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I NTRODUCCION

Staphylogoccus es un género de bacteria gque se incluye en el
grupo de los cocos grampositivos que crecen formando racimos,

del griego "Staphyle"” racimo de uvas y “coccus” grano.

Roberto Koch en 1878 fué &1 primero en descrihir el
estafilococo en pus humano. En 1880 Louis Pasteur 1los cultivo
por primera vez. Ogston en 1881, demostrd que algunos abscesos
eran provocados por cocos agrupados en racimos, llamandoles
Staphylococeus y un afio después demostrd que eran patdgenos para
el ratén y el cobayo (14&). Rosenbach en 1884 clasifice a las
especies de Staphylococcus en base al color de la colonia: wuna
de color amarillo a naranja la cual corresponde a §. aureus y la

otra de color blanco la cual corvesponde a S, epidermidis.

Staphylococcus mide de ©.5 a 1.5 wm de diametro y se
encuentran solos, en pares, en tetradas o agrupados en racimos
irregulares, inmdviles, no forman esporas, son catalasa
positivo y no forman capsula, aerchbias Y anaerobios
facultativos y pueden crecer en altas concentraciones de sal
{NaCl 13%). Producen pigmentocs con colores desde el blanco,

naranja ¢ amarillo hasta el dorado (19).

En la Gltima edicién del manual de Bergey la familia

Micrococcaceae contiene los géneros: Micrococtus, Staphylococcus

Planococcus y Stomatococcus, el género Staphylococcus comprende




19 ecpecies. En la 4a. edicidn del manual de microbiologfia
clinica de la sociedad americana de microbiclogia se mencionan

las especies de mayor interés medico Tabla No. 1t (31},

Stapbylococcus aureus. Es la cepa tipo del género de mayor

importancia médica. Las colonias son lisas, un poco convexas,
brillantes y con los bordes enteros. La pigmentacién de 1las
colonias es variable la mayoria son de color naranja a amarilla.
En condiciones aerdbicas y anaerdbicas producen Acido a partir

de glucesa, lactosa, maltosa y manitol (31).

El estafilocoto posee los siguientes componentes celulares:
proteina A, capa de peptidoglicana, presencia de 4dcidos

teicoicos. Figura No. &t (19).

Los estafilococos producen gran variedad de metabolitos de

significancia patolégica como: hkemolisinas alfa 1'% delta,
leucocidinas, toxina dermaonecrética, enterotoxinas,
penicilinasa, coagulasa, fosfatasa, hialuronidasa,

desoxirribonucleasa y fibrinolisina (1%, 31).

En los pacientes que desarrollan infecciones
estafilocdccicas, en ellos se ha observado tener problemas en
los mecanismas de resistencia del huésped. La tabla No. 2
presenta un grupo de factores que predisponen a la infeccidn

estafilocécecica (12).



L.a propagacién del Staphylococcus aureus se lleva a cabo por
contagio directo de un individuo de la comunidad, como paciente
0 persaonal del hospital con infeccién estafilocéccica a atro que
actua como portador o a traves del aire u objetos contaminados

Diagrama No. 1 (12, 57).

La puerta de entrada puede ser la piel donde produce:
celulitis, pustula, abscesos, carbunco, impétigo o a travées de
las mucosas donde puede producir infecciones respiratorias
agudas (IRA) & bien en portadores donde colaniza en farma

asintomidtica Tabla Na. 3 (6, 30).

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) constituyen un
importante problema de Salud Pablica por su alta morbilidad vy
mortalidad (42); asi mismo desde el punto de vista
socioecondémico, debido al gran ausentismo en escuelas y centros
de trabajo, es el principal motivo de consulta en todos 1los
paises (30), por estas razones, es impaortante hoy en dia hacer

el diagmdstico oportuno de IRA (17).

La clasificacidn de las IRA se hace en funcién del sindrome
clinico y no del agente causal. lLas IRA se dividen en dos grupos
principales: Infecciones del tracto respiratorio superiaor y las
del tracto respiratorio inferior; sin embargo, con frecuencia
tanto el tracto respiratoario superior coma en el inferior se ven

afectados de manera simultanea o consecutivamente (44).



fas IRA se pueden clasificar en leves, moderadas y graves en
base a los signos y sintomas facilmente identificables en cuanto

al manejo de las pacientes (25,41).

Predominan las infecciones respiratarias superiores, siendo
la mayoria de caracter leve y se limitan a resfriados comunes vy
faringitis modetradas (1,35,51t). La mayor parte de los casos se
presentan en las edades comprendidas entre 1 y 14 afipos (18). La
incidencia esta inversamente relacionada con 1a edad,
presentandose un pico de B8 a 9 episodios por affio en los dos
primeros affos de 1la vida y decrece progresivamente hasta
presentar 3 a3 4 episodios por afio de los 3 a los 5 affas. En  la

etapa escolar nuevamente sufre un aumento debidao al incremento

de amigdalitis estreptocécica (23, 45).

Entre las bacterias que con mayor frecuencia se asocian en

forma secundaria a IRA estan: Streptococcus agenes,
Streptococcus pneumoni ae, Staphylococcus aureus v

enterobacterias como agentes secundarios (40),

Staphylocaoccus aureus pueden producir infecciones del tracte
respiratorio superior como: Sinusitis, amigdalitis aguda,
faringitis, rinofaringitis (&6, 1%, 22, 30) e infecciones del

tracto respiratorio inferior como neumonia (29, 43).

Streptacoccus pyoqgenes produce infecciones del tracto
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respiratorio superiaor como: Sinusitis, faringoamigdalitis,

rinofaringitis (22, 3J0).

En las infecciones respiratorias agudas (IRA) se agrega otro
problema importante, el manejo inadecuado que se hace de ellas y
del uso indiscriminado de 1lgs antibidticos, que sin nhinguna
utilidad clinica son prescritos por el personal de salud o la
medicacién par la misma poblacidén (autoprescripcion) general,

como consecuencia de la falta de informacion adecuada (24).

En México se esta elaborando un programa de control de las
IRAs en nifias menores de cinco afios, en el cual el tratamiento
se basa en la clasificaciédn de estas, de acuerdo a la presencia
o ausencia de algunos sintomas o signos especi ficos Figura No. 2

(38, 41).

En el caso de la faringitis causada por Streptococcus
pyggenes, el tratamiento de eleccidn es la penicilina
administrada en tal forma que se alcancen niveles taerapéuticos
durante diez dias con el fin de erradicar el agente etioclégico

(4, 22, 3I0).

En pacientes gue presentan cuadros recidivantes de faringitis
estreptocdcica, se ha planteado la posibilidad de que bacterias
aerchias y anaerobias como: Staphyloceccus aureus, Bacteroides

melaninogenicus, Bacteroides oralis productoras de




betalactamasas o penicilinasas {(inhiben la actividad biolégica
de la penicilina) evitan la erradicacién del estreptococes {22,

S8 .

Este trabajo forma parte del Estudio para la Evaluacién del
Diagndstico y Tratamiento de las Infecciones Respiratorias
Agudas en pacientes de primer nivel de atencién de 1la Consulta
Externa de la U.M.F. No. 28 “BGabriel Mancera" IMSS. En el cual
se pretende determinar el patron de resistencia de
Staphylococcus aureus aislados de pacientes con e sin infeccidén
respiratoria aguda (IRA} a penicilina, ampicilina, meticilina vy
Acido clavulanico-ticarcilina y su relacién con la resistencia

al producir betalactamasa (penicilinasa).



TABLA Mo. 1

DIFERENCIACION DE LAS ESPECIES DEL GENERO Staphylococcus

CARACTIRISTICAS SAURLUS S.IPIDERMIDIS S.CAPITIS S.MAXNIR] §.HAINOLYTICUS S.HOMINIS S.SAPROTHYTICUS S.SIHULARS S.XYLOSUS S.COMNIT
DIAKETRO DE LA COLONIA (SMK), + - - ] + - + + + +
CREC. IN ANAIRODIOSIS. + + + + + - + + » >
CoaGULASA + - - - - - - - - -
RENOLISIS + - - » - - - + - -t
REDUCCIONK DE NITAITOS + + ° EEEY ] » - - - -
10sfaTAsA + + - - - - - - - -
FESISTENCIA A La NOVOIIOCINA - - - - - - + - + .

PRODUCCION DE AC. AEROBICANENTI

MALTOSA + + - + + » + - + t1=
D-TREALOSA 4+ . -~ + + . ® + + -
DeKANITOL + - + ° L - - - + -
X1L1r0L - - . - - - 2 4 4+ -
2-2180SA + 13 - 1) » 2 - ] + +
1ACT0SA 4 1] - ] » 4 ? ? ? -
D-FRyCtosa + + + + 2 + + + [ »
LISOSTATINA - + + + 4 » 4 - - -

23 11 a e X 3L CXPAS YOSITIVAS,

yomada DI LINNITI'Y cotd! t1sesy
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TABLA No.2
FACTORES PREDISPONENTES A LA INFECCION POR

Staphvlococcus aureus

DoaRo a la piel normal, por ejemplo, abrasivos. traumat iemos
y heridas quirdrgicas, quemaduras. afecciones primarias en
la piel.

Previas infecciecnen virales, por e jemple. , influenza,
sarampidn.

