas.  

 

3.2. Estudio prospectivo 

Muestras clínicas. Se utilizaron muestras de pacientes de edad superior a los 14 

años. Todas las muestras fueron analizadas en el Servicio de Microbiología del Hospital 

Universitario Virgen de las Nieves de Granada, que atiende a una población aproximada 

de 440.000 personas. Entre el 1 de noviembre del 2.018 y el 30 de abril del 2.019 se 

estudiaron microbiológicamente 1.007 muestras de 441 pacientes (algunos con varios 

episodios) por sospecha de colonización por bacterias multirresistentes, que incluyeron 

S. aureus meticilin resistentes, enterococos resistentes a vancomicina, Pseudomonas 

productoras de carbepenemasas, Acinetobacter baumannii, y otros bacilos 

gramnegativos no fermentadores de la glucosa, Klebsiella BLEE y enterobacterias 

productoras de carbapenemasas. Las muestras analizadas fueron: frotis rectales (649), 

frotis faringoamigdalar (314) y muestras de otras localizaciones (44). Las muestras se 

sembraron en medio CHROMID ESBL y en medio MRSAII (BIORAD), específico 

para las detección de S. aureus meticilin resistentes. 

 

Procesamiento de muestras y análisis del crecimiento de los microorganismos en 

el medio CHROMID ESBL.  

Tras el registro de la muestra del/la paciente, se inocularon las placas mediante la 

extensión del contenido del escobillón recibido sobre la primera mitad de la placa 

CHROMID ESBL. Haciendo uso del asa de siembra de 5l, la carga bacteriana se 

sembró en estría en su zona final y finalmente se le añadieron los tres discos de interés 

(Figura 4). Todas las placas fueron incubadas hasta 48h a 37ºC y leídas a las 24 y 48h 

antes de emitir el resultado. 

Tres fueron las posibles situaciones de resultados a evaluar:  

a) Ausencia de crecimiento bacteriano tras 48 horas de incubación. 
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b) Crecimiento de uno o varios morfotipos a las 24 horas, pero con carga bacteriana 

insuficiente para valorar la presencia de halos. En estos casos se extendió cada tipo de 

colonia diferente, de interés clínico, mediante el asa de siembra de 5l, en el medio con 

los tres discos de antibióticos, de nuevo, y se reincubaron las placas a 37ºC durante 24h. 

c) Crecimiento con carga bacteriana suficiente para llevar a cabo el análisis, tras las 

primeras 24 horas de incubación. En estos casos se anotaron los resultados obtenidos en 

su morfología, coloración y sensibilidad a los antibióticos. La placa fue reincubada y se 

actuó como en el punto anterior si fue necesario.  

La identificación de aislados se realizó mediante espectrometría de masas (Maldi-

Tof®, Bruker Daltonik GmbH, Alemania). Para los estudios de sensibilidad se empleo 

el sistema MicroScan, con posterior determinación, en su caso, de la carbapenemasa 

mediante prueba colorimétrica Rapidec® Carba NP (BioMerieux), inmocromatografía 

(NG-Test Carba, NG Biotech; y OXA-23 K-Set, CorisBioConcept), o de la resistencia a 

vancomicina mediante mediante E-test (MIC Strip, Liofilchem), y confirmación en el 

Laboratorio de Tipado Molecular de Andalucía del Programa PIRASOA (España).  

 

Análisis del crecimiento de los microorganismos en el medio MRSAII.  

Se inocularon las placas mediante la extensión del contenido del escobillón recibido 

sobre la primera mitad de la placa MRSAII (BIORAD). Haciendo uso del asa de 

siembra de 5l, la carga bacteriana se sembró en estría en su zona final. Todas las 

placas fueron incubadas hasta 48h a 37ºC y leídas a las 24 y 48h antes de emitir el 

resultado. Las colonias sospechosas de ser S. aureus meticilinR se identificaron 

mediante espectrometría de masas (Maldi-Tof®).  

El protocolo del estudio se llevó a cabo conforme con la Declaración de Helsinki y 

las normas de la Comisión Local de Ética e Investigación Sanitaria. Este fue un estudio 

no intervencionista, con ninguna investigación adicional a los procedimientos rutinarios. 

El material biológico se utilizó sólo para el diagnóstico estándar de colonización por 

bacterias multirresistentes, siguiendo las prescripciones de los médicos. No se realizó 

muestreo adicional ni modificación del protocolo diagnóstico de rutina. Se realizaron 

los análisis de datos utilizando una base de datos anónima. Por lo tanto, no se consideró 
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necesario obtener el consentimiento informado, según lo señalado por las pautas éticas 

internacionales para la investigación relacionada con la salud en seres humanos de la 

Organización Mundial de la Salud. La entidad que concedió el permiso para acceder a 

los datos y utilizarlos fue la Unidad de Gestión Clínica de Microbiología y Parasitología 

del Hospital Virgen de las Nieves de Granada, España. 

