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RESUMEN

En este trabajo se analizaron 70 cepas de Staphylococcus aureus
aisladas de pacientes que acudieron al laboratorio de Analisis Clinicos “El
eritrocito”. El 80% de las cepas se aislaron de la nasofaringe, 16% de vias
urinarias y el resto de infecciones cutanea (1 cepa) y oculares (2 cepas).

Las cepas se identificaron por morfologia colonial y microscépica y
mediante pruebas bioquimicas. La susceptibilidad a antibidticos se
determiné por el método de Kirby-Bauer, obteniendo los siguientes
resultados: Todas las cepas fueron resistentes a los B- lactamicos penicilina
y ampicilina; un poco mas del 80% fueron resistentes a ceftazidima y cerca
del 70% a eritromicina. Alrededor del 13% fueron resistentes a dicloxacilina
y pefloxacina. Solo 4.3% de las cepas fueron resistentes a cefuroxima y
cefotaxima, la frecuencia de cepas resistentes a gentamicina fue muy baja
(2.8%) y todas las cepas fueron sensibles a cefalotina. El 1.4% de las cepas
mostraron multirresistencia a 9 antibioticos; los porcentajes mayores de
cepas multirresistentes correspondieron a tetra-resistentes (31.4%), tri-
resistentes (27.1%), penta-resistentes (21.4%), sexta-resistentes (12.9%),
hepta-resistentes (5.9%) y nona-resistentes (1.4%). No se encontraron cepas
resistentes a 8 antibioticos.

El 95.7% de las cepas de S. aureus produjeron [-lactamasa, y los
inhibidores de B-lactamasas, acido clavulanico y sulbactam, disminuyeron 8
veces las CMI;, y CMlg, de amoxicilina y ampicilina sobre la poblacion de
cepas estudiada. Las tres cepas no productoras de B-lactamasa (4.3%)
mostraron una CMI idéntica ante estos [3-lactamicos con y sin inhibidor de
B-lactamasa.

Los datos presentados aqui muestran que S. aureus es una causa cada
vez mas frecuente de infecciones rspiratorias y que las cepas son resistentes
a los antibioticos considerados tradicionalmente como “de eleccion”,
especialmente a penicilina y ampicilina. Nuestros datos muestran también
que todas las cepas estudiadas fueron multirresistentes y que de las dos
estrategias utilizadas para combatir a las cepas productoras de B-lactamasas.
la introduccion de cefalosporinas fue menos eficaz que la combinacion de 3-
lactamico + inhibidor de (-lactamasa.



INTRODUCCION.

Caracteristicas de S. aureus

Los Staphylococcus aureus son cocos Gram positivos cuyo didmetro
oscila entre 0.7 y 1.2 um; son aerobios facultativos, no moviles, fermentan
la glucosa y forman parte de la flora normal de la piel y las membranas
mucosas de los mamiferos. En medios de cultivo sélidos forman colonias
opacas, redondas, regulares convexas y de color amarillo dorado debido a la
produccion de carotenoides. S. aureus crece en medios ricos en un amplio
intervalo de pH (4.8-9.4) y temperatura (25-43°C) con un tiempo de
duplicacion minimo de 30-40 min con aireacion vigorosa. En condiciones
aerobicas produce catalasa y forma acido a partir de glucosa, manitol,
xilosa, lactosa, sacarosa maltosa y glicerol. S. aureus es la Unica especie del
género Staphylococcus que fermenta al manitol en condiciones anaerdbicas.
Posee una alta tolerancia a la sal y puede enriquecerse selectivamente en

medios con 1.3 a 1.7 M de NaCl. (Novick, R. 1993).