Defectes en ta funcidn de los leucocitos

a.- pisminucidn de los leucociltos por ejemplo., leucopenia
congénita o adquirida, drogas imnunoeupremoras.

b.- Defectos en la quimiotaxis.

c.~ pDelecios en la fagocilowis o facilidad de date proceso
por las opsoninas u olros faclores del suero.

d.- Defectons #n la destruccidn intracelular por sjemplo.. ta
onf ermedad granulomatosa crénica.

peficiencia en la inmunidad humoral.

rresencia deo objetos aextrafics en el cuerpo por e jemplo.,
cateter intravenoso suturas.

Uso previo d@ antibidticos profildcticos o terapduticos a
los que Staphylococcus auraus No es sensible.

giversas snf{srmedades en las cuales no eetan bien entendides
Loes defecica en la resimtencia del huémped, por ejemplo.,
diabetes metlitus, clcoholismo. mucoviscidosis, enfermedad

arterial coronaria, varios tumores malignos. uremia.

TOMADA DE ! COHEN, J. 0 (122



TABLA No. 3
SECUENCA PATOGENICA NDE LA INFECCION POR

Staphylococcus aureus 2y

SITIO CON INFECCION LOCALIZADA INFECCIONES GCONTIOUAS
SINTOMATICA @ CON COLONIZAGCION
ASINTOMATICA
1.~ Piel Carbuncos. abmcescs subcu-~
tdneos , osteomielitia,
srtritis <lesidn aguda de
ta prel.
2.- Ojo . Infecciones orbitales graves
3. - Norixz y gaorgania Sinusitie, abmcencs en amig-
datas o relrofaringeos oti-
Puede extendsrase tie media t(rarci, masmtoidi-
pPor Li®, bronquitis, neumonis -

cantiguidad sstalilocdéeccica primaria, =
T parotiditis

4.~ Oastrointeslinal Enterccolitie
S. - Uretra Pusde progresar Cistitie, pielonefritis am-
o bacteriemia, cendente (raral, prestdiitis

abscenos prosidticos.

-~ Vagina Cervicitis, salpingitis, aba
cesos pslvicoun.

BRacteriemia

FURNTE Puede 2er mintomdtica CONTAMINACION POR UN
— * . ——

DESCONOCIDA ¢ asintomdiica © cau CUERPO EXTRANOD

sar la muerie,

Sitios infectados por Introduccidén directa en Lo
meidetasin. corrtente manguihea © siste-
1. Huem08 Yy CONEXKLONOD Pueden ma cardievasculer, por °jem-
Z. Pulmones-neumonia abarcar plo cateter intravenosa

sac. por S. aureus attLon valvwulas artificiales 4
3, Prel y misculon~ metLasideti com corazén , Lnyecctdn de
abscescon ndrcoticos contaminados.
4. Coarazdn
5. Riflen-absecescs Lom mittos metastdsicon lue-
&, SNC-abescence go pueden pasar o ser focos
7.atros importantes para coantinuar la

bactaeriemta.
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FIGURA Mo, 1

ESTRUCTURA ANTIGENICA DE LOS ESTAFILOCOCOS.

Antigenos prataicos por ls pared caluter (b}

Comple;o cida teicoics protidogiveans (s}

Citoplasne

T0RADY DE! EASION ¥ COLYY (953
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DIAGRAM: Mo, 1

CICLO IPIDIMIOLOGICO DIL Staphylococcus aureus
Di IL HOSPITAL ¥ XN LA COMUNIDAD (42)
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TIGURA Mo, 2
CLASITICACION DE IRA ORIENIADAS AL MEJD ‘49

SIGNOS CRITICOS CLASIFICACION DE IRA DECISION DE MANEJO
EXPECTORACION
RESPIRACION
RAPIDA
4o | tRaraniento DE
IR LEVE APOYD EN CASA
51
HUNDINTENTO
INTERCOSTAL
H0
-} 1R HODERADA #[ PEX G PROCAINA
CLAROSIS
Ko ADAISION EN
» y »
IRA GRAVE HOSPLTAL PEN G
51 | ima arave
CONPLICADA
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FUNDAHENTACION DEL TEHA

€l uso indiscriminadeo de los antimicrobianos en la clinica
especialmente en infecciomnes adquiridas en los hospitales ha
sido un factor determinante en la aparicién e incremento de 1la

raesistencia bacteriana (7).

En afos recientes ha habido un incremente dramitico en la
incidencia de infecciones asociadas en hospitales causadas por
cepas de Staphylococcus aureus que son resistentes a multiples

antibidticos (33).

La terapia con penicilina se emplea desde principios de los
40s y universalmente ha sido efectiva. A los pocos afilas de la
aparicién de la penicilina fueron reportadas cepas resistentes a
este antibidtico (3. La introduccién sucesiva de
estreptomicina, tetraciclina, claoranfenicol y los macrolidos,
fué similarmente acompaada por la aparicién de organismos
resistentes (46, S4)., Las cepas que adquirieron resistencia a
estos nuevos antibidticos fueron tambien usualmente resistentes
a la penicilina por la produccién de enzimas que se conocen como

betalactamasas (penicilinasas).

f.a introduccién de penicilinas betalactamicas resistentes a
la accién de 1las betalactamasas, semisintéticas tales como:

meticilina y oxacilina trajo como consecuencia wuna disminucién



general en la prevalencia de S. aureus multiresistentes durante
los primeros afios de los &0s (54). Pero al final de los 605 vy
principios de laos 70s, se aislaron cepas resistentes a los
antibisticos betalactamicos semisintéticos con una creciente

frecuencia en un namero de paises (50).

Durante los Gltimos aflos de la década de los 70s y ha
principios de los 80s, se describieron cepas de §S. aureus
resistentes a miltiples antibidticos incluyendo meticilina vy
gentamicina que fueron responsables de brotes de infecciones

hospitalarias (53).

Staphvylococcus resistentes a antibidticos en los 40 wltimos
afios se considera como una inevitable respuesta genética hacia
la presién selectiva del medio impuesta por la terapia
antimicrobiana. bLa aparicidén inmediata de resistencia después de
la introduccién de un antibidtico al uso clinico ilustra 1la
potencialidad de las poblaciones microbianas para adaptarse

rapidamente a cambios en su medio ambiente (52).

La primera vez que se describid la resistencia a antibicoticos
entre bacterias, incluyendo S. aureus, se creyd que el Fendmeno
estaha mediado unicamente por mutacidn y seleccién (52). Durante
la ultimas dos décadas se ha acumulado evidencia que indica que
en muchos casos la resistencia a los agentes antimicrobianos en

los Staphylococgus come en otras bacterias gramnegativas es
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debida a la presencia de plasmidos que 1llevan consigo los

determinantes genédticos de resistencia (21, 47).

El intercambio gemético de determinante de resistencia
antimicrobiana entre organismos de la misma o diferente especie
juega una parte crucial en la evolucidn de las bacterias
antibidtico-resistente (52). Existen varios mecanismos para la
transferencia de material genético entre Staphylococcus. Estos
son los procesas tradicianales de transformacién, transduccién

y conjugacién (33).

La transfaormaciédn genéetica, consiste en que el DNA desnudo
praveniente de una bacteria donadora, se adsorba en la
superficie de la bacteria receptora y posteriormente pase al

citoplasma.

En la transduccién hay transferencia de DNA cromosémiso o

extracromosémicao por medio de un bacteri&faga.

En la conjugacidn, se requiere el contacto directo entre 1la
bacteria donadora y la receptora. Los genes que codifican para
que se efectue este proceso se encuentran en plasmidos v no en

el cromosoma.

Los antibioticos betalactamicos o penicilinas. Este grupo de

antibidticos posee una caracteristica comin en 1la estructura
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quimica, un anillo tiazolidico unido a un anillo betalactamico
(Figura Na. 3) a los que se les unen cadenas laterales que son
responsables de muchas de las propiedades farmacoldgicas vy
antimicrobianas. La regién activa en todos ellas esta localizada
en los anillos betalactamicos (10). En la Tabla No. 4 se

muestra la clasificacién de las diferentes penicilinas.

Los antibiéticos betalactamicas producen un efecto
bactericida por inhibicién de las enzimas unidas a membranas
respaonsables para catalizar las etapas vitales en la biosintesis
de la pared celular. Tal inhibicién es el resultado directo de
la unién covalente de los antibidticos a una o mas enzimas
sensibles a la penicilina 1lamadas proteinas unidoras de

penicilina (PBPs) (20, 49, 55).

Hay tres mecanismos moleculares significativos de

resistencia a los antibidticos Betalactamicos en 8. aureus.

lo. Inactivacisén de penicilina a través de betalactamasas o
hidréligis mediada por penicilinasa del anillo

betalactamico del antibidtico (10, 13).

20. La resistencia intrinseca a meticilina, el cual es
igualmente efective contra penicilinas sensibles a
betalactamasa, involucra una disminucidn de la afinidad o
de la cantidad de las PBPs que acarrea el antimicrobiano

a su sitio blanco (32).
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FIGURA No. 3
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TABLA No. 4

CLASIFICACION OE LAS PENICILINAY

PENICILINAS NATURALES PENICILINA DE AMPLIO ESPECTRO

PENICILINA G AMPICILINA BACAMPICILINA

PENICILINA V AMOX ICILINA CICLACILINA
HETACILINA

ISOXAZOLIL PENICILINAS CARBOXIPENICILINAS

METICILINA CLOXACILINA CARBENICILINA

NAFCILINA DICLOXACILINA TICARCILINA

OXACILINA FLDXACILINA

PENICILINA DE CUARTA GENERACION

AZLOCILINA PIPERACILINA

MEXLOCILINA
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3o. La tolerancia debida a la diferencia entre la
concentracién mi nima inhibitoria (CMI) y la concentracidén
mi mima bactericida (CMB) de los antibidticos

betalactamicos.

