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RESUMEN

La seleccion de cepas resistentes a los antibioticos, ocasionada por ¢l uso
indiscriminado de estos agentes, tanto para uso humano, como veterinario y
agricola, ha dificultado en los ltimos anos el tratamiento de las infecciones
producidas por bacterias y principalmente por cepas de staphylococcus aureus
por tal motivo en este trabajo se compard la efectividad de los principales
grupos de antibioticos [-lactamicos y de un inhibidor de p-lactamasas. Se
utilizaron 73 cepas de S. awureus que fueron aisladas de las diferentes
ubicaciones morfologicas de pacientes infectados que acudteron al
Laboratorio Clinico de la CUSI-Iztacala. La CMI de penicilina, ampicilina,
dicloxacilina, cefaiotina, cefiriaxona, y sulbactam + ampicilina se detenning
por el método de dilucién en placa en agar Mueller-Hinton. La determinacion
de la produccion de P-lactamasas se determind por hidrolisis de ung
cefalosporina cromogénica, nitrocefin (BBL). El 66 % de las cepas se aislo de
nasofaringe, el 33% de vias urinarias y el 1 % de infeccion acular.

Las CMI50s para los antibibticos fueron: penicilina 217 pg/ml , ampicitina
85.20 pg/ml, dicloxacilina 120 pg/ml, cefalotina 61.70 pg/ml., cefuroxima
38.50 ug/ml, ceftriaxona 11.10 pg/ml y sulbactam + ampicilina 8.30 pg/ml.

Las CMI90s para los antibidticos fueren : penicilina 1300 pg/ml., ampicilina
380 pg/ml, dicloxacilina 1000 pg/ml, cefalotina 760 ng/ml. cefuroxima 375
pg/ml, ceftriaxona 38.50 ug/ml, y sulbactam + ampicilina 82.20 pg/ml.

El 85 % de las cepas de S. aureus fue productor de B-lactamasas.

Los resultados presentados aqui muestran que ha ocurrido un incremento
importante en el nimero de cepas resistentes a los principales antibioticos f§-
lactamicos, debido en gran parte a la produccion de -lactamasas, puesto que
se necesitaron de altas concentraciones de los antimicrobianos probados para
inhibir al 90 % de las cepas de S aureus.




INTRODUCCION

Morfologia y caracteristicas generales de Staphylococcus aureus.

Los Staphylococcus aureus pertenecen a la familia Microcaceae, son
cocos (ram positivos, que miden de 0.5-1.2 pm de didmetro, no moviles,
aerobios faculiativos, catalasa positivos y capaces de crecer en un medio
con ¢l 10% de cloruro de sodio, a PH (4.5 a 9) y a temperaturas entre 18 a
40° C. Staphylococcus aureus en los medios de cultivo forma colonias
opacas, redondas, regulares, convexas y de color amarillo dorado debido a
la produccion de carotenoides, sin embargo se ha demostrado que este
pigmento no se produce en presencia de glucosa (Novick, R.P. 1993). Bajo
condiciones aerobicas fermenta manitol, xilosa, lactosa, sucrosa, glicerol y
maltosa con produccion de acido. Se ha demostrado que Staphylococcus
aureus es la unica especie del génerc que fermenta el manitol en

condiciones anaerdbicas (Novick, R, 1993).



Factores de patogenicidad

Los 8 aurens producen un gran nimero exoproteinas y factores de
superficie que se ha demostrado estin implicados en la patogemcidad, por
ejemplo, algunas cepas de S. aureus producen una cdpsula a menudo
compuesta de acido glucosaminurénico, que las protege mediante
inhibicion de la quimidtaxis y la fagocitosis por los leucocitos

polimorfonucleares (Smith, R.-M. er al., 1977).

1) Proteina A

Todas las cepas de S. gureus poseen en su superficie una proteina de
42 Kda anclada a la capa de peptidoglucano, y que tiene afinidad por el
receptor Fc de las inmunoglobulinas 1G1, 1G2 e 1G4, con lo que evita de
modo eficaz la eliminaciéon inmunoldgica mediada por anticuerpos del
microorganismo. La interaccion Proteina A-Fc in vivo tiene una variedad
de efectos inmunologicos, como: reacciones alérgicas, anafilaxis,
activacton del complemento, liberacion de histamina y mitogenicidad para
los linfocitos B humanos. También se ha descrito que la proteina A ¢s un

importante factor de virulencia (Foster, J. T. er ai., 1990).