Determinantes de patogenicidad

S. aureus produce varios factores de superficie y exoproteinas que
han sido relacionados con su patogenicidad; algunas de las cepas producen
capsula, compuesta por acido glucosaminuronico (Smith, RM., et al,
1977). Practicamente todas las cepas de S. aureus poseen una proteina
membranal de 42 kDa, denominada proteina A, que interacciona
inespecificamente con las inmunoglobulinas de todos los mamiferos
produciendo anafilaxis, activacion del complemento, liberacion de
histamina, mitogenicidad en los linfocitos B e inhibicion de la fagocitosis.
Se ha demostrado que la proteina A contribuye a la virulencia de S. aureus
(Foster, T.J., et al., 1990). Como otras bacterias, S. aureus posee proteinas
de superficie especificas (adhesinas) que le permiten adherirse a proteinas
de matriz (laminina, fibronectina y coldgena) y a superficies del hospedero,
facilitandole la colonizacion de la matriz intracelular y la invasion de las

células (Wadstrom, T., J. et al., 1990; Lindberg, M., er al., 1990).

Entre las exoproteinas producidas por S. aqureus se encuentran
algunas toxinas, otras que atacan la matriz intercelular y otras que darnan a
las células directamente. La mayoria de las cepas produce coagulasa, la cual

convierte el fibrindgeno a fibrina en el plasma de muchas especies animales.



La estafilocinasa disuelve el coagulo al activar la conversiéon de la
proenzima plasminogeno a la enzima fibrinolitica plasmina, el gen que la
codifica reside en un profago (Sako, T. et al., 1983). S. aureus produce
también una nucleasa con actividad de endo y exonucleasa sobre DNA y
RNA: una lipasa relacionada con la sobrevivencia de la bacteria sobre la

piel. Asimismo, la mayoria de las cepas produce una o varias proteasas.

S.  aureus produce 4 hemolisinas que difieren en su especie
especificidad contra eritrocitos. La a-hemolisina (a-toxina) es activa contra
eritrocitos de conejo; se excreta como un mondmero de 34 kDa que, al
contacto con su receptor en la membrana (una sialoglicoproteina), forma un
hexamero cilindrico -cuya estructura es similar al complejo de ataque a la
membrana (MAC) del complemento-, que penetra la membrana (Bhakdi, S.
& J. Tranum-Jensen, 1984). La B-hemolisina es una proteina de 30 kDa que
solo es producida por 10-20% de las cepas clinicas de S. aureus, es activa
sobre eritrocitos de carnero, humanos y de cobayo; rompe la esfingomielina
originando N-acilesfingosina y fosforilcolina. La y-hemolisina esta formada
por dos proteinas basicas, actia sobre globulos rojos de conejo, humanos y
de carnero. La &-hemolisina se secreta como un polipéptido de 26

aminoacidos (Fitton, J.E. ef al,, 1980), y se encuentra como un agregado



heterogéneo con subunidades de 5 kDa; no muestra especificidad de especie
y actua sobre varios tipos celulares: eritrocitos, leucocitos, células de
mamifero cultivadas y protoplastos bacterianos; es producida por la mayoria

de las cepas clinicas de S. aureus.

S. aureus produce también varias exotoxinas, entre las cuales se
encuentra la exfoliatina (toxina epidermolitica), causante de lesiones
dermatoloégicas, producida por aproximadamente 5% de las cepas y cuyo
PM es 24 kDa. Esta toxina se presenta como dos variantes antigénicas, ETB
codificada por un plasmido y ETA de origen cromosomico (Wiley, B.B. &
M. Rogolsky, 1977). La mayoria de las cepas de S. aureus produce la
leucocidina de Panton-Valentine, que lisa solo a los polimorfonucleares y
macrofagos humanos y de conejo. Las cepas de S. aureus sintetizan una
serie de exotoxinas pirogénicas con actividad inmunosupresora debido a
que son mitogénicas para los linfocitos T supresores. En este grupo se
encuentran las exotoxinas pirogénicas A y B, los cinco serotipos distintos de
enterotoxinas estafilococcicas y la toxina 1 del sindrome de shock toxico
(TSST-1). Alrededor del 50% de las cepas de S. aureus producen una o més
enterotoxinas, 15% producen TSST-1 v una pequefia fraccion produce

exotoxina pirogénica A o B (Novick, R. 1993).