La reaccién basica de una betalactamasa con una penicilina es
hidrolizar la ligadura amida ciclica del nucleo de la penicilina
(Figura No. 4) provocando la produccidn de peniciloatos

bacterianamente inactivos (14}.

llas betalactamasas se caracterizan poar sus perfiles de
inhibicién y sustrato, par el pesao molecular, diferencias

inmunolégicas y, en especial, por sus puntos isoeléctricas (26).

Las betalactamasas pueden clasificarse por esquemas
distintos. En la Tabla No. 5 se muestra la clasificacién mas

comanmente utilizada, la Richmond-Sykes (26).

En la Tabla No. & se muestra un esquema de la clasificacidn
general de las betalactamasas. El subtitulo en cada grupa esta
incluido para indicar especificidad del sustrato Yy

susceptibilidad a inhibicién por acido clavulianico (8).

Grupo 1 Betalactamasas, subtfitulo CEP-N, son enzimas que
preferentemente hidrolizan cefalosporinas y no sen inhibidas por

acido clavulanico (10 uM).
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Grupo 2 Betalactamasas incluyen una variedad de enzimas que

son todas inhibidas por acido clavutanico.

Grupe 2a subtf{tulo PEN-Y, betalactamasas inhibidas por Acido
clavulanico, incluye muchas de las betalactamasas de organismos

grampositivos.

Grupo 2b son las tradicionales betalactamasas de amplio
espectro, BD5-Y. Grupe 2b’, EBS-Y, incluye muchas betalactamasas
relacionadas con el grupn 2b pero con la habilidad para
hidrolizar antibidticos betalactAmicos de amplio espectro con

mayor accidén, tal como cefotaxima, ceftazidima.

Grupo 2c, CAR-Y, y 2d, CLX-Y, incluye aquellas penicilinasas

que también hidrolizan carbenicilina & cloxacilina.

Grupo 2e, CEP-Y, incluye un grupo Gnico de cefalosporinasas
que son inhibidas por A4cido clavulanico Yy penicilinasas

semejantes en propiedades inmunoldgicas.

Grupo 3, MET-N, son las betalactamasas gue requieren un idén
metalico para la actividad enzimatica; todasz aparentemente no

son inhibidas por Acido clavulaAnicao.

Grupo 4, PEN-N, incluye upa variedad de penicilinasas que no

son inhibidas por acido clavulanico.
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FIGURA No, 4
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TABLA No. 5
CLASIFICACION DE BETALACTAMASAS (263
Tipo 1

Enzimas acltives principalmente ¢ontra cefalosporinas, rtnhibidas por
isoxazolilpentcilina y carbenicilina y por algunas halopeniciloatos

paro mo por doido clavuldnice, aulbactam,
FPesoc melecular Z24,000-46,000
Perfil: Pen 100, tarb 5, Clox O, CER 150-800
Se encusntran en: Enterobacter , Morganella, Proleus vulgarie,
Providencia, Pseudomonas, Klebatella, Serratia, Citrobacter.

Tipa 11
Enziman activas contlre penriLcilinas tnhibidas por
imoxoczolilpenicilinas perc "o por corbenictilina, irhibirdas  por

deide clavulanico.
Peso mgl.cular 25%3,000-30,000

rperfil Pen 100, Amp 4150, Carb 40, cClex ©, CER 10
Se encuentLran en: Proleus mirabilis, E. colur.
Tipa 111
Enzimas que Lgualmentie hidrolirzan pentcilinas ¥ cefaloeaporinas,
tnhtbuidas por PCMB , vsoxazoltlpeniciliinas, actividad reducida

eontra carbentcilina, itnhitbidas por decido clavuldnico, sulbactam.
Pasoc m2£o:ular: 1?7 ,000-2%9,000

Perfil Pen 100, Amp B0, Carb 10, Clox ©, CER 1S0.
Nombres comunes: TEM, HSV-1, HMS.
Se encuenLian en: E. cols, Hoemophi lus, Neismerta, Salmonella,

Shigella, Pseudomonaos. E# la enzima mas comin @ nivel mundial.
Tipa IV

Enzimae que tgualmente hidrotizan penicilinas Y cefalosporimnan,

reststenies a i1nhibicidn por r1eoxazolilpenitcilinas y carbentcituinag,

pCMB pero i1nhibidas por decido clavuldnice y sulbactam,
Poso mplecular: 18,000-25,000

Perfil Pon 100, Amp 150, Carb %S0, cClox 20. CER 70.
Se encuenira en: Klebsiella, Branhamella.
TIPQ V
Hidrelizon tgualmenie penicilinas ¥ cefalesporinas, hidrolizan
isoxazolilpenicilinas mejor que cefalosporinas, inhibidas por dcido

clavulg’;\lco.

Perfil Pen 100, Amp 300, Carb 70, Clox 200, CER SO
Peso molecular: 12,000-232,000

Nombre comun: OXA t.,2.3: PSE 1.,2.9,4

Se encuéntra en! E. ¢coli. Pasudomomas.
TIFO VI
Midrolizan cefclosporinas me jor que pentcilinaa. tnhibidas por

cloxaciting, carbenicilina, cefamandol pere no cefoxttin.
Perfil Pern 3, Amp 1.5, Carb 0.5, CER 100,
Se encuenira en: Bacteroides.



TABLA Ho. 6

CLASIFICACION GERERAL DE LAS BETALACTANASAS

GRUPO DENORINACION SUSTRATO a. IHHIB1DR POR EDTH ACTIVIDAD
ACIDO CLAVYLARICO ENZINATICA
i CEP - N CEFALOS KO K0 Cromosoma/en bact, gram-negativo
24 PEN - ¥ PEN sl KO Penicilinasa grampositivos
2 BbS - ¥ CEFALOS, PEX, si Ho TEN-1, TEN-2
2 EBS - ¥ CEFOTAXINA St Ho TEN-3, TEN-5
2 CAR - ¥ PEN, CARBEXICILINA 3 0 PSE-4, PSE-3, PSE-4
H) CLX - ¥ PEN, CLOYACILIKA Sty L] 0XA-1, PSE-2
2¢ CEP - ¥ CEFALOS 13 Ko Proteus vulgaris
Bacillus cereus
3 HET - N VARIABLE L] st —————

Ps. maltophilia

4 PEN - N PEN e 24 Ps. cepacia

PEN - PENICILINAS CEFALOS - CEFALOSPORIKAS

A 10 pit ACTDD CLAYULKNICD

¥, THHIBIDAS POR ACIDO CLAUULANICO SOLO A ALTAS CONCERTRACIORES
€+ UARIAELE

TOMADD DE: BUSH, K. 1999 ANTIMICROB. AG. CHEMOTHER. 33(3): 261
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Las Betalactamasas de S. aureus son enzimas exocelulares. Su
si ntesis es mediada por plasmidos y la mayoria de las enzimas
son inducibles (48). Algunas cepas producen cantidades
importantes de enzima exocelular debido a produccién

constitutiva (26).

Desde el punto de vista serolégico existen cuatro tipos
(A a la D) de betalactamasas de 5. aureus ., Las enzimas de los
serotipos A y C son de alta actividad y se encontréd que eran
producidas por S. aureus tipicas de hospital (33)., La
betalactamasa de S. aureus es un polipéptido sencillc cuyo peso

molecular es de 29,000. Su punto isoeléctrico es 8.9.

Las betalactamasas estafilocdcicas san facilmente inhibidas

par los inhibidores de betalactamasas (39).

Aunque muchos inhibidores de betalactamasas han sido
estudiados, la llegada de lo que podria ser llamada la era
moderna usanda inhibidaores de betalactamasa camienza
clinicamente con el reparte de el Aacido clavulanico en 1976

(3&).

El a4cido clavulanico es un producto natural, fue aislado de
Streptomyces clavuligerus, contiene un anillo betalactamico no
obstante ejerce solo actividad minima antibacteriana cuando es

usado solo. Su farmula es CBH7N05 Figura No. 5 (2, 9).
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El Acido clavulanico tiene 1a habilidad de inactivar
irreversiblemente las betalactamasas producidas por muchas
bacterias gramnegativas y grampositivas clinicamente importantes
(19).

l.as betalactamasas de S. aureus (mediadas por plasmidos) son

también inhibidas por aAcido clavulanico.

La Amoxjicilina combinada con Acido clavulanico (2:1) fue el
primer inhibidor betalactamasa aprobado para uso mundial (9).

Ticarcilina combinada con Acido clavulanico (3g/100mg). Es un
nueva antibiotico de gran significancia clinica, su actividad
antibacteriana resulta de 1la habilidad de 1la ticarcilina
{antibiético betalactamico) para romper la pared celular
bacteriana y el Acido clavulanicao su capacidad de actuar como
inhibidor suicida de betalactamasas que inactivan ticarcilina
Figura No. &6 (38).