Se realizó un análisis descriptivo de los datos, en el que se calcularon las frecuencias 

absolutas y relativas para las variables categóricas. Los datos se analizaron con el 

software Microsoft Excell 2.010. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Estudio retrospectivo 

4.1.1. Comportamiento en el medio de cultivo con discos de los aislados 

gramnegativos 

Las distintas bacterias que crecieron en el medio CHROMID ESBL mostraron una 

coloración diferente dependiendo de las especies (Figura 5). K. pneumoniae creció 

como colonias de un color verdeazulado, por el contrario K. oxytoca exhibió un tono 

verde-marronáceo, que recordó a P. mirabilis, aunque esta última presentaba tonos más 

oscuros. La coloración de P. aeruginosa osciló entre blanca, blanca marronácea y 

marrón oscuro. Las colonias de A. baumannii resultaron ser blancas, opacas y convexas. 

En lo que respecta a los Enterobacter, tanto a E. cloacae como E. aerogenes, ambas 

especies mostraron coloración semejante verdemarronácea. Lo mismo sucedió con las 

dos especies del género Citrobacter (C. freundii y C. amalonaticus), ambas presentaron 

color marrón claro. En cuanto a E. coli, se observó un tono burdeos exclusivo. Por 

último, S. maltophilia presentó colores entre blanco transparente y un color verde que 

partió del centro de la colonia. 

 

Figura 5. Coloración de las distintas especies estudiadas en la placa CHROMID ESBL. A, K. 

pneumoniae; B, K. oxytoca; C, P. mirabilis; D, Citrobacter spp.; E, E. coli; F y G, P. aeruginosa; H, S. 

maltophilia; I y J, E. cloacae; K, A. baumannii. 
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Las lecturas de placas tanto a las 24h como a las 48h mostraron el mismo resultado 

en la interpretación de los resultados. Éstos se han estructurado según el mecanismo de 

resistencia de las bacterias evaluadas (Tabla 2). Todos los aislados de K. pneumoniae, 

E. coli y P. mirabilis productores de BLEE mostraron crecimiento en placa, dando 

como resultado un rendimiento del 100% para la recuperación de este tipo de 

microorganismos. 

En cuanto a los aislados productores de carbapenemasas, sólo 1 (6,2%) P. 

aeruginosa productora de IMP, de las 16 estudiadas, no creció en el medio evaluado; 

únicamente 1 (33,3%) K. pneumoniae productora de VIM, de las 3 estudiadas, no creció 

en el medio evaluado; finalmente, ningún aislado de los tres de K. oxytoca, productores 

de OXA, creció en el medio. 

En lo que respecta a los aislados con AmpC, que mostraron resistencia a cefotaxima, 

R. ornithinolytica y S. marcescens no mostraron crecimiento alguno en la placa, 

mientras que para C. freundii el medio mostró un rendimiento del 50%, para E. coli del 

57,1%, y para P. mirabilis del 50%. Para el resto de los microorganismos la 

recuperación fue del 100% de los aislados. 
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Tabla 2. Número de aislados, porcentaje por microorganismos y porcentaje medio por tipo de 

resistencias que mostraron crecimiento en el medio CHROMID ESBL. 

Mecanismo de 

resistencia 
Microorganismo 

Nº de 

aislados 

Crecimiento 

positivo (%) 

% Medio de 

Crecimiento 

BLEE 

Klebsiella pneumoniae 43 43 (100) 

100 Proteus mirabilis 2 2 (100) 

Escherichia coli 38 38 (100) 

Carbapenema-

sas 

KPC Klebsiella pneumoniae 8 8 (100) 100 

94,7 

IMP 
Pseudomonas aeruginosa 16 15 (93,7) 

94,1 
Klebsiella pneumoniae 1 1 (100) 

VIM 

Enterobacter cloacae 4 4 (100) 

91,7 
Klebsiella 

pneumoniae 3 2 (66,7) 

oxytoca 3 3 (100) 

Pseudomonas aeruginosa 1 1 (100) 

Escherichia coli 1 1 (100) 

OXA 

Acinetobacter baumannii 15 15 (100) 

95 
Klebsiella 

pneumoniae 4 4 (100) 

oxytoca 1 0 (0) 

AmpC 

Citrobacter 
freundii 2 1 (50) 

80 

amalonaticus 1 1 (100) 

Escherichia coli 7 4 (57,1) 

Enterobacter 
cloacae 16 16 (100) 

aerogenes 2 2 (100) 

Proteus mirabilis 2 1 (50) 

Klebsiella 
pneumoniae 2 2 (100) 

oxytoca 1 1 (100) 

Raoutella ornithinolytica 1 0 (0) 

Serratia marcescens 1 0 (0) 

Otros mecanismos Stenotrophomonas maltophilia 3 3 (100) 100 

 

En la tabla 3 se reflejan los resultados de la presencia de halos > 1,5 cm alrededor de 

los discos de IMP, FEP y FOX. Todos los aislados con BLEE fueron sensibles a IMP y 

FOX; la sensibilidad a FEP fue variable (Figura 6). 