2) Adhesinas
S. aureus posee en su superficie proteinas especificas (Adhesinas)

que le facilitan la unién a proteinas de matnz (fibronectina, lamniina y




colagena), asi como también a la superficie celular del hospedero, 1o que le
facilita la colonizacion de la matriz intracelular y la invasion de las células

(Wadstrom, T.J. er af,, 1990, Lindberg, M, ef al., 1990},

3) Proteinas extracelulares

S. aureus produce una gran variedad de exoproteinas. Algunas son
toxinas, otras contribuyen a la patogenicidad al atacar la matriz celular y
otras atacan las células del hospedero directamente,

Las ccpas de 5. aqureus producen 4 diferentes hemolisinas, todas
ocasionan B-hemolisis, pero difieren en especificidad y en mecanismo de
accion. La a-toxina es citotdxica para un gran numero de células entre las
que se incluyen hematies, leucocitos, hepatocitos, plaquetas, fibroblastos
diploides humanos y Células HeLa. Se ha descrito que la a-hemolisina es
activa contra eritrocitos de conejo, tiene un tamafio de 34 Kda y se une con
un receptor de membrana (sialoglicoproteina) que da como resultado un
hexdmero cilindrico, cuya estructura es similar al complejo de ataque de la
membrana celular (MAC) del complemento, que penetra la membrana
(Bhakdi, S. & J. Trunum-Jensen, 1984). La B-hemolisina también llamada
esfingomielina C es una proteina de 30 Kda que sdélo es producida por el
10-20% de las cepas Clinicas de 5. aureus, es activa contra hematies,

leucocitos, macrofagos v fibroblastos. Cataliza la hidolisis de los




fosfolipidos de la membrana de las células susceptibles y la intensidad de la
hisis es proporcional a la cantidad de esfingomielina  expuesta en la
superficie celular. La y-hemolisina estd formada por dos proteinas basicas
y es capaz dc lisar los hematies de diversas especies incluyendo hombre,
oveja y congjo, asi como las células linfoblasticas humanas. La 8-
hemolisina es producida como un péptido de 26 aminoacidos (Fitton, J.E.
et al., 1980), y se encucntra como un agregado heterogéneo con subunidad
de 5 Kda. Actla sobre varios tipos celulares como entrocitos, leucocitos,
células de mamifero cultivada y protoplastos bactenanos.
4) Toxina exfolativa

El sindrome de la picl escaldada cstafilecocica, una enfermedad
caracterizada por dermatitis exfoliativa, es mediado por la accion de la
toxina exfoliativa, conocida también toxina epidermolitica. Esta toxina es
producida por aproximadamente €l 5% de las cepas y cuyo PM es 24 Kda y
se presenta como dos variantes antigénicas, ETB codificada por un
plasmido y ETA de origen cromosomico (Wiley, B.B. & M. Rogoslky,

1997).

5) Toxina | del Sindrome del Shock toxico

S. aureus produce la Toxina | del sindreme del shock toxice (TSST-

1), que se caracteriza por producir en el hospedero ficbre, hipotensién y



exantema seguido por descamacton. Se ha descrito que el 15% de las cepas

de N aureus producen TSST-1 (Novick, R. 1993),

6} Enzimas Estafilococicas

Las cepas de S. aurews producen dos tipos de coagulasa: 1) la
coagulasa unida a la pared celular (llamada de agrupamiento) que
convierte el fibrindgeno en fibrina insoluble ocasionando que los
estafilococcos formen grumos y 2) coagulasa libre que provoca el mismo
efecto mediante reaccion con  factor plasmatico globulinico (FRC), para
formar un factor similar a la trombina. Este factor cataliza {a formacion del
fibrindgeno en fibrina (Pfaller, M & Herwaldt L. 1988a).

También S. wureus produec una estafilocinasa que disuelve el
coagulo al activar la conversion de la proenzima plasmindgeno a la enzima
fibronolitica ptasmina, el gen que codifica reside en un profago (Sako, T. ef
al, 1983). 8. aureus produce también una nucleasa que tiene actividad de
endo y exonucleasa sobre ADN y RNA. Por otra parte S. aqureus produce
una penicilinasa (pB-lactamasa) que le confiere resistencia a antibidticos -

lactamicos (Novick R. 1993),



Patogenia

S gureus €s un microorgamsmo capaz de causar infecciones leves
como: faringoamigdalitis, otitis, impétigo, foliculitis, dntrax, hasta
infecciones graves como bacteriemia, endocarditis, newmonia vy

osteomielitis.

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

La tesistencia a los antibi6ticos fue descrita por primera vez en el
afio de 1912 por Morgenroth y Kaufmann, posteriormente en otras partes
del mundo se reportd la existencia de bacterias resistentes a penicilina
(Abraham, E. P. ef al,, 1941) y a cstreptomicina (Murray, RK. ef af,
1964).