Ticarcilina~acido clavuladnico tiene la habilidad para inhibir
un amplio rango de bacterias gramnegativas y grampositivas,
aercbias y anaerobias clinicamente importantes fu¢ demostrado
“in vitro” frente a una actividad de rutina consecutivamente con
aisladas clinicos (15). Esta actividad de amplio espectro
excepcional incluyendo la habilidad para impedir la mayor parte
de las formas comunes de resistencia bacteriana por antibidticos
betalactamicos hacen de ticarcilina-aAcido clavulanico una
importante adicién para el médico como un armamento

antimicrobiana.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Staphylococcus aureus. Es el agente causal de infecciones

respiratorias agudas (IRA), pero también se aisla con frecuencia
elevada de portadores sanos, existen discrepancias de criterios
cuando se aisla de faringe para aceptarlo como agente patégeno
(22, 30), ya que algqunos autores estan de acuerdo en que mis
bien el papel que podria desempefar éste germen, es el de
productor de betalactamasa (penicilinasa) que al inhibir 1la
penicilina, podria evitar 1la erradicacién del Streptococcus

pyogenes (22).

En los ultimos affos aparecieron cepas de 8. aureus
resistentes a maltiples antibiéticos y fueron responsables de

brotes de infecciones hospitalarias (33).

La aparicién de Staphylococcus antibidtico-resistentes en los
40 ultimos affos se ha considerado como una inevitable respuesta
gentética hacia la presidn selectiva impuesta por la terapia

antimicrobiana (332).

La resistencia a los antibioticos betalactamicos en S.
aureus se debe principalmente a la produccién de enzimas que se
conocen como betalactamasas. Debido a lo cual la idea de tratar

con un inhibidor de betalactamacas es atrayente. £n este caso el
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Acido clavulanico (inhibidor potente), el cual combinado con
ticarcilina (antibi¢tico betalactamica) puede resultar valioso

(15, 59.
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OBJET1IVOS

Aislar e Identificar cepas de Staphylococcus aureus de
pacientes con o sin infecciéon respiratoria aguda (IRA) que

acudieron a la U.M.F. 28 “Gabriel Mancera®™ IMSS.

Identificar cepas productoras de la enzima betalactamasa de
Staphvlococcus aureus por el método de cefalosparina

cromogénica en disco.

Determinar el patrén de resistencia de Staphylococcus aureus
a penicilina, ampicilina y meticilina por el método de

dilucién seriada en placa.

Determinar la resistencia de Staphylococcus aureus
productores de betalactamasa a ticarcilina-idcido clavulanico

(timetin) por el métedo de difusidn en agar.

Relacionar la resistencia o sensibilidad a penicilina,

ampicilina y meticilina con la produccién de betalactamasa.
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HIPOTESIS

Debido al uso indiscriminado de 1los antimicrobianos en 1la
clinica especialmente en infecciones adquiridas en las
hospitales, asi como de que en 1los ultimos aflos aparecieron
cepas de Staphylococcus aureus que fueran responsables de brotes
de infecciones hospitalarias es de esperarse un incremento en la

resistencia de cepas de $. aureus.

La prevalencia de portadores sanos de Staphylococecus aureus

favorece la diseminacidn de cepas resistentes virulentas para
hué¢spedes camprometidos en donde puede causar IRA moderada &

grave.
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MATERIAL Y EQUIPO

Material Biolégico
Cepas de Staphylococcus aureus aislados de pacientes
atudieron a la U.M.F. 28 “Gabriel Mancera" IMSS con o

infeccién respiratoria aguda (IRA).

Cepas de Referencia
Staphyloucoccus aureus ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 35218

Pseudomonas aeruqinosa ATCC 27853

Plasma Humano

Sangre de Carnero

Medios de Cultivo

Agar sal y manitol

Base de gelosa sangre
Caldo de soya tripticaseina
Medio de transporte Stuart
Medio O/F

Agar Mueller-Hinton

Caldo Mueller-Hinton

que

sin
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V)

V)

VI
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Azdcares
Glucosa

Manitol

Antimicrobianos en sales puras

Penicilina 1625 W/mg Lakeside
Ampicilina Q75 upg/mg Lakeside
Meticilina 203 ug/mg Sigma

Discos individuales con antibidtico
Penicilina 10 U
Ampicilina 10 ug

Ticarcilina-acido clavulanico 75/10 ug

Material de vidrio

Cajas de petri estériles
Pipetas volumétricas de 1 ml.
Pipetas volumetricas de 5 ml.
Pipetas volumétricas de 10 ml.
Botellas de dilucién

Tubos estériles 15 X 150 mm.
Tubos estériles 13 X 100 mm.
Pipetas Pasteur estériles

Matraces erlenmeyer
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Otros
Abatelenguas

Hisopos estériles

Reactivos

Peréxida de hidrégeno al 3%

Solucién salina al 0.85%

Solucidén reguladora de fosfatos 0.1M pH=B.0
Rojo de fenol al 0.5%

Agua destilada

Discos impregnados con Nitrocefin (Cefinase)

Equipo

Autoclave

Incubadora

Refrigerador a 4 °C
Microscopio

Horna

Replicador de Steers
Balanza analitica
Campana de flujo laminar
BaMo metalico

Gradillas



- 35 =

METODO

I} El presente trabajo +Forma parte del Estudio para 1la

Evaluacidn del Diagndstico Yy Tratamiento de las
Infecciones respiratorias agudas (IRA) en pacientes de
primer nivel de atencién de consulta externa de la U.M.F.

28 “Gabriel Mancera' IMSS.

Para el estudio se aplicd un cuestionario (anexo 1) a 192
pacientes con infeccién respiratoria aguda que acudieron a
consulta externa considerando los siguientes criterios de

inclusién:

a) Se incluyeron pacientes que acudieron a consulta
externa por infeccidédn respiratoria aguda (menos de 21

dias de evoluciénd.

by A quienes el madicao familiar haya diagnosticado
printipalmente rinafaringitis & catarro comdn,
faringitis, amigdalitis, sinusitis, otitis media,

laringitis y bronqutitis.

Se incluyeron testigos sanos.



ESTUDIO DEL DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO
DE LAS INFECCIONES RESFIRATORIAS AGUDAS SUFPERIORES
UNIDAD DE HMEDICINA FAMILIAR No 28 “GABRIEL MANCERA"
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

encuestador ! i medico ! H
NOGI__4__t_
1. IDENTLIFICACION [
1 M
NOMERE CONSULT. ! __._ !
AFILIACION: _ . o . 3 e % e o __.__iAGREG!__! TEMP I__.__ i !
EDAD} _._ % __t 'SEXO!__ PESO!__e__o___}__o__ et TALLAI_t_ . 1
masc=1 fem=2
DOMICILIO,
TEL
VISITA {__isi=1 no=2 EFECTUADA]__!si=1 no=2 LABORATORIO!__isi=1 no=2
11 CUADRO CLINICO si=1 no=2 EVOLUCION: __i__3
FIEERE TOS S&CA ODINOFAGIAX
ESTORNUDOS TOS PRODUCTIVA OTALGIA 120%

EXFECT. HIAL. ¥
EXPECT. PURU. ¥

RINORREA HIAL.

RINORREA PURU. OTORREA 1Z0

L

:
:
OTALGIA DERE !
;
]
:

L0
LU

CEFALEA% SECRECION RET.# OTORREA DER
ADENOPATIA DOL.*§ ___ DISFAGIAX MIDARTRALGIAS* !
* solo mayores de S afos OTROS [
ANTECEDENTES AMIGDALECTOMIAL ¢
I1I1T. TRATAMIENTO FREVIO
ANTIBIOTICOS (____ ¢ OTROS MED. ' __%__ {1 __ 3 REMEDIOS CASEROS | _ _i___
a b a b < a b
QUIEN RECOMs __ ' ! QUIEN RECOM®:__ ¢ __ ! _ !¢ QUIEN RECOMENDO®* ! __ !
a b a b ¢ a b
ninguno ninguno =0 ninguno =0
penicilinas aas =1 te de bugambilia =1
eritromicina acetaminafen te de gordolobo =2
ampicilina pirazolonas miel con limon =3
dicloxacilina antihistaminicos te de manzanilla =4
lincoamicina =5 antitusigenos =5 te de canela =5
tmp-smz =& gotas nasales =6 maniagbras
tetraciclina =7 gotas oticas = =6
otras =8 otros = otros =7
OHSERVACIONES,
¥OUIEN RECOMENDO:
madre =1 autoprescrito=z familiar =3 medico familiar=4
medico priv, =5 enfermera =& boaticario=7 vecino =8

=
otros =0



1V. EXPLORACION FI1SICA

MUCOSA NASAL 1 _ i

AMIGDALAS | __ |} SECRECION RETROFARINGEA! __i

FARINGE - ADENOFPATIA DOLOROSAX I
normal =1 normal = ¥s0lo mayores de $ a. si=1 no=2
hiperemia leve=2 hipertroficas=2

hiperemia sev.=3 hiperemicas =3 TIMFAND DER!__ ! TIMFAND IZO:___!

con pus =
ausentes =5 narmal =1 perforada =4
hiperemica=2 can pus =9

CAMPOS FULMONARES 1___° abombada =3 no visible=é

limpios ={ e.alveolares=4 FREC. CARDIACA 1 ___ v 1 __ %

e. transmitidos=2 O0TROS DATOS ' __ ! s1=1 no=2

e. bronquiales =3

SIBILANCIAS '

V. DIAGNDSTICDS INVESTIGADORES §__1 MEDICO FAMILIAR § i
rinafaringitis =1 sinusitis =4 bronquitis =7
faringitis =2 laringitis =% otitis media aguda =8
amigdalitis =3 traqueitis =6 otros =9

V1. LABORATORIO

EDAD ¢ _ 1 _ ! NUMERO ¢ __t__ i __! DIAS EVOLUCION L S |

DIAGNOSTICO ANTIBIOTICO FREVIO L

(en las 2 ultimas semanas)
si=1 no=2

PRUEBA DE COAGLUTINACIDN FIKE 1V RESULT.

