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CAPITULO 1



L INTRODUCCION.,

1.1 Planteamiente del Problema,

El Strepiococcus mrewmoiuoe es uno de los mecroorganismos mas comuncs en la
patobogia infeccioss del ser humano, ascciado con mfecciones del traclo respiratorio
superion & mferior, as como de mfecoones sistémicas graves, siendo causs importante de
morbilidad v moralidad emtre personas de todas las edades, particularmente en mifios,
ARCIANGS ¥ &0 pacientes con enfermedades erdnicas o enfermedades iMmunosupressras
Diebide & que e Mreplococous. pueumonior e7a um patogeno muy senssble a un gran
numern de antibidiicos, siendo la pemcilina e antibidico de primera eleccidn, las
infecciones causadas por este microorganismo eran, en general, facilmente ermadicadas™,
aungue |a resistencia de Sirgplococous premmoriiae 3 la peniciling se conoce desde los afios
G0's, la exarema peculisridad de esias cepas ro era cusstionable para el &rea clinica
A partir de 1977 se ha descrito en muchos partes del mundio un meremento progresive de la
resistencia 8 peniciling de cepas de Sreplococous prenmomiae. Sin embargo la resistencia
de este microorganismo Bo solo se hmits a b peniciling, pues se hs documemisdo &
surgimsento de asslamientos resastentes @ multiples antibioticos, a demas de la penicilina,
tabes como cefalosponnas, macrdlidos, fucroquinolonas, cloranfenicol, 1etracscling, ¥
trimetoprim'sulfametoxazol ™
El mcremento de la mubmressienca antimecrobiana, ha ocasionado que el tratamiento
empinco de mfecciones causadas por este microorganismo se ha sum mas desafianie, siendo
en la actualidad un importante problema de salud mundial, lo cual mplica que el drcs

clinica debs conocer v mamensrse &l 1anto de bos cambios en la prevalencis v ¢ patrdn de



susceplibifidsd de los aislamientos resistembes en su comumnsdad, v usar estos dEos para
evaluar la selecestn de antibidticos de pramern y segunda linea para cada tipo de infeccion
POT SOPEEOCGECHT PR LG

En México la wlormacion existente con relacidn a los patrones de susceptibilidad
antimicrobiana en Streplococess preamonioe s escasa v se ha sefinlade un incremento en
ks prevalencis de cepas resistentes & la pensciling en la poblacion pediftrica. Mo chstamie la
mformacson relacionada com mfecciones en la poblacion adulta e infecciones respiratonas
serias no exisie en miesiro medio, siendo esta informacion de relevancia desde e punto de
vista clinico pues Gene implicaciones directas en la seleccion del antimicrobiano en
pacientes gravemente enfermos

Por lo gue el presente estudio se realizd pera definir ks suscepiibalidad a antibidricos de uso
comun a cepas de Streplococeus prenmaoriae aisladas de pacientes con algun padecimsento
asociado a infecciones de vias respiratonias, que scudieron al servicio del Instituto Nacionsl
de Enfermedades Respiratonias (INER) en wum periodo de seis afios, mediante la
determinacidn de |l concentracidm inhibitoria minima (CIM) por el métods de
macrodilucaon en caldo, estableciendo con mayoer precisin los niveles de resistencia segun
la concentracidn de antibidtice, proporciondndonos wna mayor aproximacion al grado de



1.2 DBJETIVDS,

# Determinar [a resistencia  antimicrobiana de Shepiococows  prewmaniae a o
peniciling v antibidticos de uso comun en aislamientos respiratonos de pacsenies

quie asisteeron a la consuba en el Instnuio Nacional de Enfermedades Respiratonas

# Determinar la susceptibilided del Streprococcus prewmmosiioe a bos antimecrobianos
de uso comen en el Instituto Macional de Enfermedades Respratorias

¢ Determinar el patrdn de susceptibilidad del Sireprococcns preumonioe 3 diversos
antimscrobiancs de acuerdo a la susceptibilidad a peniciling,

1.3 HIPOTESIS.

Ho: La susceptibilidad de Strepiococcus preumonioe, a5l como e pairdn de susceptibalidad
de acwerdo a la susceptibilidad & pemcilina s ha mantenido sin cambios en los Ultimos seis

afios en e Instriivio MNacional de Enfermedades Respiratorias,

Ha: La susceptibilidad de Strepiococcuy premsoniae, sl comd ¢ patrdn de susceptilsilidad
de acverdo a la susceptibilidad & penicilma se ha incrementado en los Gltimos sets afios en

el Instituio Macional de Enfermedades Respiratonas.



1.4 CRITERIOS DE INCLUSION,

% Amnlamientos obtenidos de exidsdo nasal, exudado faringeo, expecioracion, liquids
pleural, lavado bronguiclo alveolar v hemoculiivos de aguellos packentes con el

diagnostico de una patologla infecciosa.

4 Msslamientos identificados como  Sirepiococons  peeumonioe, de scuerdo a las
sigubenies procbas. produccién de a-bemolisis, susceptibilidad a ls oploquine ¥
solubilidad en bilis

1.5 CRITERIOS DE EXCLUSION,

%  Aislamentos repetidos del mismo pacsere en un periodo minimo de res meses



CAPITULO 2 ﬁ



L ANTECEDENTES.

L1, GENERALIDADES.

El Sireprococeus perrumoriae, fee identificado por primera vez en Francia en 1881 por
Pasteur en la saliva de un paciente con rabia, nombrandalo Microbe seplive anigue du salive
y fd¢ su propia saliva por Sternberg em Estados Unidos quien bo Hama Micrococous
rstewrt. En TRE3 el vérmino de memmococe fue utihzado por Friediander ¥ Talamon por [a
asociacion de esta bactena con la neumonia lobar, basandose en s apanencia en la tincion
de Gram se le designd como Diplococews en 1926, finalmente en 1974 fiue nombrado coma
Streptococcws premmoniae, A partr de 1915, la estructura quimica v la antigenicidad del
polisscindo capsular newmococcico ha sido estudiada, creandose asi la base del sistema de

serptipificacién, en la aciualidad se han identificado mis de 90 serotipos v 40 ﬂngmpu“

La masofaringe del hombre es e principal reservorio del Sreprococcus prewmoios,
aislindose de un 5% a 70% de la poblacion adulta sana La fuente de transmision es de
persona-persona por medio de secreciones respirstorias. La imfeccion neumocdccica es
precedida por colonizscidn bacterians de ks mucoss nasofanngea, donde la bacteris puede
persistic como parte de ks flora comensal sin causar enfermedad, flors compuests por
bacterias normalmente no patogenas, como estreptococos anasrobios v estreplocecos
aerdbicos o-hemoliticos. Tambsén, pueden encomtrarse organismos patdgencs, como
Strepiococcus progenes, Haemaphilus inflwenzae y Morazella catarrhalis =™

La presencis de Strepiococows premsronioe en |n nasofarnge de portadores asmiomiticos

5 mas comum en mifiod que en sdultos, vanando de acuerdo a la region geografica, odad,



época del afo (otofio e invierno), diferencias genélicas v condiciones soCio-SCOnGmicas,
tales como hacmamsento, higiene, tamafo de la familia, asistencia & guarderias y serotipo
de Ly cepa colonizadora. La colonizacion generalmente dura entre [ v 17 meses,