Las primeras cepas S. aureus resistentes a antibidticos fueron
aisladas poco después de la introduccidn de los antibidticos en el mercado.
En los Estados Unidos, el porcentaje de cepas de & aureus resistentes a
meticilina (MRSA) aisladas en todos los hospitales se incrementé de 2.4%
en 1975 a29% en 1991, Esta incidencia varid de acuerdo al tamaiio de cada
hospital, por ejemplo: en hospitales con menos de 200 camas se aislé a S
aureus (MRSA) en el 14.9% y en hospitales con mas de 500 camas se

reportd una frecuencia del 38.3% (Panililio, A.L. et al., 1992).
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LOS _MECANISMOS DL ACCION DE LOS ANTIMICROBIANGS Y
MECANISMOS DE RESISTENCIA

El uso indiscriminado de los antibidticos constituye un factor
importante en la seleccion de cepas resistentes, siendo frecuente que las
cepas resistentes posean plasmidos que fes confiere este fenotipo (Bryan,
I..E. 1980).

Los mecanismos de resistencia a antibioticos mediados por plasmidos

se agrupan en 4 categorias (Amabile Cuevas, C.F. 1988):

A) Inactivacion del antibidtico.
B) Alteracion del sitio blanco que actia como receptor al antibidtico.
C) Disminucidn del transporte del antimicrobiano al interior de la célula.

D) Sintesis de via alterna no sensible al farmaco.

Los mecanismos de resistencia y los mecanismos de acciéon de los
prncipales grupos de antibioticos se aprecian en la tabla 1 y figura I,

respectivamente.




Tabla | Mecanismos de accién y de resistencia por las bacterias.
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Figura 1. Mecanismes de accién de los principales grupos de antibidticos.
1 -Inhibicidn de la sintesis de DNA
2. Inhubicion de la pared celular
3 -Inhibicién de la sintesis del acido folico.
4.-Inhibicién de la membrana celular
5 -Inhibicién de la sintesis de proteinas (inhibidores 508)
6 -Inhibicion de 1a sintesis de proteinas (inhibidores 308)

Resistencia a antibidticos B-lactamicos

El mecanismo mas importante de resistencia bacteriana a los
antibioticos f-lactamicos es la produccion de  (-lactamasas (BL), estas
enzimas hidrolizan el enlace amida del anillo B-lactdmico, originando un

compuesto sin actividad antibacteriana (acido peniciloico) (Sykes, R.B. &

M. Mathew, 1976) (Figura 2).



RCONH PENICILASA RCONH
j:Q<u13 HIDROLAZA 2—( *, CH3
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C0O coo
Amllo -lactamico acido peniciloico

Figura 2 Hidrélisis del enlace aruida del anillo P-lactamico.

Las P-lactamasas pueden ser codificadas por plasmidos, o como en
el caso de algunas bacterias Gram negativas por el cromosoma bacteriano
{es probable que lamayoria produzca cuando menos una f3-lactamasa y
que €stas scan especificas para género y especie ) (Sykes, RB. & M,
Mathew, 1976)

Las B-lactamasas de las bactertas Gram positivas se excretan
extracelularmente y destruyen el antibidtico antes que entre en contacto con
la superficie de la célula, en tanto que las producidas por las Gram
negativas se sitan en el espacio periplismico presentando una barrera
para la difusion de las cefalosporinas al interior de las células (Sykes, R.B.
& M. Mathew, 1976).

La resistencta a penicilina debida a la produccion de B-lactamasa en
Staphylococcus aureus se detecté por primera vez en 1950, seguida
ripidamente por resistencia a ofros antibidticos (macrédlidos,
aminoglucdsidos y fetraciclina). Si bien, en los ltimos afios ha crecido el
niimero de microorganismos resistentes a penicilina, es muy probable, que

los genes de esta resistencia estuviesen presentes en las poblaciones de




estafilococos y de otras bactenias desde antes del uso masivo de los
antibidticos. Por gjemplo, del 5 al 10% de las cepas de S aureus
almacenadas en la era pre-antibidtica son resistentes a penicilina debido a
la produccion de B-lactamasas (Penicilinasas) (Novick, R. 1993).

En 8. auwreus sc han descnto cuatro diferentes tipos de penicilinasas
(A, B, C y D) (Richmond, M_H., 1965), que difieren en su estructura
solamente en pocos aminoacidos, lo que conduce a tasas de hidrolisis
distintas, por ejemplo, A y B hidrolizan rapidamente a la bencilpemicilina y
la ampicilina, pero muy poco a la meticilina y cloxacilina.