LDR {__i PHRDIRECT t 4 STUART it RESULT.

positiva=1 negativa=2

VIROLOGICO! ___! RESULT.

si=1 no=2

Vii. MANEJO FOR EL MEDICO FAMILIAR

SABE EL NOMBRE DEL

MEDICO FAMILIAR |__

QUE LE DIJO OUE TENIA! ! ENTENDIO LA RECETA!___1

no le dijo =1 si=1
REMED1O CASERO it le diio y no entendia =2 no=2
si=1 no=2 1le dijo parcial=

CUAL REMEDIO

=3




RECETA

INDICACIONES

NOTA MEDICA

INCAPACIDAD |__!._ |

VIII.

ANTIRIOTICOS ! H

0oy

ninguno

p. procaina
p. benzatinica=2
diclogxacilina =3

1}
1

ampicilina =4
ANALGESICOS i_ !
ninguno =0
aas =1
acetaminofan=2
ADECUADG {___}
ANTIINFLAMATORIOS
ninguno =0
naproxen =1
dextropropoxif.=2
fenilbutazona =3
indometacina =4
ADECUADO

OTROS si=1 no=2

MEDICAMENTOS FRESCRITOS

td

Jdustificado =1

b a b injustificado=2
eritromicina =5 ELECCION ! correcta =1
tetraciclina =64 a b incorrecta =2
cloramfenicol=7
gentamicina o ADECUADD @ HE .
ami kacina =8 b
tmp-smz =9

DOSIS ADEC {__!!___! VIA AD. ! __
INTERV.AD. !__!{__! TIEMPO Ai__
a b a
ANTIHISTAMINICO #__ & §__! ANTITUSIGENDS: !

a b a
ninguno =0 ninguno =
clorfeniramina comp. =! dextrometorfan =
difenhidramina Jjbe =2 benzonatato perlass=
clorfeniramina Jbe =3 benzonatato sups. =

ADECUADD L B ADECUADD i__: !

a b a

si=1 no=2
t__t BRONCQDILATADORES ¢ __|
ninguno =0

salbutamol =1
terbutalina=2

1t ADECUADO ! __!
si=1 npo=2

H i MEDICAMENTOS O MANIOBRAS

VASOCONS. NASALES 1 _

ningunao
pseudoefedrina
fenilefrina sol.

ADECUADO ! ___

U'I HN'—‘OG’I




11) Para el aislamiento de Staphylococcus aursus se llevo acabo

lo siguiente:

al

b}

c)

d)

e)

£

Exudado Faringeo

Por medio de un abatelenguas estéril, se deprimié la
lengua del paciente, se ilumind lo mejor posible su
garganta y con un hisopo estériil, se froté Firmemente
sobre las paredes de la faringe y ambas amigdalas y en

cualguier area de inflamacién, ulceracidn ¢ exudacién.

Se colocd el hisopo en medio Stuart, y se mantuve en

refrigeracisan para su traslado al laboratorio.

Se sembréd por estria cruzada en los siguientes medios:

Agar sangre y agar sal y manitoil.

Se incubs a 37°C durante 24 a 48 horas.

Se observé si hubao crecimiento o no.

Si hubo crecimienta, se procedio a realizar lo
siguiente:

Frote y Tincién

Catalasa

0/F Glucosa
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111} ta Identificacidn de Staphylococcus aureus se llevo a

realizando las siguientes pruebas (28):
a) Coagqulasa
b) Produccién de 4cidos en condiciones aerdbicas

c) Susceptibilidad a la novobiocina

a) Coagul asa

Cada cepa se inoculd 2n 0.9 ml. de plasma humano,

incubs par 4-24 horas a 37°C. y se leyé a las 4 y a

24 horas.
Interpretacidn

+

]

Coagule en el tuba.

~ = No se observa el coagulo.

b) Produccién de aAcido en condiciones aerdbicas

En tubos con medio base purpura de bromocresol

carbohidrato (manitol ¢ glucosa al 1%4) se sembré

cepa por estria, se incubd por 24 horas a 37°C.

cabo

se

las

caon
cada

Las

lecturas se realizaron diariamente hasta las 72 horas.

Interpretacidén

+ = Amarillo (72 haras)

- = No cambia de colar (purpural) o proddeccidsn

alcalinidad.

de
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c) Susceptibilidad a la Novobiocina

Preparacion del inéculo. Cada cepa se sembrd en un tubo
que contenia 3 ml. de caldo soya tvipti:aseina; el
tiempo de incubacién fué de tres horas, y posteriormente
se ajustd la turbiedad al tubo 0.5 del nefeldémetro de

tce Farland.

En las cajas con agar Mueller-Hinton se inocularon cada
una de las cepas con ayuda de hisopaos estériles
mojandolo en la suspensién de microarganismos, quitando
el exceso del caldo presionando y girando el hisopo
sobre las paredes internas del tuba, por arriba del

nivel del caldo.

La cepa se estria en tres direcciones sobre la totalidad
de la superficie del medio, asi se oabtuvoe un indculo
unifarme, con el hisopo se efectud un barrido sobre el

barde de la caja de petri y el medio.

Laos discos se colaocaron en la superficie del medio
presidénandolos ligeramente para asequrar el contacto
completo con la superficie después de 15 minutos de
haber colocado los discos se invirtid la caja e incubd a

37°C. por 24 horas.
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Las lecturas de las placas se realizaron nmidiendo el

halo de inhibicidn.

Interpretacién
Resistente = Halo de inhibici®on menor de 14 mm.

Sensible = Halo de inhibicién mayor de 1& mm.

1V) Determinacidn de Betalactamasa

Método Cefinase para la deteccidn de Betalactamasa

1. Usando un sdlo disco dispensador, se distribuyéd el
numero de discos requeridos desde el cartucho en una
caja de petri vacia o en un portaobjetas para
microscopio. Se humedecid cada disco con una gota de

agua purificada.

2. Con una asa esterilizada o un aplicador de madera se
trasladaron varias colonias aisladas similares y se
frotaron en la superficie del disco. Se observé el

cambio de color de el disco.

Resultados y Interpretacién

Una reaccién positiva mostrarda un cambio de color
amarillo a rojo en el Area donde el cultivo fué

aplicado. Para la mayoria de las cepas bacterianas un
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resultado positivo se revelara dentro de 5 minutos. Sin
embargo, redacciones positivas de algunos Staphvylotodccus

pueden empezar a revelarse en una hora.

V) Determinacidén de la Concentracién Minima Inhibitoria por el

Métodn de dilucidn seriada en placa (37).

A)

Preparacién de las soluciones antimicrobianas

Se utilizaron sales puras, se pesaron diferentes
cantidades de cada una en funcién de su potencia y se
disolvieron considerando los solventes adecuados para

cada uno de los antimicrobianos. Tabla No. 7.

Se hicieron diluciones seriadas de 2540-0.15 ugrsml. de
los diferentes antimicrobianos utilizados, partiendo de
una solucién inicial que contenia 10 000 ug/ml. La
solucién que caontenta 10 000 ug/ml se diluyé con 4.846 al
de agua desionizada estéril para obtener una

concentracién de 5120 pg/ml. Tabla No. 8, Diagrama No. 2

Las dilucianes que contenian 5120, 1280, 160, 20 y 2.5
ug/ml sirvieron comag patrén para preparar las demas

diluciones carrespondientes.
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TABLA No. 7
ANTIBIOTICO SOLVENTE DILUVENTE
AMPICILINA Regulador de Fosfatos Agua
0.1 M. pH = B.0O
METICILINA Agua Agua
PENICILINA G Agua Agua

11
TOMADA DE LA LENNETE Y COL. 1983},
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TABLA No. 8

PREPARACION DE DILUCIONES DE ANTIMICROBIAND PARA EL
METODC Of DILUGION SERTADA EN PLACA

Solucidn del antibidético Agua estéril Concent. Concent.
+ Intermedia Final

Vol.{(ml.} upg ©~ UI/ml Vol. (ml.)} Hg ™ UI/ml wg ™ UIZml Logz
2.5 3120 2.5 2560 256 8
2.0 5120 6.0 1280 128 7
2.0 1280 pE ARRIBA 2.0 &40 b4 =1
1.0 1280 e 3.0 320 32 S
1.0 1280 2 7.0 160 16 4
2.0 160 pDE ARRIBA 2.0 80 8 3
1.0 160 ' 3.0 a0 4 2
1.0 160 v 7.0 20 2 1
2.0 20 DE AMRIPA 2.0 10 1 0
1.0 20 i 3.0 5 0.5 -1
1.0 20 b 7.0 2.5 0.25 -2
2.0 2.5 pE anriIBA 2.0 1.25 0.125 -3
1.0 2.3 > 3.0 0.62 Q.062 -4
1.0 2.5 > 7.0 G.31 0.031 -5