Resistencia a antibioticos B-lactimicos

Los antibidticos B-lactimicos inhiben enzimas que participan en la
biosintesis de la pared celular y en la division celular. Se unen a proteinas
de la membrana citoplasmica bacteriana (PBPs, por penicillin binding
proteins). Las bacterias Gram negativas son intrinsecamente resistentes a
muchos [-lactamicos debido en parte a la incapacidad de los antibiéticos
para difundir a través de los poros de la membrana externa (Chopra, [. &
P.R. Ball. 1982) y, en parte, a niveles bajos de (-lactamasa codificada en el
cromosoma (Ohmori, H. et al, 1977; Curtiss, N.A.C. et al, 1981). La
resistencia a los B-lactamicos adquirida por las cepas clinicas puede deberse
a B-lactamasas codificadas por plasmidos o a mutaciones cromosomicas que
alteran la cantidad o afinidad de las PBPs, o (en las bacterias Gram
negativas) a mutaciones que aumentan la impermeabilidad de la membrana
externa (Godfrey, A.J. & L.E. Bryan. 1982; Harder, K.J. et al, 1981,
Komatsu, Y. et al., 1981). Se han descrito mutaciones que alteran las PBPs
confiriéndole a S. aureus resistencia a cefradina (Georgopapadakou, N.H. et
al, 1982). Un posible mecanismo adicional de resistencia a las

cefalosporinas insensibles a B-lactamasa se debe a la capacidad de la enzima



periplasmica de unirse al antibidtico, impidiéndole alcanzar su blanco
(Then, R.L. & P. Angehrn, 1982).

La resistencia a penicilina debida a la produccion de f-lactamasa en
S. aureus aparecio a principios de los afios 1950, seguida rapidamente por
resistencia a otros antibiéticos (macroélidos, aminoglucésidos y tetraciclina).
Es probable que los genes responsables de estas resistencias estuviesen
presentes en las poblaciones de estafilococos y otras bacterias desde antes
del uso masivo de los antibidticos, lo que explicaria la rapidez con la que
prevalecieron los microorganismos resistentes. Por ejemplo, del 5 al 10% de
las cepas de S. aureus almacenadas en la era pre-antibidtica son resistentes a
penicilina debido a que producen B-lactamasa (Novick, R. 1993). La
introduccion de compuestos derivados de penicilina resistentes a -
lactamasa, como meticilina, en 1960 fue seguida rapidamente por la
emergencia de cepas resistentes, principalmente en los hospitales. La
resistencia a meticilina se debe, probablemente, a la proteina PBP2a que
tiene una afinidad extremadamente baja por los compuestos B-lactamicos
(Hartman, B.J. & A. Tomasz, 1984; Fasola, E.L. et al,, 1995).

La mayoria de las cepas de S. aureus resistentes a penicilina lo son

por que producen f-lactamasas, usualmente codificadas por plasmidos. Se



han descrito cuatro variantes de penicilinasa en S. auwreus (A a D)
(Richmond, M.H., 1965). Las enzimas son, predominantemente,
penicilinasas; hidrolizan rapidamente a la bencilpenicilina y la ampicilina,
pero muy poco a la meticilina, oxacilina y cloxacilina. Con excepcion de la
enzima de tipo D, cuya expresion es constitutiva, (Rosedahl, V.T. ,1973),
todas son inducibles y la mayoria de su actividad es extracelular (Richmond,
M.H. 1965).

Se asume que las 4 penicilinasas detectadas en cepas de S. aureus son
muy similares y difieren sélamente en pocos aminoacidos, lo que conduce a
tasas de hidrolisis distintas (Dyke, K.H.G., 1979).

Tasas de hidrolisis relativa de antibidticos -lactamicos por B-lactamasas de
Staphylococcus aureus.

B-lactamasa | Bencil- Ampicilina | Oxacilina Meticilina Cefaloridina
penicilina
A 100 185 45 1.5 10
B 100 185 4.5 1:5 10
c 100 - l 0.6 -

En S aureus se ha descrito un transposon que codifica para una [3-
lactamasa . Este elemento genético movil, designado Tn552, esta constituido
por 6700 pares de bases y se encuentra tanto en plasmidos como en el

cromosoma (Rowland, S.J. & K.G. Dyke, 1989).