Con excepcion de la Penicilinasa D, cuya expresion es constitutiva
(Rosedahl, V.T., 1993) todas son inducibles y la mayoria de su actividad es
extracelular (Richmond, M.H. 1963)

Otro de los mecanismos de resistencia que presentan las bactenas a
los antibidticos B—lactamicos es debido a mutaciones cromosdmicas que
alteran la cantidad o afimdad de proteinas de membrana externa llamadas
PBPs (por penicillin binding proteins). La introduccion en 1960 de la
meticilina, un compuesto derivado de la penicilina y resistente a fi-
lactamasa, fue seguida rapidamente por la aparicion de cepas resistentes.

La resistencia a meticilina se debe, probablemente, a la proteina
PB2a que tiene baja afimdad por los compuestos B-lactamicos (Hartman,

B.J. & A. Tomasz, 1984; Fasola, E.L. ef al., 1995),



En 5 aureus se han descrito mutaciones que alteran las  PBPs
confinéndole resistencia a cefradrina (Georgopapadakou, N.H. ¢ of,
1982), asi como también, un transposon que codifica para una $3-lactamasa.

Este elemento genético mévil, designado Tn552, estd constituido por
6,700 pares de bases y se encuentra tanto en plasmidos como en cl
cromosoma (Rowland, S.J. & K.G. Dyke, 1989).

Para combatir a las cepas productoras de P-lactamasas se han
desarrellado las cefalosporinas, cuyo grado de resistencia a {3-lactamasas
es variable; éstas incluyen a las cefalosporinas de segunda generacion
(cefoxitina, cefamandol y cefuroxima) y a las de tercera generacion
(cefotaxima, moxalactam, cefoperazome v otras).

También se han introducido antimicrobianos resistentes a la
penicilinasa  producida por 8. aureus, ¢stos incluyen a las penicilinas
semisintéticas: meticilina, oxacilina, nafcilicina y otras (Richmond, M.H.
1979).

Otra de las estrategias utilizadas contra cepas productoras de -
lactamasas es la combinacion de [B-lactamicos con inhibidores de
f—lactamasas, de los que uno de ellos es un producto natural del
Streptomyces clavuligerus (dcido clavulanico) y el otro es totalmente
sintético (sulbactam} (Comber, K.R. et al., 1980). Estos inhibidores de [3-

lactamasas poseen una estructura quimica similar a los antibidticos pero



con actividad antunicrobiana deficiente, sin embargo, cuando se combinan
con un antibiotico B-lactamico restauran su actividad sobre
microorganismos resistentes a éste. El 4cido clavulanico se ha combinado
con amoxicilina o ticarcilina y el sulbactam con ampicilina o cefoperazone
{Comber, K.R. et al., 1980),

Actualmente no se han seleccionado cepas resistentes a los
inhibidores de P-lactamasas, toda vez que en una revision de 1500
articulos publicados sobre este topico entre 1978 y 1993 se encontré que si
bien aumentd la frecuencia de cepas productoras de P-lactamasas
resistentes a ampicilina y penicilina, no hay evidencia, publicada en este
periodo de que se haya incrementado la resistencia a la combinacion de
amoxicilina + clavulanico (Rolinson, G.N. 1994).

Se ha reportado la utilidad del tazobactam como inhibidor de f-
lactamasas producidas por cepas de estafilococos (Bonfiglio, G. & D.M.
Livermore 1994). En este estudio se demostrd que las cepas de 8. aureus
productoras de enzimas tipo A fueron mas susceptibles a las
combinaciones piperacilina./tazob_actam, amoxicilina/tazobactam e
inclusive amoxicilina + clavulinico que las cepas productoras de enzimas

tipo C.




ANTECEDENTES

El atamiento de las infecciones producidas por cepas de
Staphylococeus aureus en tos ultimos afios ha sido un verdadero problema
para los médicos y especialistas debido a que estos microorganismos se
han seleccionado como resistentes a los antibioticos, por lo que es
importante conocer los prncipales antecedentes de resistencia a estos
agentes por.S. aureus.

s Takenouchi y cols. (1994) demostraron la actividad in vivo de
antibioticos de 1¢ generacidén sobre 61 cepas clinicas de S. aureus
susceptibles a la meticilina incluyendo 39 cepas productoras de [3-
lactamasas.

e Danzinger y cols. {1993) reportaron la evolucién de la resistencia a
antibidticos, los mecanismos de resistencia y la clasificacion de las
B-lactasas en los ultimos afios.

e Aldridge (1995) comparé la actividad de la cefotaxima (3%
Generacién) in vitro y in vivo contra infecciones producidas por S.
aureus.

e Chang (1995} demostré la actividad de inhibidores de B-lactamasas
(acido clavulanico, sulbactam y tazobactam) sobre la actividad de
oxacilina contra cepas de S aureus resistentes a la meticilina

(MRSA).