En In actualidad &l Sereprococcus prewmomas e uno de los prncipales patogenos, que
afectan fundamentalmente & b poblacion pedidinca, adulios mavores de 65 afos, v &
pacientes con enfermedades cronicas o mmunosupresoras Las infecciones de las vias
respiratorias bajas (newmonial, tracto respiratono supertor (snusitis), v canal acditive
{otitis media} constituyen la gran mayora de infecciones causadas por  este
microorganisma. Aunque |a enfermedad pewmococcica severa (neumonia necrotizante,
meningitis v bacteriemia) constituye wn peguedio prupo de enfermedades, estas infecesones
mvasivas son responsables de gran parte de la mortalddad Las complicaciones de una
neumonia pueden ser el empiema, dermame plewral sutolimitade © manifestaciones

extrapulmonares ** ™ 4% 4

1.2 EMDEMIOLOGIA MUNDIAL DE Streplococciis prelmonias,

En paises desamollados v en vins de desarrollo, se considera al newmococo como un
patogeno de importancia en neumonias infaniiles, se estima que ocurren de 150 00 &
ST0 00 casos de neumonks neumocHccwca &l afto en los Estados Unidos, ssendo letal pars
nlSﬁdehuum."memum:mﬂhimmhudnmm:em!Hﬁdehm;
de memngtis, de 26% a 53% en nifios con ofifis media v de 17% a 39% en adultos con

reumaRia gue requieren hospitalizaceon; por ofra pare se estima que ocurmen de 15 000 &



30 000 casos de bacleremin neumaohocic v meningiis entre personas mayoses de 65 afos
en of norte de America cada afo. En 1990, la mortalidad asociada a mfecciones imvasivas
causadas por meumococos era de aproximadamente 20 entre pacientes mayores de 65

afios de edad y 40% para mayores de BS afios '™

En 1994 en paises desarrodladas, la incidencia amusl de neumonia neumococcica fue de 5.9
millones de casos en menores de 5 afios; 4.5 mallones de casos en mos de 5 a 14 afios, 93
millones de casos en el grupo de 15 a 39 aios v 4.8 millones de casos en personas de mas
de &0 afos. La letalidad alcanzo 0% en el grupo con edad inferior a los 5 aflos y 50% en
las personas de més de 60 afios. En ¢l Reino Unido, cada afio uno de cada | 000 aduleos
conlrad neumonss neumocdesica, uwna de cada 200 personas en s meyonia nifos meenores
de | afio contrae meningitis ¥ 5= notifican unes 7 casos de bacteriemia neumochecica por
100 000 habitantes. Entre 1981 ¥ 1996 en el sur de Svecia, |a incidencia de bacteriemia
neumochecica era de 5.2 a 152 casos por cada 100 000 habitares al afio

En Dmmamarca, ks incidencia de enfermedad neumpcoccica invasora ha aumentado mas de
10 veces en las dltimas dos décadas ** En un estudio realizado en 3 918 casos de meningitis
bacteriana en Malia entre 1994 y 1998, el 23 4% fueron cawrados por neumococo
encontrindose mas elevada entre los lactantes v los milos de hasia 4 sfios de edad y en
adubios mayores de 65 afos.

En Gambxa la frecuencia de enfermedad neumococica s alta, pnncipalmente en miftos, y s
eslima emre un 60%-90% de infecciones del tracto resparatorse infersor on nibos menores
de § afos, causadas por peumococo. Similar & Jo reportado en algunas ciudsdes de Africa

del sur, en donde la frecuencia puede ser de 100 casos por cada | 000 habitantes *



13, EPIDEMIOLOGIA DE Streptococcus prewmonize EN  MEXICO Y

LATINOAMERICA.

En Meéxico la neumonia adquinda en la comunidad puede alcanezar una cifra amual de 3
millones de casps, de los cuales se reporian aproximadamente 30 000 casos de mweries
relacionsdas con esta enfermedad, siendo uno de los apentes mas imporianies el
Strepiococous prewmorae,” En 1984, la neumonia constituyé la segunds causs mas
comdn de mortalidad entre mifios menores de 5 afios (2905 casos: | 000 casos en mifios
menores de | afio v 17.2 casos’ | D00 casos en niflos de | & 4 aflos), alrededor de 50 de
los casos presentaron neumonsa de origen bacteriano, sendo el Sirepiococos premminioe
uno de los agentes etiologicos mis comunes.™ Durante 1994 — 1998, 50% de los casos de
meningitis bacternans ocumo en mbos entre los 3 meses y los 3 afos de edsd, con uns
mortalidsd arriba de 10% " De 1986 a 1991 en o Instituto Nacional de Perinatologia s

reportaron 560 casos de sepsms neonatal, solo uno debido a Streprococcus poeumonioe. ™

En Latincaménca, duranie &l periodo de 1993 a 1996 se realizd un estudio, con un total de
I 649 pislamientos de Sirepiococcus preumoniae, de los cusles se reportaron 817 pacientes
con neumonia {50 4%), meningitis en 528 (2 5%), sepsis o bacteriemia en 132 (11 2%) y
con olfo diagndstico en 94 pacientes (5 8%) En 1999 en Argentina se regastraron B00
muertés pof nfeccion respiralonia sguda en nifios menores de Safios, siendo el 50% de ks
casos causadas por el Sreplovocous prewmomior, en este pais los bactenemias iransitorias v
la sepsis, en nifios menores de 3 afios, fuers del pemiodo neonaial, también fueron

producidas predominantemente por Strepiocaccics preumoniae

10



1.4. CARACTERISTICAS DE Streplococcus paesmoniae,

2.1, Caracteristicas Fisiologicas,

Los neumococos s0n mecroorganismos relatvamente exigentes v su viabilidad se reduce si
s& permile que las muesiras clinscas se desequen a lemperaiura ambsente o se cologquen en
solucion fisologica esténl, por lo que, estas deben de transporiarse en caldos con nutrientes
¥ procesarse de inmediato o slmacensrse 8 47 C hasta ser processdss

El Sreplococcys  puenmomior € N microorganismo  anacrobio  facultative, con
requenmeenios puincionales complejos v sddo se desarrolla en medios ennquecidos como
el soya-inpticaseina, infusion de cercbro-coraztn, Mueller-Hinton, todos  ellos
supbementados con 5% de sangre desfibrinada de cameno, sunque pusds crecer cn sAREre
de caballo, conejo o humana La sangre proporciona una enzima llamads casalass de la
cual carecen los estreptococos ¥ 5i 0o s& aporta una fuente exdogena de ésta, el crecimuento
del microorganismo &5 destruido por la scumulacion de perdxido de hidrogeno.

El pH aptimo para la proliferscion del neumococo en medios de cultivo es de 74 a 78, a
una femperatura de 35 8 37° C (puede vanar de 25-42° C) y requiere de una cancenracian

de 3 a 5% de CO; para su desarrollo en medios solidos 1% 7 & 7. T80

2A.L Caracieristicas Microscopicas y Macrosoopicas,

El Streprococcus prewmaoriae, e un coco Gram postive de forma lanceolada de 0 5 a 1 25
pum de digmetro, cuando se e observa en exiendidos de expectoraciones v lguidos
corporales pueden estar solos, en pares (diplococo) v en cadenas cortas. Luego de

insubacion prolongada, los microorganismas pueden parecer Gram negatnvos, Mo presenta



movilidad v mo forma esporas. En agsr sangre las coloniss de Sireplococons preimmoniae
son pequedias de aproximadamente | a Smm de diametro, elevadas, brllantes, de bordes
regulares, rodeadas por una zoma de alfa hemolisis  (coloracion  wverdosa), los
microorganismos densamente capsulados tenden a producir colonizs mucoides Loz
cultivas con 24 horas de inaubacion, presentan colonias con b porcion central deprimada
{colonias umbilicadas) 5i la incubacion excede de 72 horas, el resto del microorganismo se

lisa espomiéneamente, v stlo queda una depresiin en el agar 4 41 61 T 7, B0

1.5 IDENTIFICACION DEL Streprococcus prewmonine

1.5.1. Sensibilidad a la Optoquina.

Es ln prucha mas utilizada para la identificacion presuntiva de Jos neumococos, estd ideada
en primer bugar para diferenciardos del Sirepiococcus vinidans, yva que ambos producen a-
hemdolisis en agar sangre. La optoguing (clorhidrato de etithidrocupreins) es un derivado de
la quinina que actua al nivel de membrana celular, inhibiendo & desarrollo de los

peUmocoons, -4k 9T 62 71 1,

1.5.2. Solubilidad en Bilis.

Se basa en la presencia sdlo en &l Sireprococons prewmonioe de unn enmima sutoliticn,
llamada L-alanima-muramal-amidasa, la cual se activa en presencin de una solucidn al 107
de sales biliares como & taurocolato o desosicolate de sodis, ocasionands la hss del