2.0 D.31 DE arrIna 2.0 0,15 0,01% -6




DIAGRAMA No. 2  SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS POR METODO DE
DILUCION SERIADA EN PLACA

PREPARACION DE SOLUCIONES DEL ANTIMICROBIAND

1ot .
25 n 2 mnml H Sim H+ 48 ml de agua desionizada estert

AR

25 mt 6 m 2nt 3 ml 7 m 2 ml 3 ml 7 m 2 ol 3 i 7 ml 2 ml 3 m 7 m 2 nml

agua
cbgonzath
‘ esteril

2560 1280 640 320 160 BN 40 20 10 3 235 125 062 031 015 conc.
nterredo

ncg/ml
Adicionor LS ml de cnoclo diluclon o un frasco contenlendo 13,5 ml clel medio de

Mueller—Hinton poara obtener las siguwentss concentraciones por placa

sielofofelefofefofeofolelele

025 0125 0062  0.031 5 Cone:
final
Se inoculo con replicodor ce Steers mep/mt

Se Incuko o 37 'C 18 s

Se lme concentrocidn minimo Inhiklitoria
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Preparacién de las Placas

Se depaositd 1.5 ml. de antimicrobiano con 13.5 ml. del
medio de Mueller-Hinton (Ep el caso de la meticilina se
adiciond al medio NaCl 2%, CaC12 y HgClz), se mezcld vy

s8¢ vacid en las placas.

Se deid gelificar y secar a temperatura ambiente. De
esta farma se aobtuvieron las concentraciones finales de

256-0.015 ug/ml.
Preparacisn del Indculo

Se tomaron de 4-5 colonias de la cepa problema. Se
inoculd un  tubo que contenta 4 ml. de caldo soya

tripticasel na.

Se incubd por 18 horas a 37°C. Se estandarizé el inéculo
par comparacién visual con el tubo 0.5 del Nefeldmetro

de Mc. Farland.

Se tomé 0.25 ml. del tubo estandarizado y se mezcld con
4.75 ml. de caldo soya tripticaseina. Con pipeta Pasteur
se depositéd el indculo en los hoyos de la placa del

replicador de Steers.



D)

E)
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Inoculacien de las Placas

Se inoculd por medio del replicador de Steers 32 cepas

par placa, en una placa se puso 29 cepas de

Staphylococcus aureus mas las cepas control.

Se dejo secar el imbdculo a temperatura ambiente. Se

incubaron las placas a 37°C por 1B haras.

Se prepard una placa testigo sin antimicrobiano para

comprobar el crecimientao de todas las cepas.
Lectura e Interpretacién

Las placas se colocaron en orden creciente de
concentracién al final del periodo de incubacién, se
anoté el resultado de CMI para cada microorganismo que
equivale a la wmenor concentracién del antimicrobiano
capaz de inhibir el desarrollo del microorganismo

durante el periaodo de incubacidén.
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VI} Método de Difusién en Agar

Prueba de Bauer-Kirhy para la sensibilidad a los

antimicrobianos (36}.

A)

B}

C)

Indculo

Con una asa se tocardn 4 ¢ 5 colonias aisladas del mismo
tipo morfolsgico. Se inocularon en 4 ml. de calde soya
tripticasetna. Se incubs el tubo a 37°C. durante 18

horas.

Se ajustd la turbiedad con caldo estéril, se tomd como

referencia el tuba 0.5 del nefelémetro de Mc. Farlande.
Preparaciagn del medio

El medio empleado es el de Mueller-Hinton con un paH
final de 7.2-7.4, se agregd aproximadamente 40 ml. a la
caja de petri de 130 X 15 mm. & 25 ml. a la caja de

petri de 100 mm.
Inoculacisn de las placas

Las placas se inocularon con ayuda de hisopos estériles,
el hisopo se moje en la suspensién del microorganisma,
se quitd el exceso del caldo presionando y girando el
hisopo sobre las paredes internas del tubo por arriba

del nivel del caldo.
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Se estrié el medio en tres direcciones sobre la
totalidad de la superficie del medio, asl se obtuvae un
indculo unifarme. Se efectud un barrido del hisopo sobre

el reborde de la caja de petri y el medio.
Colocacién de los discos

Los discos se colocaron en la superficie del amedio
presionandoleos ligeramente para asegurar un cantacto

completo con la superficie.

Después de 15 min. de haber sido colocados los discos

las cajas se invirtieron y se incubaron a 37°C.
Lectura
El tiempo de incubacién Fué de 14 a 18 horas

La medicién de los bhalos de inhibicién se hizo con
regla, par el fondo de la caja la cual fu¢ iluminada con

luz reflejada.

Los diametros de las zonas de inhibicién se compararon
con los valores de referencia reportados en la Tabla No.
? y se tabularon bajo las categorias de susceptibles,

intermedios y resistentes.
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TABLA No. 9
PRUEBA EN D(SCO (Didmetro mm)

ANTIBIOTICO CONC. DIsCO s
AMPICILINA 10 MC6
ENTEROBACTERIAS 2 17
ESTAF ILDCOCOS z 29
ENTEROCOCOS ———
OTROS COCOS GRAMPOSITIVOS z 30
NO ENTERICOS

PENICILINA 10 UI

ESTAF ILOCOCOS =z 29
ENTERCCQOCOS ——
COCOS GRAMPOSITIVOS = 28

NO ENTERICOS

TICARCILINA-AC.

CLAVULANICO 85 MCG

114

15

MS

18-14&

22-29

20-27

12—14

A

1A

1A

1A

1A

1A

A

1Y

13
20
16

21

28
14

19

11

TOMADO DE NCCOLS 1988 VvOL. B8 No. ?



RESULTADOS

Se estudiaron 258 exudadas fari{ingeos procedentes de: 192
individuos de IRA de vias respiratorias altas, de las cuales 57
tentan Faringitis con exudado purulento (FP), 49 con Faringitis
sin exudado purulento (FS) y &b con rinofaringitis (RF) vy &6

Testigos sanos.

Se aislaron B89 cepas de S. aureus. La frecuencia de
aislamiento de éste microorganismo en los diferentes sindromes
clinicos estudiados (Tabla No. 10) fueron: En faringitis con
exudado purulento 20 cepas (7.8%), faringitis sin exudado
purulento 24 (9.3%) y rinafaringitis 23 (8.9%) y testigos sanos

22 (B.5%).

También se aislaron 21 cepas de §Streptococcus pyogenes. La

frecuencia de aislamiento de éste microgrganismo en las
diferentes sindromes clinicos estudiados (Tabla No. 11) fueron:
En faringitis con exudado purulento 12 cepas (4.6%),faringitis

sin exudado purulento 4 (1.5%4) vy rinofaringitis 2 (0.8%) vy

testigos sanos 3 (1.2%).

La Tabla No. 12 muestra el aislamiento de §S. aureus, en
relaci¢én a la edad de los individuos estudiados: En nifios de
1-4 afos de edad se aislaron 19 cepas de 5. aureus (21%4); este

porcentaje aumento a 517 en nifos de 5 a 14 affos de edad, vy



disminuyé en personas de 15 a 30 aos a 20.2% y en mayares de 30

afiaos a 7.8%.

A las cepas aisladas se les determino su resistencia In vitro
a penicilina, ampicilina y meticilina por el Método de dilucidn

en agar.

El porcentaje de resistencia de 5. aureus a Penicilina en los
diferentes sindromes clinicos estudiados fueron: Faringitis con
exudado purulento 100% de resistencia, +faringitis sin exudado
purulento 96%, rincfaripngitis 95.7Z y control sano 95.5%

(Tabla No. 13).

LLa Tabla No. 14 muestra el porcentaje de resistencia de §,
aureus a Ampicilina, en los diferentes sindromes clinicos
estudiados: faringitis con exudado purulento 95%, faringitis sin
exudado purulento 79%, rinofaringitis 95.74 y control sanao

95.5%4.

£n el caso de la Meticilina la mayorfia de las cepas de S,
aureus en los diferentes sindromes clinicas estudiados Fueron

sensibles (Tabla Na. 135), solo se encontro 1.12% de resistencia.

También se les determind su resistencia In vitro a penicilina,
ampicilina y ticarcilina-iAcido clavulanico por el método de

Difusién en agar.
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El porcentaje de resistencia de S. aureus a penicilina en los
difereﬁtes sindromes clinicos estudiados fueron: Faringitis con
exudado purulento 1007 de resistencia, faringitis sin exudado
purulento 9&%, rinofaringitis 95.7% Yy control sano 100%

(Tabla No. 17).

Con respecto a la Ampicilina se encontrd que el porcentaje de
resistencia en los diferentes sindromes clinicos fueron: En
faringitis con exudado purulento 95%, faringitis sin exudado
purulento 91.6%, rinofaringitis 95.7%2 y control sano 95.5%

{Tabla No. 18).