Hammnond y cols. (1995) determinaron la resistencia a penicilinas,
eritromicina, v teracichana en cepas de S aurcus, Moraxella
catarrhalis y Streptococcus pneumoniae.

Paniagua y cols. (1998) determinaron el efecto de los inhibidores de
-lactamasas (sulbactam y acido clavulanico) sobre la Concentracion
Minima Inhibitoria de ampicilina y amoxicilina, respectivamante,
para cepas de S. aureus.

Pfaller y cols. (1998a) determinaron la actividad de cefotaxima,
cefepima, ceftazidima, piperacilina, piperacilina/tazobactam e
imipen) sobre diferentes grupos de organismos.

Urraza y cols. (1998) probaron la actividad de tetraciclina,
eritromicina, cefuroxime, meticilina y penicilina G contra cepas de S.
aureus incluyendo cepas resistentes a la meticilina.

Graves y cols. (1998) comprobaron la solubilidad de la proteina de
unién a la penicilina 2a (sPBP2a) con antibioticos B-lactAmicos en
cepas de S. aureus resistentes a meticilina.

Sidorenko y cols. (1998) comprobd la susceptibilidad de diferentes
antibidticos en 898 cepas de S. aureus aisladas de centros médicos en
Moscii.

Graves y cols.(1999) demostraron la solubilidad de !a proteina de

unién a la penicilina 2a (sPBP2a) con el antibidtico moenomycin.




Schimitz y cols (1999) comprobaron la prevalencia de resistencia a
Macrohdos, Lancosamuda y Streptogramina (MLS) en 3653 cepas
climicas (Staphylococcus  aurcus,  Streptococcus  preumome y

Enterococcus faecium) recuperadas en 20 hospitales de Europa.
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JUSTIFICACION

En los dltimos afios. el uso indiscriminado de los antibidticos ha
provocado la seleccion de cepas de Staphyviococcus aureus resistentes a los
antibidticos, provocandoe el surgimiento de nuevos y nuevas generaciones
de antimicrobianos en el mercado. Debido a esto ¢s muy importante
establecer la prevalencia de la resistencia de las cepas de 5. aureus a los
principales grupos de antibidticos (B-lactamicos existentes en el mercado,
como un sondeo para determinar el incremento de la resistencia a estos
agentes en otras partes del mundo y en particular en Ia poblacion de los

Reyes lztacala.




OBJETIVOS

OBJETIV(Y GENERAL

Comparar la efectividad de los prnincipales grupos de antibioticos -

lactamicos en cepas clinicas de Staphylococcus aureus

OBJETIVOS PARTICULARES
¢ Determinar la concentracion minima inhibitona (CMI) de penicilina,
ampicilina, dicloxacilina, cefalotina, cefuroxima y ceftriaxona para
las cepas de S. aureus.
» Determinar la produccién de i-lactamasas por las cepas de S. aureus
» Cuantificar el efecto del inhibidor de B-lactamasas sulbactam sobre

la CMI de ampicilina.




MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaren 73 cepas clinicas de

Staphylococcus aureus obtenidas del cepario del  departamento de

Microbiologia del Laboratorio de Analisis Clinicos, CUSI-L

Determinacion de la CMI] de los antibidticos B-lactamicos

La concentracién minima inhibitoria de penicilina, ampicilina, oxacilina,
cefalotina, cefuroxime, cefinaxona y sulbactam mas ampicilina se
determind por el método de dilucién en placa en agar Mueller-Hinton
(MH), utilizande un sembrador miltiple, conforme a lo reportado por Vaca,
y col. (1995). Para lo cual s¢ crecié¢ cada una de las cepas de S. aureus en
caldo nutritivo a 37° C con agitacion constante durante 16 horas. Cada
cultivo se diluyé (t:3) con caldo nutritivo en un pozo del sembrador, para
posteriormente hacer las replicas en cajas de MH mas diluciones dobles
seriadas del antibidtico en el rango de concentracién de 3.9 a 2000 pg/ml.
La CMI es la minima concentracién del antibidtico que inhibe el

crecimiento visible después de incubar 24 h a 37° C.

Deteccidn de B-lactamasas

Para la deteccion de P-lactamasas se utilizaron discos impregnados con

una cefalosporima cromdgenica nitrocefin (BBL). Este compuesto cambid




color amanllo a rojo cuando ef enlace amida del amllo B-lactamico fue
hidrelizado por la B-lactamasa. para lo cual se tomo un disco impregnado
con nitrocefin y sc humedecid con una gota de agua esténl y enseguida se
colocd con un asa esténil una colomia aislada (crecida en agar §-110 3 37°
C por 24 horas) de la cepa de N agureus. Se observg la ocurrencia de
cambio de color durante un periodo maximo de 1-2 minutos (O 'Callaghan,

C.H.etal, 1972).