BEEROCOCE 48 F7, 61, TLTE, =



Lb. MECANISMO DE PATOGENICIDAD DEL Strepiococcus preamoniae,

La patogéncsis de la imfeccion neumococcica imvolucra una semc de imteracciones entre los
determinantes o factores de vinubencia (fos cuales esién sitsados en su superficie como se
muiesira en In Fagura 1) v la mmunidad del hwesped. En la fabla | se descnbe el mecanismo

de accidn de los principales factores de virulencia ' % 147

o = u.
Figursl.Representacion  hipotética los  principales compomenies  estructurales  ded

Sreplacoccins PrREIETOrae
El Streptococens prieumoniae entra en el tracte respiratorio superior de indnaduns sanos,
uriéndose & las células epiteliales de la nasofannge, la adheson puede ser favorecida por
amleriores infecciomes wirales. El estado inmune del buésped al momenio de la colomizaciin
¥ la virubencia de & cepa, determuna & el neumococo puede permanecer limitado & I8
nasofarings o comenzar ln imvasion, El fracaso de las defensas especificas (anficuerpos,
especialmente [gA) ¥ no especificas como tos, secrecion de moco v el movimiento ciliar, en
el tracto respiratorio puede facilitar ¢l acceso del neumococo a brongquios ¥ & pulmones. El
dafo de las células epivelales por ¢l perooido de hidrdgeno (producido por el neumococo),

puede facalitar el acceso direcio del neumaococo & sangre, v de sangre & memnges.

13



Cabe mencionar que la libre proliferacion del Streptococcus pneumoniae en el sitio de la
infeccion no ocurre en individuos sanos. Los macrofagos alveolares e infiltrados polimorfo
nucleares pueden eliminar a las bacterias siempre que el anticuerpo especifico y el
complemento estén presentes. Una vez digeridos y atrapados en un fagolisosoma, el

neumococo es rapidamente eliminado.?” %

Tabla 1. Principales Factores de Virulencia de Streptococcus pneumoniae.

Factor de Sogds al
Villesnca | = - Mwumﬂdehrulenua.
Cipsula Inhibe la fagocitosis, en ausencia de anticuerpos.

Pared Celular | Activa el proceso de inflamaci6n.

Activa la via del complemento.

Activa y recluta leucocitos polimorfo nucleares (PMN) en el
sitio de inflamacion.

Neumolisina Inhibe el movimiento ciliar de células epiteliales.

Inhibe la actividad bactericida de los PMN.

Inhibe la proliferacion de linfocitos.
Inhibe la sintesis de anticuerpos.
PspA Inhibe la activacion del complemento.
Autolisina Facilita la liberacion de la neumolisina, produciendo lisis celular.

Neuraminidasa | Facilita la adherencia a células epiteliales y endoteliales.
Permeasas Aumentan la adhesion.

H;0, Dafio pulmonar.

Proteasa IgA Interfiere con las defensas del huésped.

Hialuronidasa | Enzima que degrada el acido hialuronico.

14




L7, DESARROLLD DE LA RESISTENCIA 2 ANTIMICRODBIANA #DEL

Streplococcis préumonise,

Las primeras cepas de Strepiococous pecimoniae con resistencia moderada a penscilima
fueron identificadas en Boston en 1963, En Nusva Gumnea y Australia en 1967, se reponid
il nEwmococo con reslstencla intesmedia (CIM 0.1-1.0 pgiml) v dier ahos despuds en
Sudifrica, s¢ encontraron cepas con un alto mivel de resstencin 3 pensciling (CTM
zhug'ml). La resistencia @ peniciling se disemind ripidamente a través del mundo en Ia
décads de los B0's (figura 2), principalmente en Sudifrica, Espafia, Hungria, Asia,
Checoslovaquia, Estsdos Unidos, Australia y otros paises de Europa A partir de ese
momento s¢ describe en numerosos paises un incremento progresivo de la prevalencia de
Streptococeus prewmoniae con resistencia e cste antibidtico, tabla 2 ~**

Figura 2. Prevalencia y Distribucion Mundinl de Sireplococous pricumoriiae leasenie a

Penicilma '



Tabla 2. Porcentaje de Resistencia a Penicilina de Streptococcus pneumoniae.

Pais Aiio A?::’i:nt::s Rﬂi{:;ld‘ Referencia
Africa 1988 1034 7.9 1,7, 49
1989 960 16.3
1990 918 14.1
1996-1997 375 30.4
Asia-pacifico 1997-1998 8252 17.8 36
Taiwin 1998-1999 276 25 65
Europa 1997-1998 8252 10.4 36
Hungria 1988-1989 135 58 78
Espaiia 1988-1989 139 425 78, 27
1990 1492 40
1996-1997 36.5
Francia 1984 0.5 78
1995 36.3%
Estados Unidos 1987 5459 5 1,36
1991-1992 544 6.6 5,8,24
1997-1998 8252 14 24, 68
1998-1999 4296 14.7
Canadi 1988-1993 2.4 1, 36, 40
1997-1998 13.9
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La primera cepa multirresistente de Streptococcus pneumoniae fue aislada en 1977 en

Sudafrica, presentando resistencia a penicilina, tetraciclina, eritromicina, clindamicina,

trimetoprim/sulfametoxazol y cloranfenicol, posteriormente la alta prevalencia de éste

organismo fue documentada en Espafia. A partir de esta fecha la resistencia se ha

desarrollado a una velocidad constante, hasta finales de los 90’s, cuando se reporta un

incremento alarmante de resistencia

Tabla 3. Resistencia de Strepfococcus pneumoniae a Antibioticos No B-lactamicos.

e Antibuﬁtnco Referencia
Africa 1996-1997 375 383 Tetraciclina |1, 2, 78
28 Eritromicina
36.4 Trim/sulfa
Arabia Saudita | 1990 358 70 Tetraciclina |36,78
Asia-pacifico | 1997-1999 8252 41.7 Tetraciclina |36
38.6 Eritromicina
273 Trim/sulfa
29.1 Cefuroxima
Taiwan 1998-1999 276 89 Eritromicina |65
32 Trim/sulfa
51 Cefuroxima
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Tabla 3. Continuacién.