El mecanismo de hidrdlisis de los antibioticos B-lactamicos por las -
lactamasas consiste en la formacion de un intermediario acil-enzima con la

subsecuente liberacion de acido penicilinoico:
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Para lidiar con las cepas bacterianas productoras de (3-lactamasas se
han seguido dos estrategias: i) Incorporacion de inhibidores de f-
lactamasas en las formas farmacetticas de antibioticos PB-lactamicos,
particularmente combinaciones de ampicilina + sulbactam o amoxicilina +
acido clavulanico. ii) Sintesis de B-lactamicos resistentes a la accion de B-

lactamasas (cefalosporinas).



Actualmente existen antimicrobianos resistentes a las P-lactamasas.
Un grupo incluye las penicilinas semisintéticas meticilina, oxacilina,
nafcilina y otras, que son resistentes a las penicilinasas producidas por S
aureus (Richmond, M.H. 1979). También se han desarrollado las
cefalosporinas, cuyo grado de resistencia a -lactamasas es variable; éstas
incluyen a las cefalosporinas de segunda generacion (cefoxitina, cefamandol
y cefuroxima) y a las de tercera generacion (cefotaxima, moxolactam,
cefoperazona y otras).

La utilizacion de B-lactamicos insensibles a las B-lactamasas, y de
combinaciones de (3-lactamico + inhibidor de P-lactamasas constituyen un
factor de seleccion a favor de bacterias productoras de [-lactamasas
presentes en nuevas cepas, expresadas a niveles mas altos, codificadas por
plasmidos, y con propiedades cataliticas alteradas, de tal forma que posean
mayor afinidad por substratos considerados no hidrolizables, o con afinidad
reducida por los inhibidores de B-lactamasas (Jacoby, G.A., 1994). Asi, se
ha reportado que las 3-lactamasas tradicionales codificadas por plasmidos,
restringidas inicialmente a las enterobacterias, se han diseminado a otros
géneros y especies, incluyendo Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus

influenzae y Neisseria gonorrhoeae. Estas enzimas son capaces de
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hidrolizar a las cefalosporinas de segunda v tercera generacion y, por
supuesto, a los viejos antibioticos 3-lactamicos; de modo que las cepas que
las producen son resistentes a practicamente todos los B-lactamicos, con
excepcion de los carbepenems (Garau, J. 1994). No obstante, aparentemente
no ha ocurrido ain un incremento en la produccion de B-lactamasas
resistentes a inhibidores, toda vez que en una revisiéon de 1500 articulos
publicados sobre este topico entre 1978 y 1993 se encontré que si bien
aumento la frecuencia de cepas productoras de P-lactamasa resistentes a
ampicilina y amoxicilina, no hay evidencia, publicada en este periodo, de
que se haya incrementado la resistencia a la combinacién amoxicilina +
clavulanico (Rolinson, G.N. 1994).
DETECCION DE B-LACTAMASAS

La deteccion de B-lactamasas en enterobacterias tiene muy poco valor
predictivo acerca de la posible resistencia o sensibilidad a los diferentes
antibioticos PB-lactamicos debido a que, incluso una misma cepa puede
producir varias [-lactamasas con distintas especificidades de substrato
(Sykes, RB. & M. Mathew, 1976). Sin embargo, en otras bacterias
resistentes a penicilina, por ejemplo Neisseria gonorrhoeae (Ashford, W.A.

etal, 1976), S. aureus (Adam, A.P. et al., 1970), Moraxella (Branhamella)
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catarrhalis (Malmvall, B.E. et al., 1977) y cepas de Haemophilus influenzae
(Skinner, A. & R. Wise, 1977), las cepas solo producen una f-lactamasa y,
por ello, la determinacion de la actividad enzimatica permite hacer una
prediccion sobre la sensibilidad o resistencia a los B-lactamicos al menos 24

horas antes de tener los resultados del antibiograma.
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OBJETIVOS

e Determinar la resistencia a antibiticos, por el método de Kirby Bauer, a
70 cepas de S. aureus aisladas de pacientes que acudieron al Laboratorio
Clinico “El eritrocito”.

e Determinar la produccion de PB-lactamasa por las cepas de S. aureus,
mediante la produccion de color por hidrolisis de un p-lactamico
cromogeénico.

« Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de ampicilina y
amoxicilina para las cepas de S. aureus por el método de dilucién en
placa.

« Cuantificar el efecto de los inhibidores de -lactamasas sulbactam y acido
clavulanico sobre la CMI de ampicilina y amoxicilina, respectivamente,

sobre las cepas de S. aureus, mediante dilucién en placa.

13



MATERIAL Y METODOS

1. Origen de las cepas. Las cepas de Staphylococcus aureus se aislaron de
pacientes que acudieron al Laboratorio Clinico “El eritrocito”. Se
identificaron por morfologia colonial y microscopica y por ser positivos a la
prueba de la coagulasa.

2. Resistencia a antibidticos. La resistencia a los siguientes 12 antibioticos

se determing por el método de Kirby-Bauer (Bauer, A.W. et al., 1966).

Tabla 1.
ANTIBIOTICOS UTILIZADOS CONTRA LAS CEPAS DE §. aureus
ANTIBIOTICO | ABREV | FAMILIA ACCION* | DIAM. HALO DE INH. (mm)
R 1 S
Ampicilina AMP Aminopenicilina 1 <28 >29
Cefalotina CF Cefalosporina de la. | <14 15-17 =18
generacion
Cefotaxima CTX Cefalosporina de 3a. 1 <14 15-22 =23
generacion
Ceftazidima CAZ Cefalosporina de 3a. 1 <14 15-17 >18
generacion
Cefuroxima CXM Cefalosporina de 2a. I <14 15-17 =18
generacion
Dicloxacilina CLOX Penicilina semisintética 1 <10 11-12 =13
Eritromicina ERI Macrolido 3 <13 14-17 =18
Gentamicina GEN Aminoglucésido 3 <12 13-14 > 15
Pefloxacina PEF Quinolona 4 <14 15-22 >23
Penicilina PEN Penicilina 1 <28 =29
Tetraciclina TET Tetraciclina 3 <14 15- =19
Trimetoprim- SXT Combinacion de 4 <10 11-15 =16
sulfametoxazol diaminopirimidina y
sulfonamida

* 1 Inhibicion de la formacion de la pared celular. 3 Interferencia en la sintesis de proteinas.
4 Inhibicion del metabolismo de los dcidos nucléicos.
" R= Resistente, I= Intermedia, S= Sensible.
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3. Determinacion de la CMI.

La concentracion minima inhibitoria de ampicilina, ampicilina + sulbactam,
amoxicilina y amoxicilina + 4cido clavulanico se determind por el método
de dilucion en placa en agar Mueller-Hinton. La inoculacion de los cultivos
de fase estacionaria se efectud con un sembrador multiple, conforme a lo
reportado por Vaca er al., (1995). La CMI es la minima concentracion del
antibiotico que inhibe el crecimiento visible después de incubar 24 h a 37°C.
Las combinaciones de f-lactamicotinhibidor de B-lactamasas utilizadas
fueron: Clavulin (SmithKline Beecham Farmacéutica, S.A. de C.V_; el cual
contiene amoxicilina + 25% de clavulanato de potasio) y Unasyna (Pfizer,
S.A. de C.V,; la cual contiene ampicilina y 66.8% de sulbactam).

4. Deteccion de B-lactamasa. Para detectar la f-lactamasa se utilizaron
discos impregnados con la cefalosporina cromogénica nitrocefin (BBL).
Este compuesto cambia de color amarillo a rojo cuando el enlace amida del
anillo B-lactamico es hidrolizado por la -lactamasa.

Un disco impregnado con nitrocefin se humedecié con una gota de agua y
enseguida se le colocaron con una asa estéril varias colonias aisladas de la
cepa de S. aureus. Se observo la ocurrencia de cambio de color durante un

periodo maximo de 1 h y minimo de 1 min.
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RESULTADOS
Origen de las cepas

En este trabajo se analizaron 70 cepas de Staphylococcus aureus que
aislamos a partir de pacientes que acudieron al Laboratorio de Analisis
Clinicos “El eritrocito”. Como se muestra en la grafica 1, ochenta
porciento de las cepas se aislaron de la nasofaringe, 16% de vias urinarias y
el resto de una infeccién cutdnea (1 cepa) y de infecciones oculares (2
cepas).