La resistencia de §S. aureus a Ticarcilina-acide clavulanico
en los diferentes sindromes clinicos estudiados se encontrsd que

al 1.12% de las cepas fueronh resistentes (Tabla Nao. 19).

El porcentaje de resistencia de las cepas de §S. aureus a
penicilina y ampicilina fueron similares a los ya obtenidos por

el método de dilucién en agar (Tabla Nao. 21).

La Tabla No. 22 muestra los porcentajes acumulados de las CMI
para 89 cepas de §S. aureus a penicilina, ampicilina y
meticilina. En el caso de la penicilina el 3.4% de las cepas son

inhibidas a una concentracién de 0.125 ug/ml.
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También se identificaron las cepas de §. aureus productoras
de la enzima Betalactamasa por el método de Cefalosporina
crompgénica en disco. De las 89 cepas de S. aureus el 95.5% (83
cepas) son productoras de la enzima Betalactamasa (Tabla No.

23).

En la Tabla No. 24 se puede observar la relacién de 1la
produccién de Betalactamasa y su resistencia a diferentes

antimicrobianos.
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TABLA No. 10

FRECUENCIA DE AISLAMIENTO DE Staphylococcus aureus EN PACIENTES

CON O SIN | .R.A.

Sindrome Clf{nico No. Staphbylococcus aureus

No. ¢ xO
Faringitis cr
exudado purulento 57 20 7.8
Faringitis s/
exudado purulento 69 24 8.3
Rinofaringitis 66 23 (8.9
Control sanc 66 22 (8.5)
Total 258 89 (34.5)
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TABLA No. 11

FRECUENCIA DE AISLAMIENTO DE Streptococcus pyagenes EN PACIENTES
CON O SIN 1.R.A.

Sindrome Clinico No. Streptococcus pyogenes
No. « %X

Faringitis c7

exudado purulento 57 1z Cc4.8)

Faringitis s~

exudado purulento 69 4 C1.5>

Rinofaringitis 66 =3 €0.8)

Control sano 66 3 C1.2>

Total 258 21 (8.1)
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TABLA No. 12

AISLAMIENTO DfL Staphylococcus aureus EN RELACION A LA
EDAD DE LOS INDIVIDUOS ESTUDIADOS

Edad No. Por ciento
CAfios) Alslamientos

1-4 19 21

5-14 45 - 51
15-30 i8 20.2
530 7 7.8

Total 89 100. 0
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TABLA No. 13

REILSTENCIA DE Staphylocaccus aureus A PENICILINA POR EL METODO
DE DILUCION SERIADA EN AGAR.

Si{indrome Clinico No. Resistente Sensible

No. » No. »

Faringitis c/
exudado purulento 20 20 100.0 (o] "o

Faringitis s/

exudado purulento 24 23 86. 0 1 4.0
Rinofaringitis 23 22 a5, 7 1 4.3
Control Sano a2 21 as. 8 1 4.5

Total 89 86 96.6 3 3.4

S= SENSIBLE Valor de corle ¢= ©O.12 pgs/mt
R= RESISTENTE Valor de corte > 0.25 ug/ml
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TABLA No. 14
RESISTENCIA DE Staphylococcus aureus A AMPICILINA POR EL

METODO DE DILUCION 3ERIADA EN AGAR.

Sindrome Clinico No. Resistente Sensible

No. % No. *
Faringitis c~r
exudado purulento 20 19 05.0 1 5.0
Faringitis s»
exudado purulento 24 10 79.0 5 21.0
Rinofaringitis e3 22 a5.7 1 4.3
Control Sano 22 21 85.5 1 4.5
Total 89 81 201.01 8 8.99

s=
Rz

SENSIBLE valor de corte
RESISTENTE Valor de cortie

<=

0.

>=

25 pgsrml
0.5 pgsmt
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TABLA No. 15

RESISTENCIA DE Staphylocogcus aureus A METICILINA POR EL
METODO DE DILUCION SERIADA EN AGAR.

Sindrome Clfnice No. Resistente Sensible

No. * No, *»

Faringlitis c/
exudado purulento 20 0 (4] 20 100.0

Faringitis s/

exudado purulento 24 o o 24 100. 0
Rinofaringitis 23 1 4.3 e2 95.7
Control Sano 22 [+] ] 22 100.90
Total a9 1 1.12 eg ag, 88

S= SKNSIBLE Valor de corle <= 8.0 pgsml
R= RESISTENTE Voler de corte >= 16.0 pgsmi



TABLA No. 16

COMPARACION DE PORCENTAJES DE RESISTENCIAS® A PENIGILINA, AMPICIUNA

Y METICILINA EN Staphylococcus aureus.

Sindrome Clinico No. Penicilina| Ampicilina| Meticilina

Faringitis c/
exudado purulento 20 100.0 95.0 ]

Faringitis s/

exudado purulento 24 a6, 0 79.0 0
Rinofaringitis 23 95,7 95.7 4.3
Control Sano 22 95. 5 95.8 [o]
Total 89 g96. 6 91.01 1.12

S-METODO DE DILUCION SERIADA EN ACAR.
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TABLA No.

17

RESISTENCIA DE Staphylococcus aureus A PENICEL INA

POR EL METODO DE KIRBY-BAUER.

Sindrome Clinico No. Resistente Sensible

No. » No. »
Faringitis c/
exudado purulento 20 20 100.0 0 [o]
Faringitis s/
exudado purulento 24 e3 96. 0 1 4.0
Rinofaringitis 23 22 Q5.7 1 4.3
Control Sano 22 22 100.0 0 [}
Total 89 a7 a7.8 e 2.2

SENSIBLE Volor de corte >=
RESISTENTE valor de corte

<=

29.0 mm.

28.0 mm.
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TABLA No. 18

RESISTENCIA DE Staphylococcus aureus A AMPICILINA

POR EL METODO DE KIRBY-BAUER.

Sindrome Clinico No. Resistente Sensible
No., » No. »

Faringitis c/

exudado purulento 20 19 95.0 1 5.0
Faringitis s~

exudado purulento 24 e2 91.6 2 8.4
Rinofaringitis 23 22 95.7 1 4.3
Contrel Sanc 22 21 95,8 1 0.5
Total 89 84 04.4 5 5.6

5= SENSIBLE Valor de corte »>= 29.0 mm.

A= RESISTENTE Valor de corte

<= 28.0 mm.
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TABLA No. 19

REJISTENCIA DE  Staphvlocgceus aureus A TICARGILINA-ACIDO

CLAYULANICO ( TIMENTIN

] POR EL METODO DE KIRBY-BAUER

Sindrome Clinico No. Resistente Sensible

No. » No. "
Faringitis c/
exudado purulento 20 ¢} L] 20 100.0
Faringitis s .
exudado purulento 24 .0 [o] 24 100.0
Rinofaringitis 23 1 4.3 a2 g95.7
Control sano a2 o [+] 22 100.0
Total 89 1 1.12 88 98. 88

»n

SENSIBLE Valor de corte >=

RESISTENTE valor de corte «=

20.0 mm.

14. 0 mm.
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TABLA No. 20

COMPARACION DE PORCENTAJES DE  RESISTENGIA® A PENICILINA,
AMPICILINA Y TICARCILINA-ACIDO CLAVULANICO [TIMENTIN)

EN Staphylococcus aureus .

Sindrome Clinico No. |[Penicilina Amplcilina| Ticarcilina -
Ac. clavuléanico

Faringitls c/
exudado purulento 20 100.0 95.0 [+]

Faringitis s/

exudado purulento 24 96.0 81.6 [}
Rinofaringitis 23 85.7 85.7 4.3
Control Sano 22 100.0 95.5 [o]
Total 89 g7.8 a4.4 1.12

®= METODO DE KIRBY-BAUER.
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TABLA No. 21

COMPARACION DE PORCENTAJES DE RESISTENCIA EN Staphylococcus aureus
A PENICILINA Y AMPICILINA POR EL METODO DE DILUCION EN AGAR Y
KIRBY -BAUER .

Sindrome Clinico No. Dilucién en agar Kirby=Bauer
PEN. AMP . FEN. AMP.

Faringitis c~
exudado purulento 20 100.0 as5.0 100.0 05.0

Faringitis s~

exudado purulento | 24 6.0 79.0 g6.0 91.6
Rinofaringitis 23 95.7 95.7 95.7 95.7
Control Sano 22 9s5. 8 95.8 100.0 95.5
Total 89 g6. 6 91.01 97.8 Q4.4

PEN. =PENICILINA
AMP. =AMPICILINA



TABLA Mo, 22  PORCENTAJE ACUNULADO DE LAS CONCEHTRACIONES NININAS
INHIBLTORIAS (CHI) PARA 89 CEPAS DE §.aureus

AGENTE % ACUNULADD DE (Rl (ug/ml)
AKTINICROBIAND 0,815 | 0,834 | 6,862 | 9,125 I‘h.ZSG 8.58 1 2 4 8 16 32 64 128 2%6
L
PEMICILIRA 1.4 3.4 : 6.7 12,4 3.8 b+ 82 96.6 108 109 108 100 100
IL """ 1
AMPICILINHA 3.4 2.0 ' 1%.1 48,3 1.9 92.4 97.8 109 189 180 109 180
RSB SURSUURE SURAY TR B |
RETICILINA l l 1.1 l 69.2 l 95.5 l 98.9 E 108 109 100 190 1e9
;

VALOR DE CORTX




TABLA No. 23

PRUEBA DE p-LACTAMASA EN 89 CEPAS DE Staphvlococcus aureus
POR METODO DE CEFINASE (NITROCEFIN).

fi-Lactamasa

Sindrome Clinico No. Cepas No. Cepas

positivas »
Faringltis c/
exudado purulento 20 20 100
Faringitis s/
exudado purulento 24 22 91.6
Rinofaringitis 23 ca 95.7
Control sano az 21 a95.5
Total a9 85 95.5




TABLA No. 24  RELACION DE LA PRODUCCION DE A-LACTANASA EN 89 CEPAS
DE S.aureus ¥ SY RESISTENCIA & DIFERENTES ANYINICROBIANOS.