Pais T il R“:";:)'“i’ Antibiético | Referencia
Europa 1997-1999 8252 24 Tetraciclina 36
20.4 Eritromicina
15.2 Trim/sulfa
16.6 Cefuroxima
Hungria 1988-89 135 66.5 Tetraciclina 78
48.5 Eritromicina
39.7 Trim/sulfa
Espaiia 1988-1989 139 48.2 Tetraciclina 27
23 Cloranfenicol
Canadi 1997-1998 8252 10.4 Eritromicina 15, 40
1997-1999 8252 14.4 Trim/sulfa
Estados Unidos | 1994-1995 1211 10.2 Eritromicina |1, 36,
1997-1998 1601 13.2 Tetraciclina 5,824
14.9 Ceftriaxona (27, 40, 68
1083 20.6 Eritromicina
2950 13.8 Trim/sulfa
1601 233 Cefuroxima
1997-1999 8252 12 Tetraciclina
21.8 Cefuroxima
1998-1999 4296 232 Claritromicina
273 Trim/sulfa

Trim/sulfa: Trimetoprim/sulfametoxazol.
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18 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE Steplococcus preumomiae  EN

MEXICO ¥ LATINOAMERICA.

En México, las primeras cepas de Streprococcus pneumoniae con sensibilidad disminuida a
penicilina {7.5%), com una concentracidn imhibitoria minima de 1.25-2ug'ml fueron
reporiadas a principios de 1981 en niflos sanos de guarderia por Guiscafé v et.al™
Fomeriormente Caldentn v ei.al, , publicaron en 1993 un 21 6% de resistencia & penscilina
en cepas de neumococo predominaniemente de mifios portadores ¥ e menor grado
bospitalizados.” En este mismo afo es reslizado un estudio de vigilancia nacional,
evaluindose neumococos aislados principalmente de liquido pleural v aspirado branquial
de nifios hospitalizados;, encontrando una resistencia del 20% a penicilina, 13% a
eritromicina ¥ 43% a cloranfenicol " En el Hospital Infantil de México Federico Gomez de
Ia Crudad de México, se analizaron un total de B8 cepas de neumococo aisladas de 199] a
1984 hallsndo el 4431% de resisiencin a peniciling, 17.24% a cefaclor, 14 8% a
cefuroxima, 1.3% a cefiriaxona, 7% a enitromicina, 56% & trimetoprim/sulfametozaxol v
15.9% a cloranfenicol ” En 1994 en una poblacion rural del estado de Tlaxcala, México se
reportd el 3% de resistencia elevada y 2% de resistencia intermedia a penicilina; 4% a
amaicilinaficido clavulinico y a cloranfenical, 42% a trimetoprim/sulfametoxazol y 6% a
eritromicina,“*Mis tarde se reportd el 18 4% de resistencis intermedia y 10.5% resistencia
clevada a penicilina en nifios com meningitis peumochocica; 2.6% a cefalosporinas de
tercern generacidn, 7.8% a cloranfenical v 18 4% a macrolidos ™ De 1995 & 1999 se realizd
un estudic prospective en o que participaron 49 nifios con infeccidn neumocéccica
invasiva severa, reportindose e 51% de cepas resistentes a penicilina '
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Entre 1993 y 1996, se analizd la resistencia o pemiciling de Sirepiococons prensradioe e
vanios paises de Latinoaménca, reportando una incidencia del 23.2% en la Ciudad de
Mixico *' En 1998 el Sistema Regional de Vacunacion (SIREVA) analizd | 649 cepas de
neumiseoco aisladas de mitos latnoamencancs encontrande el 24 9% de sensshilidad v el
25.0% de resistencia a penacifing; con una resistencia a pemicilima del 22 3% en Brasl,
49 4% en México, 35 5% en Argentina, 20 1% en Colombia y 42 9% en Urnuguay. "%
" En Colombis se reportd el 12% de senghilidad a penicilina de un totsl de 119
mislamignios, obienidos durante  [994-19%6, 21.8% presendaron  remsienca a
trimetoprim/sulfametoxazol, 15% a cloramienicol y 9.6% & entromicing, observando
aislamientos multirresistentes (peniciling, trimetoprim/sulfametoxazol v cloranfenicol) ™

189 MECANISMOS DE RESISTENCILA DE Streplococois prenmonine,

Los mecanismos de resisiencia surgen como un procese de adaptacion natural de los
microarganismos 8 I accion inhdbitoria o letal de los antimicrobianos o béen puede ser una
caractleristica intrinseca de estos. Los mecroorganismos pueden llegar a ser resistentes a loa
antimicrobmanes, por cambios gendicos que involucran va sea al DMNA cromosomal, como
la mutacion, o por la adgquisicion de matenal genético extracromosomal, por transduccstm,
transformacion o conjugacion ™ ™

La adquisicidn de genes de resistencia puede levarse scabo por medio de plasmidos o
transposones que son elememos genéticos miviles donde se transponian bos genes de
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Los cambios genéticos producidos dan lugar a diversos tipos de alteraciones biogquimicas
en ¢l metabolismo bacteriano. las cuales pueden ser de tres tipos: '™ ™
A, Inactivacsin o modificscion ensmmatica Medianle ln produccion de enzimas
eapecificas que hidrofizan al anisbsdtico o modificacion de su estructura quimica
Las enmmas implicadss en este mecanismo de resistencia pusden ser hidrolasss,
fosfotransferasas, ademliransferasas v acetilasas.
B Barreras de permeabilidad
*  Dismnuckon ded transporte del antsbidico al intenor de la cédula
* Eflujo sctivo, debido a la presencia de proteinas de membrana especializadas,
alterandose asi la produccidn de energia, ocasionando no sGlo disminucitn en la
entrada de antibidtico, sino que a s vez reducen la concentrackin ded antibiotico
en la bactenia ¥ se promueve la extraccion activa del mismo.
C. Alterncstn de sitio blanco. En este mecanismo de resistencia bactenana se
midifican algunos stios especificos de la anatomis celulsr, como pared celular,
subunidad ribosomales ( 50z, 303), etc., afectando la afinidad por el antibidtico

Existen variod mecamiemos de resistencia, en el caso eapecifico del neumococo, siendo el
de mavor imporiancia, e mecanismo de resistencia & antibidticos [-Iactimicos, debido a
alteraciones miltiples en la estructura y funcion de las proteinas de umion a penacilina, FEP
{por sus siglas en inglés), las cuales son enzimas de membrana que catalizan ln sintesis de
Is pared celulsr bacieriana, capaces de unirse con |8 peniciling y su sitio activa. Se han
identificado seis PEP's php Jo, php 15, php 2o, php 28, php 2x y pbp 310 T 1,

resistencia amimicrobiana de este microorganismo ¢s trascendente e mcluye resistencia a
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macrolidos, cloranfenicol, fluoroquinolonas, inhibidores de la sintesis de folatos y
tetraciclinas, como se resume en la tabla 4.'™2!:*1:6%7% o

Tabla 4. Mecanismos de Resistencia Antimicrobiana de Streptococcus pneumoniae **%°

ANTIBIOTICO GEN MECANISMO DE RESISTENCIA

Penicilina pbpla, pbp2x| Alteracion del blanco debido a mutaciones
pbp2b

Cefaclor

Cefuroxima pbpla, pbp2x| Alteracion de las PBP’s debido a mutaciones
Ceftriaxona

Ciprofloxacina C 5

Gatifloxacina E Alteracion del blanco y modificacion del sistema
Levofloxacina ::m‘ ; B de transporte
Ofloxacina ord Y 8r
Claritromicina mefE, Modificacion del blanco,
Eritromicina ermAM Alteracion del sistema de transporte
. Modificacion del sistema de transporte y
Cloranfenicol cat actividad enzimatica
Tetraciclina tetM, tetO | Modificacion del sistema de trahsportc
Trimetoprim dhfr Alteracion del blanco
Sulfametoxazol dhps Alteracién del blanco
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31 MATERIAL.