De los productores de carbapenemasas, la totalidad de P. aeruginosa (tanto 

productoras de VIM como IMP) resultaron ser resistentes a IMP y a FOX, con 

sensibilidad variable a FEP. En lo que respecta a K. pneumoniae productores de KPC, 3 

aislados presentaron resistencia a IMP, siendo los otros 5 casos sensibles a IMP y FEP, 

con resistencia variable a FOX, mientras que el único aislado de K. pneumoniae 

productor de IMP mostró resistencia a FOX, al igual que los dos casos de K. 

pneumoniae productores de VIM estudiados. K. oxytoca productor de VIM presentó 

sensibilidad a FEP e IMP, con resistencia variable a FOX, del mismo modo que E. 
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cloacae (VIM). E. coli (VIM) y K. pneumoniae (OXA) no mostraron resistencia a 

ningún disco de antibiótico ensayado. Por último, de los 15 aislados de A. baumannii, 1 

aislado resultó ser resistente a los tres antibióticos, mientras que la gran mayoría (14) 

fueron resistentes a FOX. 

En cuanto al tipo de resistencia AmpC, E. aerogenes mostró resistencia a FOX, y 

sensibilidad a FEP e IMP, en cambio, E. cloacae 12 de los 16 aislados estudiados 

presentaron el mismo tipo de fenotipo que E. aerogenes. 1 además de ser resistente a 

FOX, también lo fue a FEP, los 3 aislados restantes fueron sensibles a FOX e IMP, con 

sensibilidad variable a FEP. La totalidad de los géneros Citrobacter, Escherichia y 

Klebsiella resultaron ser sensibles a los tres antibióticos. Por último, P. mirabilis obtuvo 

el fenotipo contrario, resistente a FOX, FEP e IMP.  

Por último, los tres aislados de S. maltophilia mostraron resistencia tanto a FOX 

como a IMP, pero sensibilidad frente a FEP. 
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Tabla 3. Número de aislados que mostraron halos > 1,5 cm (sensibilidad -S-) o no (resistencia -R-) a 

los discos de cefoxitina (FOX), cefepime (FEP) e imipenem (IMP) según el tipo de resistencia. 

 IMP S S R S R S 

Total  FEP S R R S S R 

 FOX S S R R R R 

*O.M. S. maltophilia ****- - - - 3 - 3 

AmpC 

K. oxytoca 1 - - - - - 1 

K. pneumoniae 2 - - - - - 2 

P. mirabilis - - 1 - - - 1 

E. aerogenes - - - 2 - - 2 

E. cloacae 2 1 - 12 - 1 16 

E. coli 4 - - - - - 4 

C. amalonati1cus 1 - - - - - 1 

C. freundii 1 - - - - - 1 

**CBP 

OXA 

K. pneumoniae 4 - - - - - 4 

A. baumannii - - 1 14 - - 15 

VIM 

E. coli 1 - - - - - 1 

P. aeruginosa - - 1 - - - 1 

K. oxytoca 2 - - 1 - - 3 

K. pneumoniae - - - 2 - - 2 

E. cloacae 1 - - 3 - - 4 

IMP 

K. pneumoniae - - - 1 - - 1 

P. aeruginosa - - 5 - 10 - 15 

KPC K. pneumoniae 4 - 3 1 - - 8 

***BLEE 

P. mirabilis 2 - - - - - 2 

E. coli 38 - - - - - 38 

K. pneumoniae 36 7 - - - - 43 

* Otros Mecanismos; ** Carbapenemasas; ***-lactamasas de espectro extendido; ****ningún 

aislado de este tipo fue analizado. 
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Figura 6. Ejemplos del comportamiento de algunos aislados: A, K. pneumoniae BLEE; B, P. 

aeruginosa con IMP y C, A. baumannii con OXA, en la placa CHROMID BLEE con los discos de FOX, 

FEP e IMP. 

 

4.1.1. Comportamiento en el medio de cultivo con discos de aislados 

grampositivos 

Los enterococos crecidos en la placa CHROMID ESBL presentaron colonias 

puntiformes de una coloración verde azulado (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Coloración de un aislado de enterococo vancoR. 

  

 Ninguno de los aislados de estafilococos creció en el medio de cultivo. En el 

caso de los Enterococcus, sólo crecieron en el medio los 18 aislados vancoR de E. 

faecium bajo la actividad del disco de vancomicina; 5 de los 12 aislados de E. faecalis 

vancoS no fueron capaces de crecer en la placa en presencia del disco de vancomicina, 

pero, por el contrario, mostraron crecimiento fuera del alcance del antibiótico (Figura 

8). 
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Figura 8. Ejemplo del crecimiento de un Enterococcus vancoR en la parte superior. La parte inferior 

corresponde a la falta de crecimiento de los estafilococos vancoS. 