Penicilina fmpicilina Heticilina Ticarcilina-ac. clavulan.
N % Pen? Pyns fne® Ane$ ek fHrys Tint Tins
N % H % L % H X ] % L} X L] % L %
Blactamasa () 83 (9.9 85 (109 8 (0.0 81 (953 4 4.7 8 (0.® 85 (100} 8 (.9 8§ (108

FLlactamasa () 4 (4.5 1 Q9 3 (9 8 @y 4 (19 1 @29 3 U9 1 @29 3 09




ANALISIS DE RESULTADOS

Se aislaron un total de 89 cepas de S. aureus . lLa frecuencia
de aislamiento de éste microaorganismo en los sindromes clinicos
estudiados (faringitis con exudado purulento, faringitis sin
exudado purulento, rinofaringitis y testigos sanos) sa abservo
que los porcentajes en el numero de casog fueron similares, esto
se puede deber a que el §. aureus es agente causal de
Infecciones Respiratorias Agudas (IRA), pero también se aisla

con frecuencia elevada en portadores sanos (22, 30},

En el caso del aislamiento de Streptococcus pyocgenes si se
observo diferencia en la frecuencia de aislamiento en las
diferentaes sindromes clinicos estudiados ya que el S. pyoqenes
es agente etiolégico de las vias respiratorias altas y el
segundo patégeno en orden de frecuencia causante de

faringoamigdalitis (5),.

Se evaluo el aislamiento de 5. aureus en relacién a la edad
de los individuos estudiados y se pudo observar que la mayoria
de los pacientes fueron niRes, 1o cual concuerda can lo
reportado por la Secretaria de Salud durante 1986 donde la mayoar
parte de los casos de IRA se presentarcon en las edades
comprendidas entre | y 14 afos (18). La incidencia esta

inversamente relacionada con la edad presentandose un pico de 8
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a 9 episodios por afio en los dos primeros afios de la vida y
decrece progresivamente hasta presentar 3 a 4 episodios por afio

de los 3 3 laos 5 akos. En la etapa escolar nuevamente sufre un

aumento debido al incremento de la amigdalitis estreptococica
(23, 45).
Se determino la susceptibilidad de 5. aureus a penicilina,

ampicilina y meticilina por el métode de dilucién seriada en
agar. Con respecto a la susceptibilidad a penicilina en 1los
diferentes sindromes clinicos estudiados se abtuvo que el
Gb.6% de las cepas de S. aureus fueron resistentes. El
resultado anterior tiene relacién con lo reportado por Trejo vy
cols. que en 1984 (57), efectuaron la sensibilidad a penicilina
de cepas de S. aureus obtenidas de poblacién sana y enfermos
con patologia diversa y el porcentaje de resistencia a la
penicilina en los grupos estudiados variaron de 80 a 97 por

cienta.

En el caso de la susceptibilidad a ampicilina se obtuvo que
el 91.014 de las cepas de 5. aureus fueron resistentes.
Estudios anteriores reportan una susceptibilidad mayor a la
abtenida esto se puede deber a que nosotros tomamos como valor
de corte el reportado por el National Committee for Clinical

Laboratory Standards (37).

Asi mismo se determino la susceptibilidad a meticilina



obteniendose que el 98.B8% de las cepas fueron sensibles y el
1.12%Z de las cepas fueron resistentes. Este porcentaje de
resistencia se puede deber a que estas cepas tienen un mecanismo
en el cual se involucra una disminucién de la afinidad o de 1la
cantidad de las PBPs que acarrea el antimicrobiane a su sitio
blanco, mecanisma de resistencia diferente al_ de las

Betalactamasas (32).

Al comparar los porcentajes de resistencia de §. aureus a
penicilina y ampicilina por el método de dilucién seriada en
placa y el de Kirby—-Bauer (Tabla No. 21) se observo que hay una
variacién minima de 3JI.4% entre estos métodos, lo cual nos
indica la conFiabilidad de ambos, siempre y cuando se efectuen

todas las indicaciones descritas para cada uno de estos métodos.

Con respecto a la resistencia de S. aureug a
Ticarcilina-acida clavulanico se obtuvo que el 98.88% de las
cepas fueron sensibles y que el 1.127 fueron resistentes lo cual
es satisfactorio y concuerda con la literatura (26) en donde se
mencionan que la combinacién Ticarcilina-acido clavulanico vy
Amoxicilina—-acido clavulanico es eficaz “In vitro”, debido a las
bajas CMI reportadas. Ademis se ha reportado eficacia “In vivo®
en estudios recientes ya que el paciente presentc mejorla

clinica al tratarlo con dichas combinaciones (27).

Se identificaron las cepas de S. aureus productoras de 1la
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enzima Betalactamasa por el método de Cefalaosporina cromogénica
en disco y se obtuvo qde el 95.5/ de las cepas producian
Betalactamasa, esto se debe a que el principal mecanismo de
resistencia de §S. aurgus es la produccién de 1la enzima
Betalactamasa (penicilinasa) , la cual inactiva a la penicilina

(57).

En la Tabla No. 24 se puede ohservar la correlacidén entre la
susceptibilidad de las cepas de §. aureus a pepicilina y la
produccion de Betalactamasa y los resultados obtenidos son del
100%. Estos resultados son semejantes a 1los publicados (57),
aunque el método de determinacién de la praduccidn de

Betalactamasa es diferente.

Ahora bien en la misma Tabla se puede observar que cuando
se ensaya Ticarcilina-acido clavulanico para las cepas
productoras de Betalactamasa, se obtuvieron porcentajes altos de
susceptibilidad. Estos resultados demuestran 1a capacidad del
Acido clavulanico de actuar como inhibidor suicida de
Betalactamasa y dejando que la Ticarcilina lleve acabo su accién

bactericida (38).

Tomando en cuenta todos los resultados ohtenidos en la
susceptibilidad de S. aureus a los cuatro antibidticos
empleados y la produccién de Betalactamasa, se tiene que la

Ticarciltina=acido clavulanico tuvo me jor espectro de



susceptibilidad en comparacién con penicilina y ampicilina en

las cuales su susceptibilidad es muy baja.

Un estudio realizado con Ticarcilina-acido clavulanico (27)
se observo una buena respuesta bacteriolégica y clinica con lo
cual se puede decir que un inhibidor potente de Betalactamasa
combinada con los derivados de penicilina puede aumentar la

susceptibilidad bacteriana.
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CONCLUSIONES

Se logrd aislar e identificar cepas de Staphylococcus aureus
el cual puede ser agente causal de infecciones respiratorias
agudas, pero también se aisléd un porcentaje elevado en

portadores sanos.

Se logré determinar las cepas productoras de Betalactamasa
por el Método de Cefalosporina cromogénica en disco, la cual

es una prueba rapida, sencilla y confiahle.

Respecto a la determinacisn de la rasistencia de

Staphylococcus aureus a penicilina y ampicilina por el

método de dilucidén seriada en placa se puede concluir lo

siguiente:

La resistencia a penicilina en los diferentes stndromes
clinicos y testigos sanos fue del 96.6%, valores mayares
a los reportados. Para ampicilina 1l:&: resistencia obtenida

fue del 21.01%, valaores mayores a los reportados.

La resistencia se ha incrementado probablemente por
el uso indiscriminade de los antimicrobianos en los
pacientes de primer nivel de atencisan primaria de caonsulta

externa, especialmente en IRA se pueden seleccionar cepas
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con elevada resistencia peligrosas para individuos

camprometidos o alterar la respuesta al antimicrobiano de

eleccién que en IRA puede ser penicilina.

La resistencia de S. aureus a meticilina fué del 1.12% menor

al reportado en otros paises. La resistencia esta disminuida
probablemente porque en México, la Meticilina no ha sido
utilizada como un antibidtico de eleccion en el tratamiento

de las infecciones causadas por $. aureus.

Se demostré “In vitro” que Ticarcilina-acido clavulanica, un
nuevo antibidtico tiene la habilidad de inhihir bacterias
importantes. Debido a 1o cual hace que Ticarcilina—adcido

clavulanico sea una pasibilidad terapéutica futura.

Se compararon dos metodos de sensibilidad a los
antimicrobianos difusion y dilucién en agar, encontrandaose
una buena correlacién, lo cual nos indica la confiabilidad

de ambos métodos.

Se sugiere establecer criterios firmes sobre la prescripcidn
de antimicrobianbos en la clinica y ean particular en

los hospitales. La determinacién periddica de los



- 78 -

porcentajes de resistencia para los antimicrobianos de uso
rutinario, de esta maneara existirian cepas menos

resistentes.
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