3.0.1 MICROORGANISMODS,

3 LLI Adslamientos de Streplococcis faskmomiae.
Las cepas de Strepiococcus prewmovrioe, foeron obienidas de pacienies que acudieron al
Instiiuto Macional de Enfermedades Respiratonias (INER), de 19932001, las cusles s

enconiraban almacenas en leche descremada a una temperatura de -70°C

3.1.1.2 Cepas de referencia:

#  Streptococous preamonias ATCC 496619,
¢ Excherichia coli ATCC 35218

3,12 AGENTES ANTIMICROBIANDS,

s} Sales. Los antibidticos emplesdos fueron obtemidos de diferentes [sborstorios
farmacéuticas de la Ciudad de México: penicilina (Fersinsa Gists-brocades). amoxicilina,
icido clavulinico y cefurcxima (Glaxo-SmithKline), cefaclor (E Lilly), ceftriaxona,
rimetoprim v sulfametoxazol (Roche), eritromicina y  claritromicina  {Abbott);
levofloxacina v ofloxacina (Cilag), ciprofloxacina y gatifloxacina (Bristol-Myers Squibib)
tetracichna v cloranfenicol,

b) Sensbdiscos.

* Taxopde $ pp'ml {clorhadraio de etilhidrocupreina) de BBL.
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313 MEDIOS DE CULTIVO,

L

Caldo Mueller-Himon ajustado con cationes v suplememado con sangre lisada de
cabalflo al 3% (medio de cultivo casero, ver Apéndics).

PMacas de agar Mueller-Hinton con sangre de camero al 5 % (BBL)

3.1.4 REACTIVOS.

£ ]

L

Equipo para tincion de Gram
Desoxicolato de sodio al 10%.
Solucion salins al 0.45%,

Solucitn stock de Cabcio (10 mg Ca™ ).
Solucién stock de Magnesio{ 10 mg Mg™'/1) .
Buffer de fosfatos pH 6 y pH 6.5

3.5 VARIDS.

L]

*

L

Placas de microdiluciin estériles con 96 pocillos redondos
Plistico autosdherible.

Puntas universales esténles para micropipeta
Micropipeta multicanal 30 - 300 ul *
Micropipeta 3 — 40 pl *®
Contenedores de plistico estériles.

*para saluciones scuosas.
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3.2 METODO.

1.2.1. RECUPERACION DE AISLAMIENTOS DE Strepiococcus presmoniae.

#) Las cepas & evaluar de Strepiococcus prewmaonior, asi como las cepas de referencia
se encontraban almacenadas a una temperatura de = 70°C.

b) Cada una de las ccpas de Sireptococows pwewmoniar y de referencia fieron
descongeladas & temperatura ambiente

cj Las cepas s inocularon en placas de agar Mueller-Himton suplementado con sangre
de carnero al 3%, con la finalidad de comprobar su viabilidad y pureza,

d) Las placas inoculas fueron incubadas de 18 a 20 horas a una temperatura de 15°C a
37" C en presencia de 5% CO,.

£) Las cepas fueron subcultivades dos veces antes de realizar las prushas de

f) La identificacibn de los aislamientos se llewd & cabo de acverdo a la tincion de
Gram, morfologia colonial, susceptibilidad a ls optoquina y solubilidad en bilis

3.1.2. PRUEBAS PARA LA IDENTIFICACION DE Strepiococcus preumoniae.

3.1.1.1. Timcidn de GGram.

a) A partir de una sola colonia del microorganismo (cultivo de 10 — 24 horas) se

realind un frotis, permatiendo que este secars &l sire pars ser fjado a la Aama



b) La preparacidn fue cubierta con cristal violeta, dejando actuar durante | minuto,
posterirmente lnvado con agua comiente.

¢} 5e adiciond bugol & la preparaciton dejando actusr duranie | mimso, ¢ excese de
reactivo fue eliminado y lavado con agua.

d) La decoloracién se llevt acabo con alcohol-acetona, tan pronto como las gotas de
esta soluckin ¥a no ermastraron oolor, s& lavo con agus.

¢) Finalmente s¢ cubrid con safranina, después de | minuto, se lavd con agua dejando
secar al mpire Se obserwd al microscopio s 000X, observando cocos Gram,

positivos, lanceclados, v en algunss ocasiones capsulados

3.2.2.2. Susceptibilidad a ls Optoquina.

a) A partir de un cultivo pure de 18 & 20 boras, se tomd con o ass bacteriobigics uns
sola colomia, Inoculando la colonia en una placa de agar Muclier-Hinton
suplementada con sangre de carnero al 5%, en los cuatro sentidos.

b} Con unas pinrss pasadas por la flama, s colocd un disco de oploguins de Gmm con
una concentracion de 0.5 pg. en el centro de la placa estriada v aplicando una suave
presion al disco para ser adherido a la superficie de [s placa.

¢) La placa fise incubada de forma invertida de 18 a 24 horas a 37°C, en presencia de
COy al 5%,

d) Interpretacién, Se consderd sensble ol presentar un halo de inhibicén de
crecimiento alrededor ded disco. El tamafio de la zona de inhibicin que mostrd el

Srrepiococcus premmoniae fue =15 mm de diimetro, con limates bien definidos.
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3.2.2.3, Selubilidad en Bilis,
La prueha de solubilidad en bilis puede ser realizada por el método en tubo o por el método
en placa (prucha rapids de Hawn vy Beebe) Cabe mencionar que esta prucha ha sido

sustituida, casi por compbeio, por la prueba de sensibilidad a la oproguins.

. Méiodo en tuba,

a} La prnecba se realizd a partir de un cultive puro de 24 horas del probable
neumococo, en caldo BHI o ben se puede preparar una suspensidn en solucion
galing de un cultivo puro én agar sangre de 18 a 20 boras,

b} En dos ubos de 12 x 75 mm, uno marceds coma prucha vy ofro como conirol, se
traspasaron 0.3 mi del cultivo bacteriano,

€} Al who marcado como prueha se le adicions 0.5 ml de desoxicolato de sodio al
117 v al tubo controd 0.5 ml de sol.cion safina.

d}  Ambos whos fueron incubados 8 37°C durante 3 horas.

el La lectura de la prusha se realizo, considerando como postva cuando o
contemido ded tubo s aclara por completo | pierde su turbiedad original} ¥ como

negativa cuando la suspension se mantiens turlbda, igual que el control

il. Método en placa o prucha ripida,
a) Cultivo puro de 18 a 20 horas, en agar sangre de camero al 5%, de probable
bi Se Adiciond 0.5ml de solucidon de desoxicolato de sodio al 2 (%, direclamente

sobre o cultive. Sin imvertir [a placs, esta fue incubada a 37°C durante 30 min
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¢} Interpredacion. Las colonias solubles en bilis se desintegran, dejando um Area

parcialmente hemolisada en o medio de cultivo donde s encontraban las

calonias

313 PRUEBA DE SUSCEFTIBILIDAD ANTIMICROBIANA,
La pruckba de suscepiibilidad antimicrobiana se realind por el método de microdiluckin en
cabdo, de acuerds a bos lineameentos establecidos por el Comite Macional de Estindares

para ¢l Laboratorio Clinico de los Estados Unidos, NCCLS { por sus siglas en inglés) ™™ **

O

3101 Preparacion de las Soluciones Madre,

Las soluciones madre o stock de cada uno de los antibicticos fueron preparadas de acuerdo
8 las recomendaciones sefialadas por la MOCLS (ver Apéndice). Las soluciones de cada uno
de los antibioticos se prepareron a las sguientes concentraciones: peniciina, cefaclor,
cefuroxima, ceflinaxona v teiracicling de 256pl'ml, amoxiciling con dcado clavulinico de
[28/84ul'ml, eritromicing, claritromicing, levofloxscine v ofloxacine de  128plml,
cloranfemcol de 64pliml, gatifloxacina de 312uliml; ciprofloxacing de Buliml y trimetopam

con sulfametoxcazal de 128243 2p0/ml

3.23.2. Procedimiento para Dilucion en Caldao,
g} Para ln pruecha de susceptibilidad amtimicrobianma, se emplearon placas de

mecrodilucion esténles con W6 pocillos redondos
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b}

d}

g

h)

Cada uno de los pocillos fue Henado con 50wl de caldo Mueller-Hinton ajustado con
cationes v suplementado con 3% de ssngre lissds de caballo

Para la sensibilizacitn de las placas de macrodiducion, se adicsomaron 50 pl de la
solucion madre del antibiotico a todos bos pocillos de las columnas | ¥ 2.