 

4.2. Estudio prospectivo 

De los 1.007 muestras para detectar microorganismos multirresistentes, 761 

(75,57%) no mostraron crecimiento bacteriano en los medios de cultivo CHROMID y 

MRSA (Tabla 4). 

Tabla 4. Recuento total de episodios positivos y negativos de: frotis rectales, frotis faringoamigdalar 

y de otras localizaciones. 

Episodios 

Nº de muestras (%) 

Frotis rectal 
Frotis 

faringoamigdalar  
Otras muestras  

Negativos 469 (72,26) 255 (81,21) 37 (84) 

Positivos 180 (27,74) 59 (18,79) 7 (16) 

Total 649  314 44 

 

De las 246 muestras con resultado positivo se llevó a cabo el estudio de los aislados 

clínicos y estos correspondieron a A. baumannii, Enterococcus spp. vancoR, K. oxytoca 

BLEE, K. pneumoniae BLEE, P. aeruginosa y Pseudomonas putida productoras de 
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carbapenemasas, S. aureus metiR, S. maltophilia, Achromobacter xylosoxidans y 

Burkholderia cenocepacia (Tabla 5). 

La totalidad de los casos de Enterococos vancoR (20), K. oxytoca BLEE (5) y P. 

putida (2) fueron recogidos de frotis rectales. El 81.8% de los 55 casos de A. baumannii, 

el 92.6% de los 68 casos de K. pneumoniae BLEE y el 91.3% de los 23 casos de P. 

aeruginosa fueron detectados igualmente en frotis rectales, dejando un porcentaje 

mucho menor para frotis faringoamigdalar y otras localizaciones. Por el contrario, las 

bacterias detectadas mayoritariamente en los frotis faringoamigdalar correspondieron a 

A. xylosoxidans (100%), B. cenocepacia (100%) y S. aureus metiR (75% frente el 25% 

de frotis rectales). La única bacteria que se detectó casi igualitariamente en ambas 

muestras fue S. maltophilia, el 52,2% de los frotis rectales y el 47,8% restante de frotis 

faringoamigdalar (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Número de casos detectados por tipo de muestra de cada bacteria. En la parte de bajo se 

señalan las características de la resistencia encontrada en alguno de los casos*. 

Muestras positivas 
A. baumannii 

(%) 

Enterococo Vanco 

R (100%) 

K. 

oxytoca 

BLEE 

(%) 

K. pneumoniae 

BLEE (%) 
P. putida (%) 

Total 55 20 5 68 2 

Frotis rectal 45 (81,8) 20 (100) 5 (100) 63 (92,6) 2 (100) 

Frotis 

faringoamigdalar 
6 (10,9) 0 (0) 0 (0) 3 (4,4) 0 (0) 

Otros 4 (7,3) 0 (0) 0 (0) 2 (2,9) 0 (0) 

 6 OXA-23* 15 E. faecium*   2 VIM* 

  4 E. faecalis*    

  1 E. casseviflavus*    

  

Muestras positivas 
P. aeruginosa 

(%) 

S. aureus 

Meti R (%) 
S. maltophilia (%) 

A. xylosoxidans 

(%) 

B. 

cenocepacia 

(%) 

Total 23 48 23 1 1 

Frotis rectal 21 (91,3) 12 (25) 12 (52,2) 0 (0) 0 (0) 

Frotis 

faringoamigdalar 
1 (4,3) 36 (75) 11 (47,8) 1 (100) 1 (100) 

Otros 1 (4,3) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

 20 IMP*     

 1 VIM*     

 1 IMP*     

 1 IMP*     
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Por otro lado, se analizó la rentabilidad de cada muestra. Se estudió, por cada 

episodio del que se obtuvo una muestra de frotis faringoamigdalar y otra de frotis rectal 

del mismo paciente, en cual de las muestras se detectaba más eficientemente las 

bacterias presentes de interés (Tabla 5). Hubo 40 episodios (tabla 6) positivos en los que 

se tomaron ambas muestras. En general, en 16 se detectó la misma bacteria en los dos, 

13 fueron los casos en los que se detectó la bacteria en frotis rectal y no en frotis 

faringoamigdalar y 11 los que dieron resultado contrario. Individualmente, de los frotis 

faringoamigdalar se detectaron más eficientemente S. aureus metiR y S. maltophilia. En 

contraposición, K. pneumoniae BLEE, A. baumannii y P. aeruginosa, se detectaron 

mejor en las muestras provenientes de los frotis rectales (Tabla 7). Tanto de B. 

cenocepacia como de A. xylosoxidans se obtuvo un caso. En éste, las dos especies se 

detectaron en frotis nasofaríngeos y no en frotis rectales. 

 

Tabla 6. Comparación de aislamientos en 40 episodios en los que se tomaron 2 muestras. 

 

 

 

 

Tabla 7. Comparación de casos en los que se tomaron dos muestras desglosados en algunas de las 

bacterias estudiadas. 