En la grafica 2 puede observarse que la mayoria de los pacientes
fueron nifios y jovenes; cerca del 70% tienen 30 afios o menos. El grupo
etario mas abundante fue el de 0-10 afios (28%), seguido por el de 11-20
afos (20%). Los grupos minoritarios fueron: 61-70 afios y 71-80 (1.4% en
cada caso).

Resistencia a antibioticos.

Con el proposito de determinar la resistencia a antibioticos a las cepas
de S. aureus se utilizo el método de Kirby-Bauer. Los antibioticos utilizados
y los criterios de resistencia, segun el didmetro del halo de inhibicion, se
muestran en la tabla 1.

Todas las cepas fueron resistentes a los [-lactamicos penicilina y
ampicilina (grafica 3), un poco mas de 80% fueron resistentes a la

X6



GRAFICA 1
ORIGEN DE LAS CEPAS
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GRAFICA 2
EDADES DE LOS PACIENTES
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GRAFICA 3
RESISTENCIA DE LAS CEPAS DE

Staphylococcus aureus A ANTIBIOTICOS
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cefalosporina de 3a. generacion ceftazidima y cerca del 70% al macrolido
eritromicina. Aproximadamente 1/3 de las cepas mostraron resistencia
frente a tetraciclina v 1/4 frente a trimetoprim+sulfametoxazol. Alrededor
del 13% fueron resistentes a la penicilina semisintética dicloxacilina o a la
quinolona pefloxacina. Soélo 4.3% de las cepas fueron resistentes a las
cefalosporinas cefuroxima (2a. generacioén) o cefotaxima (3a. generacion).
La frecuencia de cepas resistentes al aminoglucosido gentamicina fue muy
baja (2.8%) y todas las cepas fueron sensibles a la cefalosporina de la.
generacion cefalotina. Los porcentajes mas altos de sensibilidad intermedia
correspondieron a la quinolona pefloxacina y a la cefalosporina cefotaxima
(71.4% para cada antibiotico; ver grafica 3).

Multirresistencia a antibioticos.

Todas las cepas probadas fueron resistentes 2 3 o mas antibidticos
(grafica 4), una de ellas (1.4%) mostro resistencia frente a 9
antimicrobianos. Los porcentajes mayores de cepas multirresistentes
correspondieron a tetra-resistentes (31.4%), tri-resistentes (27.1%), penta-
resistentes (21.4%); en tanto que los menores fueron: sexta-resistentes
(12.9%), hepta-resistentes (5.9%) y nona-resistentes (1.4%). No se

encontraron cepas resistentes a 8 antibioticos (grafica 4).



GRAFICA 4

MULTIRRESISTENCIA DE LAS CEPAS DE
Staphylococcus aureus a ANTIBIOTICOS
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Produccion de B-lactamasas.

Con el proposito de determinar la produccion de [3-lactamasas por las
cepas de S. aureus se determind, cualitativamente, la capacidad de éstas
para hidrolizar a la cefalosporina cromogeénica nitrocefin. La mayoria de las
cepas fueron productoras de [3-lactamasa (95.7%). Solo 3 cepas (4.3%) no
produjeron J3-lactamasa.

Concentraciones minimas inhibitorias de f-lactimicos con y sin
inhibidor de -lactamasas.

Para cuantificar el efecto de los inhibidores de [(-lactamasas
sulbactam y acido clavulanico sobre la CMI de ampicilina y amoxicilina,
respectivamente, se midieron las CMIs de cada antibidtico, solo y
combinado con el inhibidor, para las cepas de S. aureus.

Como puede observarse en la grafica 5, la CMls de amoxicilina
(concentracion que inhibe al 50% de las cepas) fue 500 pg/ml y la CMly,
fue de 2000 pg/ml. La adiciéon de acido clavulanico a la amoxicilina
disminuyo 8 veces la CMIsp( 62.5 pg/ml) y la CMlgg (250 pg/ml) (Grafica

5).



CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS DE BETALACTAMICO

GRAFICA 5

CON Y SIN INHIBIDOR DE BETA LACTAMASAS

"y
Y]

FREC. ACUM. DE CEPAS (%)

100

(0]
o

(o))
D,

N
o

N
o

* AMOX = AMOX+CLA| . A~

R e R e T I I SR SRR et e Lt i R R S R T pi e e T G S SIS T R B iR e e i

.....................................................................

CMI (ug/ml)




La CMlsy de ampicilina correspondi6 a 500 pg/ml y la CMlgy a 1727
ug/ml (grafica 6). La adicion de sulbactam a la ampicilina disminuyo 8
veces la CMIsp( 31.2 pg/ml) y la CMlgg (216 pg/ml) (Grafica 6).

Variedad de B-lactamasas producidas por la poblacion de cepas de S.
aureus

No obstante que las CMlsy y CMlgy de ampicilina y amoxicilina
disminuyen 8 veces por efecto del inhibidor de B-lactamasas sulbactam o
acido clavulanico, respectivamente, al analizar el cociente CMI-f3-
lactamico/CMI B-lactamico+inhibidor de (-lactamasa, se observa que las -
lactamasas producidas por las cepas estudiadas difieren en la sensibilidad al
inhibidor correspondiente. Asi, podemos ver en la grifica 7 que la
disminucion en la CMI de la ampicilina por el sulbactam tiene una
distribucion cuya media corresponde a 11 veces en un intervalo de 2 a 64
veces, con 3 cepas (4.3%) cuya CMI no se altera.

Se obtuvo una distribucion similar para el cociente CMI-
amoxicilina/CMI-amoxiclinatacido clavulanico, con una media de 8.3
veces en un intervalo de 2 a 32 veces y con las mismas 3 cepas cuya CMI

no disminuye por efecto del clavulanico (grafica 8).
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GRAFICA 6
CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS DE BETALACTAMICO <
CON Y SIN INHIBIDOR DE BETA LACTAMASAS

100 | n
“+ AMP = AMP+SULB

0
0

(o)
o

B G BT s et A R i e w iR e T LR L s R e e R T

I o
o o

FREC. ACUM. DE CEPAS (%)
o
o

CMI (ug/ml)



GRAFICA 7
EFECTO DEL SULBACTAM SOBRE LA
CMI DE AMPICILINA

% DE CEPAS

Y e
//;/12/ ///Q//////// ///{W//s/{//m%%m

CMI-AMP/CMI-AMP+SULB

26




EFECTO DEL ACIDO CLAVULANICO SOBRE LA
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DISCUSION
Origen de las cepas

El 80 % de las cepas de S. aureus estudiadas fueron aisladas de la
nasofaringe, lo que pone de manifiesto la alta incidencia de este patdgeno
como agente causal de infecciones respiratorias. Esta alta frecuencia de
infecciones respiratorias causadas por S. aureus es consistente con la
reportada en un amplio estudio previo (Jiménez, E., 1996) en el que se
analizaron 1454 cepas bacterianas -aisladas de pacientes de la CUSI-I
durante un periodo de 7 afios- de las cuales 816 (55.7%) se aislaron de la
nasofaringe y de éstas 618 (75.7%) correspondieron a S. aureus. De las
651 cepas totales de S. aureus estudiadas por Jiménez (1996), el 92.6%
(603 cepas) se aislaron de la nasofaringe.

A pesar de que los nifios y ancianos son los mas susceptibles a las
infecciones respiratorias, la mayoria de las cepas reportadas aqui se aislaron
de nifios de 10 o menos afios de edad (28.8%) y jovenes (38.6% para el
grupo de 11-30 afios), y -en una aparente contradiccion- un porcentaje muy
bajo (2.8%) de ancianos (61-80 afios). Este bajo porcentaje de cepas aisladas
de personas de la tercera edad refleja slamente que este grupo etario fue el
menos abundante en la poblacion de pacientes que acudieron a “El
eritrocito”.