A partir de la columna 2 se mercld la solecidn del antibediico perfectamente, para
coemenzar @ realizar las diluciones correspondienies

Se wransfireron consecutivamente 50U pl de columnas 2 & la columna 11, y de esta
ulima & la columna 2 de la segunda placa de microdilucion, hasta finalizar en la
columna 6, los 50 pl restantes de esta columna fueron desschados.

La columna | se empled coma control megativo v la eolumna 12 como control de
Erecummenia

Un total de 15 dobles dikuciones s¢ obtuvieron para cada uno de bos antibioticos
evaluados, concemraciones que se muestran ejemphificadas en las fAguras 1 v 2.

Las placas de microdilucson llenas fueron envuehias con plistico autoadhenble v

puestas 3 inmediatamente en un congelsdor & — 20° C
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Figura 1. Representacion esquematica de las concentraciones utilizadas para ocho de los

antibi6ticos valuados en la determinacion de la susceptibilidad.

1 ) 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PE g 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.12 g
N N
AMC | 1 2 16ty 7 “ h Yos | ®hoas | “Phorz | *hoe | *®homs T
R R
CEC o] 64 | 32 16 8 4 2 1 05 | 025 | 012 |0
L L
CXM 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.12
N P
CrO [E| 64 | 32 16 8 4 2 1 0.5 025 | 012 |O
G S
TE :l'f 64 | 32 [ 16 | s 4 2 1 05 | 025 | ox2 1‘.
) | I
clyl 6| 8 | & | 2 1 | o5 | o025 | 012 | 0062 | 003 |y
o 0
STX o “hot | Phs *he 2g 'he Slos | Plass | ham | *®has

Penicilina (PE), Amoxicilina/acido clavulanico (AMC), Cefaclor (CEC), Cefuroxima (CXM), Ceftriaxona
(CRO), Tetraciclina (TE), Cloranfenicol (C), Trimetoprim/sulfametoxazol (STX).

Figura 1. Continuacion.

oo a2 | 7 (8|9 |10]|n|n
PE g 0.06 0.03 0.016 0.008 0.004 g
N N
AMC| | oo | " oos %000t | *®Yo02 | *®loom T
R R
CEC |0 0.06 0.03 0.016 0.008 0.004 0
L L
CXM 0.06 0.03 0.016 0.008 0.004
N P
CRO (E; 0.06 0.03 0.016 0.008 0.004 (S)
TE : 0.06 0.03 0.016 0.008 0.004 .:.
| I
C |y| 0016 0.008 0.004 0.002 0.001 v
o o
s-l-x 0.03[0 @ 0.0 6,‘(0.29 0‘“"‘0.14 O.W’to_m‘ O.W,(D_m

Penicilina (PE), Amoxicilina/dcido clavulanico (AMC), Cefaclor (CEC), Cefuroxima (CXM), Ceftriaxona
(CRO), Tetraciclina (TE), Cloranfenicol (C), Trimetoprim/sulfametoxazol (STX).
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Figura 2. Figura 1. Representacion esquematica de las concentraciones utilizadas para seis

de los antibioticos valuados en la determinacion de la susceptibilidad.

1] ‘2 3 4 5 6 7 5 9 10 1 {2

cr g 2 1 05 | 025 | 012 | 006 | 003 | 0.0016 | 0.008 | 0.004 g

N N

LVX 1| 32 | 16 8 4 2 1 05 | 025 | 012 | 006 |q

R R

OFX (o] 32 | 16 8 4 2 1 05 | 025 | 012 | 006 |o

L L
GAT 8 4 2 1 05 | 025 | 012 | 006 | 003 | 0.016

N P

E 5 32 16 8 4 2 1 05 | 025 | 012 | 006 ‘s)

CLR ; 32 | 16 8 4 2 1 05 | 025 | 012 | 006 1'.

1 1

v v

0 o

Ciprofloxacina (CI-P), Levofloxacina (LVX), Ofloxacina (OFX), Gatifloxacina (GAT), Eritromicina (E),
Claritromicina (CLR).

Figura 2. Continuacion.

7y B 77 g u 5
C C
CIP | (0002 | 0.001 |0.0005 | 0.0025 [0.00012 o
N N
LVX | 1| 003 | 0.016 | 0.008 | 0.004 | 0.002 T
R R
oFx ol 0.03 | 0.016 | 0.008 | 0.004 | 0.002 o
L L
GAT | |0.008 | 0.004 | 0.002 | 0.001 | 0.0005
N P
E 2 003 | 0.016 | 0.008 | 0.004 | 0.002 g
CLR # 0.03 | 0.016 | 0.008 | 0.004 | 0.002 ,:.
I I
v v
0 0

Ciprofloxacina (CIP), Levofloxacina (LVX), Ofloxacina (OFX), Gatifloxacina (GAT), Eritromicina (E),
Claritromicina (CLR).
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1233, Preparaciin del Indeula.

La suspensidm del microorganismo fue preparsds en 4ml de solucién saling al
0. 45%, tomando colonias directamente de un cultivo fresco de 18 a 20 boras

La suspenssin s¢ ajusto cuidodosamente a wna iurbider eqguivalenie a 0.5 de
MacFarland para obiemer uma concentracion del microorganismo aproximads de | &
2 x 10°UFCiml

Se tomaron 400 ul de la suspension de 0.5 MacFarland v se dibuyeron en 10 ml de
caldo Muegller-Hinton sjustsdo con cationes v suplemenisdo con 3% sangre hsada

de caballo, para obtener una concentracion de 107 LFC/mi

3.L34. Imoculacion de las Flacas.

Las placas sensibilizadas con el antibiotico a wiilizar, fucron descongeladas a
temperatura ambiente v 32 inocularon dentro de un periodo no mayor de 15 minutos
después de haber preparado v dibufdo la suspensién del indculo.

Se inocularon wodos bos pocillos de la columna 2 a la columna 12 de las placas de
microdilucion con 50 pl de la dilucion del indculo, teniendo finalmente una
concentracion del microorganisme de 5x10° UFC/mi, en cada uno de los pocillos
Las pruchas de susceptibilidad para cada cepa de Streprococcws priewrmortiae v de

referencia se realizd por duplcado

3335, Incubaciin.

Lais placas inoculadas fiseron puestas ung sobre otra por no mis de un alo de cuatro

placas (para asegurar que la temperaiura de incubacion sea bs misma para todos los
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cubtivos) ¥ envuelias con plistico autoadherible paras evitar que las placas se
resequen
® Las placas se mcubaron en una camara humidificada de 20 a 24 horas a 37°C en

condiciones de asrobinsis

3133, DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA.