  

S. aureus 

metiR 
S. maltophilia 

K. pneumoniae 

BLEE 
A. baumannii 

Enterococos 

vancoR 
P. aeruginosa 

  
Frotis faringoamigdalar 

  

Si No Si No Si No Si No Si No Si No 

Frotis 

rectal 

Si 0 0 5 1 5 3 6 3 0 1 0 5 

No 2 0 6 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

 

 

  

Frotis faringoamigdalar 

  

SI NO 

Frotis rectal 
SI 16 13 

NO 11 - 
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5. DISCUSIÓN 

5.1. Estudio retrospectivo 

5.1.1. Comportamiento en el medio de cultivo con discos de los aislados 

gramnegativos 

Según el fabricante del medio CHROMID ESBL, las cepas de E. coli crecidas en la 

placa presentan una coloración rosa/burdeos, los géneros Klebsiella, Enterobacter, 

Serratia y Citrobacter, muestran una coloración verde, pardoverdosa o azul, mientra 

que Proteus, Providencia y Morganella, tienen un color pardo/marronáceo. Las 

muestras estudiadas en este trabajo coinciden con las indicaciones del fabricante. En lo 

referente a  Pseudomonas, Acinetobacter y Stenotrophomonas, no se recogen en la lista 

de posibles bacterias capaces de crecer en la placa presentando un color particular en el 

medio de estudio. Las dos primeras exhibieron coloración blanquecina, transparente el 

primer caso y opaca el segundo. Stenotrophomonas, por otro lado, creció mostrando 

matices pardoverdosos parecidos a los presentados por K. oxytoca, aunque menos 

intensos y tonos pardo amarillentos. 

El sistema de coloración resulta ser un método cómodo para determinar que crecen 

microorganismos diferentes, y presuntivamente, la especie o género de la bacteria o 

bacterias crecidas sobre la placa, aunque se presentan determinados casos en los que los 

colores no son tan fácilmente distinguibles y pueden llegar a crear confusión a la hora 

de discriminar entre una especie u otra. Por ello, a pesar de ser capaces de prácticamente 

identificar presuntivamente a las bacterias presentes, no ha de descartarse llevar a cabo 

un análisis más detallado de identificación, como puede ser un estudio de 

espectrometría de masas (59). Lo que si queda claro es la diferencia en la morfología de 

las colonias de enterobacterias y bacilos gramnegatvos no fermentadores. 

 

La totalidad de los aislados que poseían una resistencia tipo BLEE (K. pneumoniae, 

E. coli y P. mirabilis, tres especies reconocidas como posibles poseedoras de BLEE 

(60)) crecieron en el medio. Fenotípicamente, teniendo en cuenta los tres discos de 

antibióticos empleados, se observó que todos los aislados resultaron ser sensibles tanto 

a IMP como a FOX. Dicho resultado concuerda con lo que se conoce de la producción 
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de BLEE, la cual dota de resistencia a la cepa frente a las cefalosporinas de amplio 

espectro, pero no resultan efectivas ante cefamicinas (como cefoxitina) ni ante 

carbapenémicos (como imipenem). En lo que respecta a FEP, 7 aislados de K. 

pneumoniae consiguieron crecer sin verse afectados por su actividad. El desarrollo de 

BLEE puede llegar a dotar a la cepa de resistencia frente a cefalosporinas de tercera y 

cuarta generación, aunque este acontecimiento, como se puede ver reflejado en el 

número de cepas resistentes a FEP comparado con las que no lo son, se da en una cifra 

considerablemente menor. A pesar del menor número de casos de resistencia a FEP, en 

la literatura no se recomienda su empleo aislado a la hora de combatir las infecciones 

por bacterias productoras de BLEE debido a la posibilidad de desarrollo de resistencia a 

este antibiótico. En el caso de que se emplease, debe ser acompañada de 

aminoglucósidos o fluorquinolonas  (61–63). 

Tres de los aislados productores de carbapenemasas (5,3% sobre el total de aislados 

de carbapenemasas) no crecieron en el medio CHROMID ESBL, a pesar de haber 

mostrado previamente resistencia a los carbapenémicos, hecho que puede deberse al 

efecto de combinación de varios antibióticos en la placa de crecimiento, como el IMP 

en conjunto con cefpodoxime (presente en el medio) o cefepime, entre otros. Esta 

combinación terapéutica de antibióticos ha demostrado ser mucho más efectiva frente a 

bacterias resistentes (64–67). Otra posible razón que explique la ausencia de 

crecimiento en el medio estudiado está relacionada con la teoría de la evolución por 

medio de la pérdida de genes innecesarios, es decir, la pérdida de genes dispensables 

para poder desarrollarse en un medio determinado. Los aislados, tras haber sido 

descongelados, se sembraron en placas URISELECT4 y de agar sangre antes de ser 

estudiados. En este tipo de medio no son necesarios los genes de resistencia, ya que no 

se trata de un medio selectivo para este tipo de características, por lo que cabe la 

posibilidad de que los genes de resistencia por los que seleccionaron los aislados en 

cuestión, se perdieron al ser sembrados en agar sangre (68). Por último, también puede 

haber sido un error de manipulación al sembrar en el medio CHROMID ESBL. Como 

propuesta para futuros estudios, el análisis genéticos de los aislados que no crecieron en 

el medio se podría haber llevado a cabo con el fin de conocer con exactitud el motivo 

por el que dichas bacterias no se desarrollaron. 