Antibidticos utilizados:

1.- Penicilina Procainica (Penipot) solucion inyectable de 200,000
unidades.

2.- Ampicilina (Penbritin) ampula de 250 mg,.

3.- Dicloxacilina (Brispen) ampula de 250 mg,.

4. - Cefalotina (Klefin) ampula de 1 gr.

5. -Cefuroxima (Zinnat) ampula de 750 mg.

6.- Ceftriaxona (Rosephin) ampula de 500 mg.

7.- Sulbactam (inhibidor de P-lactamasas) + Ampicilina (Unasyna)

ampolleta de 500 mg de ampicilina y 250 mg de sulbactam.
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RESULTADQOS

ORIGEN DE LAS CEPAS
Para el desarrollo de este trabajo se analizaron 73 cepas de

Staphylococcus aureus que fueron obtenidas del cepario del departamenta,

de microbiologia del Laboratorio Clinico, CUSI.

CONCENTRACIONES  MINIMAS _ INHIBITORIAS DE  LOS
ANTIBIOTICOS.

Como puede observarse en la figura 1 la CMIse  de penicilina
(concentracion que inhibe al 50 % de las cepas) fue de 217 yg/ml y la
CMls fue de 1300 pg/ml.

En la figura 2 se aprecia que la CMIso de ampicilina comespondid a
70 pg/mly la CMlso a 1000 pg/ml.

La CMls de dicloxacilina fue de 120 pg/ml y la CMIse de 1000
pg/ml (figura 3).

En la figura 4 se observa la CMIse de cefalotina (61.7 pg/mi) y la
CMIs (760 pg/ml).

La CMlsw de cefuroxima comrespondié a 38.5 pg/ml y la CMls
correspondid a 375 pg/mi (figura 5).

En la figura 6 se observa la CMIse de cefiriaxona que fue de

Fl.1pg/ml yla CMlIs de 38.5 pg/ml.
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FIGURA 1
DISTRIBUCION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA DE PENICILINA POR CEPAS DE Staphylococcus
aureus

100 l
90}
80-|

70
60
50

EEREE
.
i
|

RN AT R ! 2 L2 AR ) R £003 1 aans 3058 eiShaag 5,

0 3.9 7.8 156 312 625 125 250 500 1000 2000
CMI (pg/ml)



4

FREC. ACUM. DE CEPAS

100

FIGURA 2
DISTRIBUCION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA BDE ANPICILINA POR CEPAS DE
Staphylococcus aureus
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FIGURA 3
DISTRIBUCION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA DE DICLOXACILINA POR CEPAS DE
S taphylococcus aureus
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FIGURA 4

DISTRIBUCION DE LA CONCENTRACION MINIMA

INHIBITORIA DE CEFALOTINA POR CEPAS DE
Staphylococcus aureus
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FIGURAS
DISTRIBUCION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHITORIA
DE CEFUROXIMA POR CEPAS DE Staphylococcus aureus
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FIGURA 6
DISTRIBUCION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA DE CEFTRIAXONA POR CEPAS DE
Statpylococcus aureus
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PRODUCCION DE B-LACTAMASAS

Con el propodsito de determinar la producc16n de -lactamasas por las
cepas de 8. aureus se determino, cualitativamente, la capacidad de estas
para hidrolizar a la cefalosporina cromogénica nitrocefin (BBL). Como se

aprecia en la figura 7 ¢l 85% dc las cepas produjo B-lactamasas y el 15%

no produjo B-lactamasas.

Inhibidor de [3-lactamasas

En la figura 8 se observa que la CMIso de ampicilina fue de 70 pg/ml
y la CMIw de 1000 pg/ml. La adicion del sulbactam a la ampicilina
disminuyo 8.4 veces la CMIso (8.3 pp/ml}y y 11 veces la CMIw» (85.2pg/ml).

En la grafica 9 se aprecian las CMlIssp y CMlsyy de los diferentes
grupos de antibidticos B-lactamicos. Los antibidticos mas efectivos contra
las cepas de S. aureus fueron la ceftriaxona y el sulbactam mas ampicilina,
debido a que se necesitaron de bajas concentractones para inhibir al 30% de

las cepas.
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FIGURA 7
PRODUCCION DE B-LACTAMASAS POR LAS CEPAS DE
Staphylococcus aureus
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FIGURA 8
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FIGURA 8
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA A ANTIBIOTICOS
POR Staphylococcus aureus
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DISCUSION

Efecto de los antibidticos [-lactamices sobre las cepas de
Staphylococcus aureus.