# La bectura de las placas se realizd observando ef fondo de las estas sobre un bector
con espejo.

#  El punio de core se determing, comparando la cantidad de crecimiento en el pocillo
(un botén 22 mm o definida turbidez) con la cantidad de crecimiento en el control
de crecimiento positivo utilizado en cada prucha.

»  Ls menor concentracion de antibidtico, en la cual no s2 detecta crecimienio o
turbidez (igualando al control negativo) & simple vista, se designo como CIM
{Concentracion Inhibitoria Minima).

3.3.3.1. Valores de Corte pars la Concentracion Inhibitoria Minima.

La interpretacidn de la concentracidn minima inhibitoria (CIM) como sensible, intermedio
o resistente s¢ obluvo comparando los resultados obtenidos con los valores de las tablas
pubilicadas por la NCCLS para Streprococcus pressmoriae. ™

Las tablas para la interpredacion de bos valores de corie se pressntan en el Apéndice, asi
como las tablas para las cepas de referencia utilizadas
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334 PROCEDIMIENTODS PARA EL CONTROL DE CALTDARD,

El propasito del contrel de calidad, fue ¢l de evaluar la precisson v exactioed en fa prucha de
susceptibilidad antimicrobians; asi como el de verificar ¢l funcionamiento adecuado de los

reactivos utilizados {medio de cultiva v antibicticos), ™

3.3.4.1, Cepa de Relerencia pars ¢ Control de Calidad.
Las cepas de referencia utilizadas para &l control de calidad fueron:
= Streplococcs puenmonioe ATCC 459619 para evaluar la precision y exactitud de ks
pruchas de diluciones de los amibibticos utilizados
*  Escherichia cofi ATCC 35218 para evaluar la combinacstn de [-lactamico/
inhsbadores de fl-lactamasa (amoxicilma) scido clavulamco)
*  Ambas cepas de referencia fueron incluidas cada vex que s realizd ln prucha de
susceptibilidad antimicrobiana.
*  Las cepas de referencia se encontraban congeladas a una temperstura de —70°C, se
recuperaron de la musma forma que las cepas a evaluar, ademas para conservarias
viables, estas fueron subcultivedas semanalmente, siendo reemplazadas cada mes

con cultivos gue se encontraban congelados a 707 C

3.3.4.2, Contral del Indculo.
Los recuentos de colonias se reakizaron penddicamente para asegurar que McFarland de 0.5
¥ que los procedimientos para estandarizar v diluar €] ingculbo estan bajo control, asi como

para verificar la pureza de la cepa 8 evaluar ™
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. El recuento en placa s¢ realizd tomando wna alicuota de 10 ul del controd de
crecimiento (columna [2) inmediatamente después de su inoculacidn, alicuota que
se diluyd en 10 ml de solucidn saling al 0 45 %%, 52 mexcld perfectamente én voriex

* Sz tomo una alicusta de 100yl que se distnbuyeron en forma radiada en una placa
de agar Mueller-Himon suplementado con sangre de camero al 5 %%

# La placa fue mcubada de 20 a 24 horas a 37°C en presencia de 5 % de C0L, o

erecimiento de 50 UFC/ml, indict una densidad de indeubo de 5x 10" UFC/ml

3.3.4.3. Contrel de Crecimiento.

El control de creamiente o control positive s¢ utilizd principalmente para evaluar la
vighilidad del microorgansmoe en estudio, &sd como conirol de turbidez para determinar bos
puntas de corte (determinacidn de CIM's) ™

= Fl control de crecimiento se incluyd en cada una de las placas de microdilucidn
wtilizadas {cohumna 12), el cual contenia:
a) Sl de calda Muelléer-Hmton ajustado con cationes ¥ suplementado con 3% de
sangre lmada de caballo

bj 50pl de la suspension bacienana a evahaar

3344, Conirol de Esterilidad,
En @l caso del método de microdilucion ef control de estenbdad es sumamente imponante,

va que es muy probable gue los cultivos mixios puedan passr desapercibidos ™
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= Se realizd mcubando un fubo con 10 ml de caldo Mueller-Hinton, suplementada con
3.0 de sangre hsada de caballo de 20 a 24 horas a 35°C, de cada lote empheado

®  Agcomo una placa de agar Mueller-Hinton, suplementade con sangre de camero al
5% { utilizadas para o control del indeubo), tambidn fue meubada de 20 a 24 horas 2

35°C, en presencia de OO0y al 5% de cada lote empleado
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4. RESULTADDS.

La swceptibilidad antimicrobiana se evalug o un total de 315 cepas de
Streplococeus praewmaeriae, 130 cepas fueron recuperadas de pacientes que asistieron al
IMER de enero del99% a diciembre de 1999 ¢ 185 cepas de enero 2000 a dsciembire 2001
Las cepas fueron obtensdas de muestras de expectoracion (47%), lavado brongquicloalveclar
(29%), exudado nasal (14%), exudado faringeo (4%), liquido pleural (4%), sangre (1%) v
otras fuentes (1%). El 30% de los aislamientos de Streprococons premmaonios provenian de
pacientes con diagndstico de enfermedad pulmonar obstructiva cronsca (EPDC), 22% con
neumania, 4% con tuberculosis pulmonar (TBP), 8% bronguiecianss, 8% mfeccion del
iracto respirsiono, T% asma, 3% cincer, 1% empiema y 17% otros (figura 1) La
resastencis & la peniciling fue superior em pacientes con neumonia (32.2% altamente
regsiente), que en aquellos pacientes con enfermedad pulmonsr obstructiva cronsca
(23.1%), datos que s¢ observan en la figura 2. El 53.5% de las cepas aisladas del tracto
respiratono infenor (254 cepas) v el 45.5% del traclo respiratonio supenor (3%cepas),
presendaron algin grado de resistenca & peniciling como se muesira en la tabla |
Los aislamsenios de Sreprococcus preumorios 22 agruparon de acuerdo a la edad del
paciente, el grupo entre 0 a |5 afios de edad mostrd una proporcién del 26. 1% de resistencia
elevada a pemicifina, pacientes entre 16 a &4 afios el 23 3% vy mayores de 64 afios e J0%,
simulidneamenic csios grupos presentaron e 26.1%, 29.3% v 30% de resstencia clevada a
eritromicing respectivamente (tabla )

De lus 315 cepas de Streplococcus prewmontae, el 47% (150 cepas) fue sensible, el 29 2%

(92 cepas) mostro resisiencin imlermedia v el 23.2% (7] cepas) remstencia elevada a
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peniciling, con valores de CIM's de 0004 & 128 pg/ml En comparacin con otros fi-
lactarmicos evaluados o antibidisco con mayor actividad fue amoxisilma’ deado clavuldnioo
con el 99% de sensibilidsd v una CIMw de Ipg/ml La cefalosporing mas activa contra
aslamientos de peumococo fue ceflmaxona con el 91 4% de sensibalidad (ClMe de
0 Spgfmi), mientras que cefaclor con el 34% de resistencia elevada (CMsg de 64 pg/ml) v
cefuroxima con 279 (ClMs de dpg'ml) fueron fas menos activas Los macraldos
evaluados presemiarcn una alia proporcion de resistencia elevada, sendo e 31,7% para
claritromicing ¥ 28.6% para eritromicing, ambos con una potencia semejante de acuerdo al
valor de la Clhisg de 32pug'ml De las fluoroquinolonas, ciproflosacing presento la mayor
proporcaon de resistencia elevads (24, 1%), & diferencia del 1 3%, 1% v 0.6% de ofloxscin,
levofloxacina vy gatifloxacina respectivamente, ln actividad antimicrobiana conforme al
vakor de ClMag fise mayor para gatifloxacina > levolloxacins > ofloxacina = ciprofloxacina.
Trimetopnm/sulfametoxazol presentd & 46.7% de resistencia elevada con una ClMeg de
Sugiml, seguido por & 31.7% de tetracicling con una ClMsy de 32pgiml v 11 1% de
cloranfenicol com una ClMgo de Bug/mi (tabla 3)