En cuanto a las cepas que si mostraron crecimiento, P. aeruginosa con IMP y VIM 

resultaron ser resistentes, como era de esperar ya que IMP y VIM se encuentran dentro 
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del grupo de las metalo--lactamasas, las cuales dotan de resistencia frente a casi todos 

los -lactámicos, a IMP y FOX, con sensibilidad variable a FEP (34,69). Por otro lado, 

3 aislados productores de KPC revelaron un fenotipo resistente a los tres antibióticos, 

hecho esperado debido a la conocida resistencia de las KPC a carbapenémicos y 

cefalosporinas (siendo sensibles en ciertas ocasiones a algunas cefalosporinas de 3ª y 4ª 

generación) (34,70), mientras que los 5 aislados restantes mostraron sensibilidad a FEP 

e IMP, con resistencia variable a FOX. La ausencia de resistencia a IMP se puede deber, 

como se ha mencionado anteriormente, a la pérdida de genes de resistencia, como los 

que producen KPC. Asimismo, en ciertos estudios se ha visto que in vitro, cepas 

productoras de KPC mostraban un fenotipo sensible a IMP (71,72). El resto de aislados 

productores de IMP y VIM, exhibieron fenotipos de sensibilidad a FEP e IMP, con 

resistencia variable a FOX. Dichos resultados no se corresponden con el papel estudiado 

de las enzimas metalo--lactamasas, aunque no debe extrañar este hecho por el efecto 

sinérgico entre disco y antibiótico en el medio (73). Por otra parte, se ha visto que el 

grado de resistencia de los aislados con VIM e IMP  puede variar entre distintas cepas, y 

que, dichos genes, se encuentran por lo general en integrones plasmídicos, factor que 

facilita la pérdida de los mismos (73,74). Por último, tan sólo una de los aislados de A. 

baumannii productores de OXA demostró ser fenotípicamente resistente a IMP (y a 

FEP y FOX), resultado esperado. Contrariamente, los 14 casos restantes de A. 

baumannii mostraron resistencia a FOX y sensibilidad a FEP e IMP. Diversos artículos 

postulan que OXA exhibe una actividad hidrolítica baja hacia los carbapenémicos, 

pudiendo ser este el motivo por el que presentan sensibilidad a IMP (75,76), causa que 

también puede justificar la sensibilidad de los aislados de K. pneumoniae productores de 

OXA. 

Finalmente, los aisladosproductores de AmpC obtuvieron el rendimiento de 

crecimiento más bajo (80%). Los motivos de por el que éstos no fueron capaces de 

crecer en el medio chomID ESBL ya expuestos en los párrafos anteriores pueden servir 

para explicar estos casos, aunque, los genes que dotan de resistencia AmpC a la bacteria 

suelen estar integrados en el cromosoma bacteriano, haciendo que su pérdida sea más 

costosa, no obstante, se han descrito ampC plasmídicos (77) que son más fáciles de 

gestionar por la bacteria. Otra razón es que AmpC no resulta tan efectiva frente a 

cefalosporinas de 3ª y 4ª generación, pudiendo cefpodoxime haber inhibido su 

crecimiento. En cualquier caso, esto resulta ser beneficioso para su diagnóstico. Las dos 
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especies estudiadas del género Enterobacter mostraron un fenotipo resistente a FOX y 

sensible tanto a FEP como a IMP, resultado esperado por estudios realizados 

anteriormente (34,78–81). Algunos aislados presentan sensibilidad a FOX e IMP con 

resistencia variable a FEP, fenotipo que se asemeja a un tipo de resistencia BLEE. El 

último caso aislado resultó ser resistente a FOX y FEP, con sensibilidad a IMP, 

exhibiendo presuntivamente una mezcla de resistencia tipo AmpC combinada con otra 

tipo BLEE (por la resistencia a FEP en determinados casos), las cuales no son 

excluyentes. El género Citrobater obtuvo un tipo de fenotipo similar al que presentan 

los aislados productores de BLEE. Este hecho se puede dar debido a que los genes que 

codifican para una resistencia AmpC no hayan podido expresarse. Por otro lado, 

Escherichia presentó el mismo tipo de fenotipo, aunque puede deberse a que la 

expresión de ampC es a niveles muy bajos, sin mostrar resistencia (82). La explicación 

de por qué los aislados de Klebsiella no mostraron la resistencia característica de 

producción de AmpC, puede corresponderse a que dicha resistencia en este género se 

encuentra en plásmidos, siendo de esta manera más fácil su pérdida (77). El último 

aislado, P. mirabilis, resultó ser resistente a los tres antibióticos estudiados (FOX, IMP 

e IMP). Este fenotipo no es característico de una resistencia tipo AmpC, más bien se 

asemeja a una combinación de producción tanto de carbapenemasas, como de BLEE 

como de AmpC. 