Penicilina

En este trabajo reportamos que la mayoria de las cepas de 5. aureus
fue resistente a la penicilina (figura 1) debido a que se necesitaron de altas
concentraciones para inhibir al 50% (CMlIs 217 pg/ml) y al 90% de las
cepas (CMly - 1300 pg/ml}. Estos resultados no nos sorprenden, toda vez,
que siendo la penicilina uno de los antibidticos de I’ eleccion para
infecciones producidas por S. qureus, es muy comin que los médicos
prescriban con relativa frecuencia este agente, ademas de la propia
automedicacion de los pacientes, en cuyo caso, las bacterias se seleccionan
como resistentes. Nuestros resultados corroboran lo teportado por
Hammond (1995), en donde describid que el 91.25% de las 375 cepas de
S. aureus aisladas de la faringe de infantes pertenccientes a 117 Guarderias
en Melboumne y 42 suburbios en Sidney entre mayo y julio de 1991-1993,
fuc resistente a la penicilina. En otro estudio realizado sobre 64 cepas de S.
aureus aisladas de secreciones de la piel, heridas quintrgicas y manos del

personal en un hospital de la Universidad Federal de Paraiba, Brasil, se
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encontrd al 85% de las cepas resistente a penicilina (Santos, F et al.. 1992)
Ampicling

En este estudio encontramos que la CMls, y la CMIy, de ampicilina
para las cepas de S. gurens fue de 70 pg/mly 1000 pg/ml, respectivamente,
(figura 2). Nuestros valores son semejantes a los reportados en un estudio
realizado en el Edo. de México (Paniagua y col. 1996) para un grupo de
cepas clinicas de S. aurews aisladas a partir de diversos procesos
infecciosos de pacientes (CMlsp = 250 ug/ml y CMlgo = 1520 pg/ml). La
resistencia a ampicilina per las cepas de S. aureus encontrada en nuestro
estudio, corrobora lo reportado en otras partes del mundo, en donde el
porcentaje de resistencia a ampicilina rebasa al 80% (O Brien, T.F. 1986).
En otro estudio realizado sobre 150 cepas Clinicas de S. aureus (Monroy,
P E. 1997) aisladas de diferentes ubicaciones morfologicas de pacientes

infectados se encontrd que el 94 % de las cepas fue resistente a ampicilina.

La elevada resistencia de cepas de S awreus a penicilina y
ampicilina en México y en otras partes del mundo pone de manifiesto que
ya no es conveniente utilizar estos antibidticos en infecciones ocasionadas
por S. aureus, toda vez, que en un estudio realizado por Jiménez (1994)
sobre 1465 cepas bacterianas aisladas en pacientes ambulatorios que
acudieron al Laboratorio de Analisis Clinicos de la CUSI-Iztacala durante

el periodo comprendido entre 1988-1994, se detecté que el 89.2% 1y el
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78% de las 651 cepas de 8. aureus aisladas en este periodo, fue resistente a

penicilina y ampicilina, respectivamente.

Dicloxacilina

En este estudio reportamos que la CMlisg y la CMlg de la
dicloxacilina para las cepas de S. aurzus estudiadas fue de 120 pg/ml y de
1000 pg/ml, respectivamente (figura 3). Estos resultados reflejan que la
gran parte de las cepas de S aureus estudiadas fue resistente a este
antimicrobiano, debido, a que se ha reportado que la CMI promedio para S
aureus es de 1.15 pg/ml (Gonzilez, S. N. & Saltigeral, S.P. 1990).
Nuestros resultados también contrastan con los reportados por Chang y
cols. (1995) en un estudio realizado ¢n un Hospital de la Universidad de
Taiwan, en donde la CMI de oxacilina para 46 cepas de S. gaureus fue de 8
pg/ml. Por otra parte Jiménez (1996) en su estudio realizado sobre 651

cepas de S. aureus describe que la resistencia a dicloxacilina fue del 60.4%.

Cefalotina

En este estudio reportamos que la CMlsp v CMIg; de la
cefalosporina de 1° generacion cefalotina para las cepas fue de 6 1.70 pg/ml
y 760 pg/ml, respectivamente (figura 4). Nuestros Resultados muestran que

si bien se requirieron de 760 pg/ml de antibidtico para inhibir al 90% de las
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cepas de N aurens, a la fecha no existe evidencia de que haya ocumdo un
mcremente de la resistencia a este agente, ya que, en el estudio realizado
por Jiménez (1996) sobre 651 cepas de S. aureus, se detectd que la
resistencia a cefalotina fue del 10%. En el estudio realizado por Monroy
(1997) sobre 150 cepas de & aureus de origen clinico describid que la

resistencia para este antimicrobiano fue del 7%.