28



Resistencia a antibiéticos

El 100% de las cepas de S. aureus reportadas en este trabajo fueron
resistentes a los antibidticos f-lactamicos pencilina y ampicilina (gréafica 7),
porcentaje que rebasa al 80% reportado hasta ahora en otras partes del
mundo (O'Brien, T.F., 1986) y podria reflejar, quiza, que estos
antimicrobianos han sido utilizados con mayor abundancia y durante
tiempos mas prolongados por los habitantes de la comunidad a la que
pertenecen los pacientes estudiados, en cuyo caso, la poblacion bacteriana
habria sido seleccionada como resistente, debido mayoritariamente a la
produccion de B-lactamasas.

La resistencia a algunos antibidticos “insensibles a B-lactamasas”
también fue elevada: un poco mas de 80% de las cepas fueron resistentes a
la cefalosporina de 3a. generacion ceftazidima, alrededor del 13% fueron
resistentes a la penicilina semisintética dicloxacilina. Por el contrario, solo
4.3% de las cepas fueron resistentes a las cefalosporinas cefuroxima (2a.
generacion) o cefotaxima (3a. generacion) y todas las cepas fueron sensibles
a la cefalosporina de 1a. generacion cefalotina. Estas diferencias notables en
resistencia a cefalosporinas nuevas y sensibilidad frente a las viejas
cefalosporinas indican claramente que, a despecho de lo que sugeriria el

sentido comun, la fecha de introducciéon de un antibidtico al mercado no es,
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por si misma, ninguna garantia de su efectividad, ya que en el fenomeno de
seleccion de cepas resistentes influyen grandemente el mal uso y abuso de
los antimicrobianos. Nuestros datos demuestran nuevamente, que ya no es
posible considerar, a priori, antibiético alguno como de primera eleccion.

Los antibioticos ante los cuales la frecuencia de cepas resistentes fue
mas baja, o nula, fueron el aminoglucésido gentamicina (2.8%) vy la
cefalosporina de 1a. generacion cefalotina (0%) (grafica 3).

Todas las cepas probadas fueron resistentes a 3 o mas antibioticos,
siendo la frecuencia mas alta para las resistentes a 4 (31.4%, grafica 4), lo
que probablemente refleja que poseen plasmidos.

Efecto de los inhibidores de B-lactamasas sobre la CMI de -lactamicos

En este trabajo reportamos que 95.7% de las cepas de S. aureus
produjeron [-lactamasas, y que los inhibidores de [-lactamasas acido
clavulanico y sulbactam disminuyen 8 veces la CMils, y CMlyy de
amoxicilina y ampicilina sobre la poblacion de cepas de S aureus
estudiadas (graficas 5 y 6). Sin embargo, el analisis mas detallado permite
distinguir 6 (grafica 7) o 5 (grafica 8) subpoblaciones, que probablemente
corresponden a cepas productoras de B-lactamasas con distinta sensibilidad

al inhibidor o, a enzimas producidas en concentracion diferente.

30



Las tres cepas no productoras de B-lactamasa (4.3%) mostraron una
CMI idéntica ante el B-lactamico con y sin inhibidor de f-lactamasa, de
modo que el cociente de ambas CMI fue igual a 1 (graficas 7 y 8). A pesar
de que estas tres cepas no produjeron P-lactamasa, fueron resistentes a
penicilina y ampicilina. Estos datos sugieren fuertemente que la resistencia a
ambos [3-lactamicos se debe a la ausencia o alteracion de las PBPs.
CONCLUSIONES

En suma, los datos presentados aqui muestran que S. aureus es una
causa cada vez mas frecuente de infecciones rspiratorias y que las cepas son
resistentes a los antibidticos considerados tradicionalmente como “de
eleccion”, especialmente a penicilina y ampicilina. Nuestros datos muestran
también que todas las cepas estudiadas fueron multirresistentes. Por ultimo,
de las dos estrategias utilizadas para combatir a las cepas productoras de -
lactamasas, la introduccion de cefalosporinas fue menos eficaz que la

combinacion de  B-lactamico +  inhibidor de  B-lactamasas.
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