Para acabar, S. maltophilia mostró resistencia a FOX e IMP, llevando a la conclusión 

de que esta especie poseía un mecanismo de resistencia diferente, como puede serlo el 

hecho de disponer de un número reducido de porinas (33,34,77). 

Teniendo en cuenta lo mencionado en los párrafos anteriores, sí que se puede 

observar, por lo general, un patrón sobre el medio CHROMID ESBL para cada tipo de 

resistencia (BLEE, carbapenemasas y AmpC), donde las cepas con BLEE y 

carbapenemasas crecieron la mayor parte de ellas, y que al adicionarse los tres discos de 

antibióticos estudiados las cepas con BLEE mostraron sensibilidad a IMP y FOX; 

mientras que las cepas con carbapenemasas no lo fueron a FOX. La falta de resistencia 

a IMP se puede deber a la manipulación de la cepa o a la necesidad de poner un punto 

de corte del halo superior a 1,5 cm. Las cepas con AmpC son las que mostraron una 

menor frecuencia de crecimiento y las tres cepas de Klebsiella que crecieron con 

sensibilidad a los tres discos hace pensar, también, en la necesidad de poner un punto de 

corte del halo superior a 1,5 cm. 
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5.1.2. Comportamiento en el medio de cultivo con discos de los aislados 

grampositivos 

Las colonias de enterococos resistentes a vancomicina crecidas en el medio 

CHROMID ESBL desarrollaron una coloración verde azulada, semejante en algunos 

casos al color producido por K. pneumoniae o E. aerogenes, aunque gracias a la 

morfología de la colonias sí que se pueden distinguir ambos géneros a pesar del color, 

ya que son pequeñas y puntiformes. Debido a que el fabricante de CHROMID ESBL 

tan sólo menciona coloraciones características para bacterias gramnegativas, las 

bacterias grampositivas obtenidas en este trabajo no pueden ser comparadas con 

ninguna referencia. 

 

Ninguno de los aislados del género Staphylococcus fue capaz de crecer en el medio 

CHROMID ESBL en presencia de vancomicina, puesto que todos mostraban un 

fenotipo sensible a dicho antibiótico. Tampoco fueron capaces de crecer fuera del 

alcance de los discos de vancomicina, a pesar de que intrínsecamente Staphylococcus 

posee un alto grado de resistencia a los antibióticos -lactámicos mediante -

lactamasas, factor que favorecería el desarrollo de dichos aislados en el medio (83). 

Teniendo en cuenta la ausencia de crecimiento en el medio, fuera del alcance de la 

actividad de los discos de vancomicina, se infiere que en el medio se encuentra 

integrado otro tipo de substrato el cual no permite que las cepas con sensibilidad a 

vancomicina se desarrollen en él. Por otro lado, del género Enterococcus se estudiaron 

tanto cepas resistentes a vancomicina como sensibles. La resistencia a vancomicina de 

este género se ha visto incrementada con creces durante los últimos años, sobre todo en 

E. faecium, característica que hizo posible el crecimiento de todos los aislados 

estudiados vancoR en el medio (84–86). Estas bacterias fueron capaces de crecer tanto 

bajo el efecto de los discos de vancomicina como sin estarlo. Contrariamente, los 

aislados de E. faecium vancoS analizados no fueron capaces de mostrar ningún tipo de 

crecimiento, al igual que el género Staphylococcus. En cuanto a E. faecalis 7 aislados 

mostraron el fenotipo de no crecimiento en el medio al tratarse de aislados vancoS, no 

obstante, 5 aislados vancoS lograron desarrollarse en la zona de ausencia de actividad 

de los discos de vancomicina. Este resultado puede deberse a que dichas cepas 
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presentan resistencia al posible factor presente en el medio que incapacita normalmente 

a los aislados vancoS de crecer. En último lugar, E. gallinarum vancoR no fue capaz de 

crecer en el medio CHROMID ESBL a pesar de mostrar resistencia a vancomicina. Este 

hecho se puede atribuir a que no se trata de una cepa altamente resistente a dicho 

antibiótico, sino que se corresponde con una resistencia intermedia, permitiendo que el 

antibiótico lleve a cabo su actividad, impidiendo su crecimiento.  

Los datos obtenidos en este trabajo tienden a indicar que el medio CHROMID ESBL 

no sólo es capaz de detectar bacterias gramnegativas, sino que, además, podría poner de 

maifiesto Enterococos vancoR incluso sin la necesidad del empleo de discos de 

vancomicina. 