Cefuroxima

En este trabajo reportamos que la CMly, de la cefalosporina de 2°
generacién cefuroxima para las cepas fue de 375 ug/ml (grafica 5). Este
valor refleja que este antimicrobiano continua siendo efectivo contra
infecciones producidas por S. aureus. Nuestros datos corroboran a los
encontrados por Obi. y col. (1996} en un estudio realizado en la
Universidad de Lagos en Nigena sobre 200 cepas clinicas de S. aureus.
En este estudio estos autores encontraron que solamente el 2% de las cepas
analizadas fue resistente a cefuroxima. En otro trabajo realizado en un
Hospital de Paris sobre 210 cepas aisladas de infantes con otitis media, se
describié que se necesitaron de muy bajas concentraciones para inhibir al

90% de las cepas analizadas (Simonet, M. et al., 1990).
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Ceftnaxona

En cste estudio reportamos que la cefalosporina de 3° generacion
ceftriaxona fue el antibidtico mas eficaz contra las cepas de S aureus,
debido a que se requirieron de muy bajas concentraciones para inhibir al
50% (CMI50 = 11.10 pg/ml) y al 90% (CM]  38.50 pg/ml) de las cepas
(figura 6). Estos resultados ponen de manifiesto que éste antibidtico
continia siendo uno de los mas eficaces para el tratamiento contra
infecciones producidas por este organismo, siendo corroborado esto, por
un estudio realizado en el departamento de farmacia de la Universidad de
California sobre 22 pacientes con ostemeolitis estafilococica, en donde se
encontro que la totalidad de los pacientes tratados con este antimicrobiano,
se curaron, no asi, los tratados (9 pacientes) con otros agentes (Guglielmo,
B.J. et al., 2000). Por otro lado Obi (1996) en su estudio realizado sobre
200 cepas de S. qureus en la Umiversidad de Lagos, Nigeria, reportd que

inicamente el 4% de las cepas fue resistente a ceftriaxona.

Efecto del Inhubidor de (-lactamasas sulbactam sobre la CMI de ampicilina

En este estudio reportamos que el 85% de las cepas produyo -
lactamasas (grafica 7) y que el inhibidor de B-lactamasas sulbactam redujd
en 8.4 y 11 veces la CMlsp y CMIy de ampicilina, respectivamente, (figura

8). Estos resultados son semejantes a los reportados en un estudio realizado
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sobre 70 cepas de S. wurcus aisladas de diferentes procesos infecciosos, en
donde se determind la CMIi de ampicihna y ampicilma + sulbactam
{(Pamagua, C.G.[. et af., 1998). Estos autores reportaron que la adicion del
sulbactam a la ampicilina, disminuyo en 8 veces la CMlsp y CMlyn de
ampicilina. Estos resultados muestran que el uso de inhibidores de B-
lactamasas como, el sulbactam o el acido clavulanico, en combinacion con
un PB-lactdmico, podrian ser de gran utilhidad para ¢l tratamiento de
infecciones ocasionadas por microorganismos productores de B-lactamasas,

Por otro lado el 15% de las cepas que no produjeron 3-lactamasas y
de las cuales algunas de ellas presentaron resistencia a los antibidticos, nos
hace suponer que probablemente el mecanismo de resistencia frente a los

antibioticos B-lactamicos pueda ser debido a la alteracion de las PBPs.
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CONCLUSIONES

1.- La mayoria de las cepas de Staphylococcus aureuy anahizadas en este
estudio fue resistente a la penicilina y ampicilina,

2.- El antibidtico dicloxacilina que es considerado de 1 eleccion contra
infecciones por Staphylococcus aureus mostrd baja efectividad.

3. Las cefalosponinas de 1* y 2° generacion, cefuroxima y ceftriaxona,
respectivamente, continilan siendo los antibidticos mas efectivos contra las
infecciones ocasionadas por cepas de Staphylococeus aureus.

4.- El 85% de las cepas de S. aureus fue productor de (-lactamasas, lo que
pone de manifiesto la clevada resistencia de las cepas a los principales
grupos de antibiéticos B-lactamicos.

5.- La combinacion del inhibidor de B-lactamasas sulbactam + ampicilina
mostrd alta eficacia para inhibir al 90% de las cepas, lo que releja que su
uso peodria ser una alternativa para el tratamiento de infecciones por

bacterias productoras de B-lactamasas.
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