 

5.2. Estudio prospectivo 

La totalidad de los aislados de Enterococos vancoR fueron obtenidos de frotis 

rectales, resultado esperado debido a que este tipo de bacterias colonizan el tracto 

gastrointestinal (87–89). Los aislados del género Klebsiella se obtuvieron en su gran 

mayoría de frotis rectales, puesto que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, 

caracterizadas por colonizar el tracto digestivo (90,91), aunque incluso se hallaron casos 

de K. pneumoniae provenientes de muestras farongoamigdalares. Recientemente se han 

estudiado casos de colonizaciones de esta especie en zonas del tracto respiratorio (92). 

A. baumannii se encuentra en la misma situación, se hallaron aislados provenientes de 

frotis rectales en una cifra muy superior al de los faringoamigdalares, debido a que esta 

especie coloniza normalmente el tracto gastrointestinal, aunque en algunas ocasiones 

también se hallaron aislados del tracto respiratorio (93,94). El género Pseudomonas se 

encuentra en una situación similar, con la diferencia de que, por lo general, 

Pseudomonas coloniza el tracto respiratorio, implicando infecciones respiratorias (95–

97). Este hecho no se corresponde con los datos obtenidos en el estudio prospectivo, no 

obstante, se ha de tener en consideración el número de muestras obtenidas de cada zona, 

649 para los frotis rectales frente a los 314 de muestras de frotis faringoamigdalares, por 

lo que la probabilidad de obtención de aislados de frotis rectales aumenta 

considerablemente. Por el contrario, todos los aislados de A. xylosoxidans y B. 

cenocepacia provinieron de frotis faringoamigdalares, zonas normalmente colonizadas 

por estas especies (98,99). En cuanto a S. aureus metiR, la gran mayoría creció de frotis 
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faringoamigdalar, zona que, al igual que A. xylosoxidans y B. cenocepacia, es 

generalmente colonizada por S. aureus (100–102). Un bajo porcentaje de los aislados se 

encontraron, también, de frotis rectales, lugar que puede llegar a ser colonizado por esta 

especie (103). En último lugar, S. maltophilia es capaz de colonizar tanto la microbiota 

intestinal como el tracto respiratorio, aunque resulta más común las colonizaciones de 

esta última zona. En los resultados obtenidos el número de aislados en ambos frotis se 

reparte casi equitativamente, a pesar del hecho de que S. maltophilia coloniza más 

frecuentemente el tracto respiratorio (104,105). De nuevo, ha de tenerse en 

consideración el número de muestras de cada frotis, siendo más probable que se hay 

obtenido un elevado número de aislados de frotis rectales. 

En cuanto a la rentabilidad de cada muestra, se observó que S. aureus metiR y S. 

maltophilia eran detectados por frotis faringoamigdalares mucho más eficientemente 

que los rectales, suceso lógico si se tiene en cuenta las zonas que normalmente 

colonizan ambas especies. En lo que respecta a los frotis rectales, se obtuvieron con más 

eficiencia K. pneumoniae BLEE, A. baumannii, Enterococos vancoR y P. aeruginosa. 

Los tres primeros casos se corresponden con el lugar de colonización de dichas 

especies, sin embargo, P. aeruginosa es un patógeno característico de infecciones 

respiratorias. El resultado obtenido en este trabajo puede deberse a que los pacientes a 

los que se le tomaron las muestras, tanto de frotis rectales como faringoamigdalares, 

tenían tratamiento con antibióticos de amplio espectro durante mucho tiempo. 
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6. CONCLUSIONES 

1. El medio CHROMID ESBL permitió el crecimiento diferencial de bacterias 

gramnegativas conteniendo diferentes tipos de resistencias, y sí que se pudo 

observar, por lo general, un patrón de los halos de discos de cefoxtina, 

imipenem y cefepime, donde las cepas con BLEE y carbapenemasas 

crecieron la mayor parte de ellas en el medio, las cepas con BLEE mostraron 

sensibilidad a imipenem y cefoxitina; mientras que las cepas con 

carbapenemasas no lo fueron a cefoxitina. A pesar de dicha ventaja, no ha de 

descartarse el empleo de otras técnicas que permitan conocer con exactitud 

las resistencias. 

2. En cuanto a las bacterias grampositivas, se concluye que CHROMID ESBL, 

sin la ayuda adicional de discos de vancomicina, fue capaz de aislar 

enterococos resistentes a dicho antibiótico. 

3. El estudio epidemiológico mostró colonizaciones bacterianas incluidos en la 

lista propuesta por la Organización Mundial de la Salud como los principales 

patógenos multirresistentes y, además, los frotis nasofaríngeos mostraron una 

mayor rentabilidad a la hora de detectar Staphylococcus aureus metiR y 

Stenotrophomonas maltophilia, en contraposición, los frotis rectales 

detectaron más eficientemente Klebsiella pneumoniae BLEE, Acinetobacter 

baumannii y Pseudomonas aeruginosa. No obstante, es necesario evaluar 

series más amplias. 
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