La prevalencia en la resistencia anfimicrobiana (imtermedia v elevada) incrementio para
algunos antibidticos entre ¢ periodo 1995-1999 v 2000-2001, como clamtromicina y
eritromicina que incrementaron de 24% de resistencia a 40.5% v 31.5% respectivamenie,
tnmetopam/sulfametoxazol de 52% a 62, amoxicilingficido clavulinico de 2.1% a
59% y gatifloxacna de 3% a 7.6%, ninguno de los antibidticos mencionados presento
alteracion en su potencia de acuerdo al walor de ClMgg, tablas 4 v 5 Los agentes

antimicrobianos que mostraron un cambio estadisticamente significativo, conforme a la
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prucha de ¥ fueron claritromicina, trimetoprim/sulfimetoxazal v cloranfenicol (tabla 6 v
figura 3)

De las 7 cepas con resistencia elevada a ln penicilina, ¢l 95 9% fucron sensibles a
amoxicilina/icido clavulinico, gatifloxacina v levolloxacing, a pesar de estos resultados el
antibigtico con mayor activedad fue gatifloxacina al inhibir el 50% y 90% de los
aislamientos con valores de CIM's de 0.03 a dpg/ml (CIMsp de 0.125ugml, CiMw de
0.25pgiml ¥ CIM i de 0.125pg/ml), Los agentes menos activos contra este grupo fueron
inmetoprim/sulfametoxazol (83.6% de resistencia elevada) con una CiMss de 16ug/ml ¥
ClMumesa de Bugiml, cefaclor (90.4%) con valores de ClMspsomais de Sdpgiml; ¥
eefuroaima (BT 7%) con und CTMbpmes de dpg'ml ¥ ClMeg de Bugiml, Los valores de las
CiM's de cada uno de los antibidticos evaluados variaron conforme al femotipo de
susceptibilidad a peniciling (senssble, ntermedio o ressiente), e decir que los valores de
les CIM's son menores cusndo se trata de mislamsentos sensibles que cuando estos son
resistentes a penicilina, como se observa en la tabla 7. En la tabla B, s¢ muestra una clara
redscidn enire los aislamientos con ¢ fenotipo de resistencia & penicilina y resistencia a
antibidticos no  P-lactimicos (eritromicing, trimetoprim/sulfametoxazol, tetraciclina v
cloranfenicol), dicha asociacstn  fie mayor al comparar la  actividad de
trimetoprimsulfametoxazol con aislamientos resistentes a penicilina en los periodos de

19951999 y 20002001
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Figura 1. Distribucién de aislamientos de Strepfococcus pnenmoniae de acuerdo al origen de
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Figura 1. Susceptibilidad de Streplococciis paenmoniae a la penicilina de acuerdo al diagndstico
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Tabla 1. Distribucién de aislamientos de Streptococcus pneumoniae de acuerdo al origen de los especimenes

Susceptibilidad a la penicilina.

Origen % Cepas
Sensibles % Intermedia % Resistencia %
Tract(? res!)lratorno 80.6 465 295 24
inferior
Tracto res;alratorlo 18.8 542 288 166
superior
Hemocultivo 0.6 NA NA NA
Total de cepas
(315) 100 47.6 29.2 23.2

NA: no aplicable.
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Tabla 1. Distribucion de aislamientos de Streptococcus pneumoniae de acuerdo al origen de los especimenes

Susceptibilidad a la penicilina.

Origen % Cepas
Sensibles % Intermedia % Resistencia %
Tract9 resPlratorlo 80.6 46.5 295 24
inferior
Tracto resp.lratorlo 18.8 542 28 8 16.6
superior
Hemocultivo 0.6 NA NA NA
Total de cepas
(315) 100 47.6 292 232

NA: no aplicable.
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Tabla 3. Actividad in vitro de 315 cepas de Streptococcus pneumoniae a diferentes antimicrobianos durante 1995 - 2001,

Antibiético CIMs CIMyo Sensible Intermedio Resistente Rango de CIM

1995-2001 (ng/ml) (ng/ml) (%) (%) (%) (ng/ml)
Penicilina 0.125 4 150 (47.6) 92(29.2) 73(232) 0.004-128
Cefaclor 1 64 188 (59.7) 20(6.3) 107 (34) 0.004-128
Cefuroxima 0.125 4 217(68.9) 10(3.2) 88(27.9) 0.004-16
Ceftriaxona 0.031 0.5 288 (91.4) 23(73) 4(13) 0.004-32
Claritromicina 0.016 32 209 (66.3) 6(2) 100 (31.7) 0.001-128
Eritromicina 0.016 32 222(70.5) 3(1) 90 (28.5) 0.004-128
Levofloxacina 0.5 1 311(98.7) 1(03) 3(1) 0.002-16
Ofloxacina 1 2 297 (94.3) 14(44) 4(13) 0.001-32
Ciprofloxacina 0.5 2 239(75.9) 76 (24.1) 0.001-4
Gatifloxacina 0.125 0.25 310(98.4) 3(1) 2(06) 0.0005-4
Cloranfenicol 2 8 280 (88.9) 35(11.1) 0.062-32
Tetraciclina 0.125 32 210(66.7) 5(16) 100 (31.7) 0.002-128
Amoxicilina/clav 0.031 1 312(99.1) 2(06) 1(03) 0.004-8
Trim/sulfa 1 8 133(42.2) 35(11.1) 147 (46.7) 0.002-32

Amoxicilina/clav: amoxicilina/ acido clavulanico; Trim/sulfa: trimetoprim /sulfametoxazol




Tabla 4. Actividad in vitro de 130 cepas de Streptococcus pneumoniae a diferentes antimicrobianos durante 1995 - 1999.

Antibiético CIMs CIMyy Sensible Intermedio Resistente Rango de CIM

1995-1999 (ng/ml) (ng/ml) (%) (%) (%) (ng/ml)
Penicilina 0.125 4 60 (46.2) 34(26.2) 36(276) 0.004-8
Cefaclor 1 64 73 (56.2) 6(46) 51(39.2) 0.004-128
Cefuroxima 0.125 4 89 (68.5) 9(69) 32(246) 0.004-18
Ceftriaxona 0.016 1 115 (88.5) 13(10) 2(15) 0.004-2
Claritromicina 0.008 32 99 (76.2) 1(08) 30(23) 0.002-128
Eritromicina 0.016 32 99(76.2) 31(23.8) 0.004-8
Levofloxacina 0.5 1 128 (98.4) 1(08) 1(08) 0.031-16
Ofloxacina 1 2 126 (96.8) 2(16) 2(16) 0.125-16
Ciprofloxacina 1 2 94(723) 36 (27.7) 0.002-4
Gatifloxacina 0.125 0.25 128 (98.4) 2(16) 0.0005-2
Cloramfenicol 2 8 109 (83.8) 21(16.2) 0.125-16
Tetraciclina 0.125 32 85(65.4) 2(1.6) 43(33) 0.004-64
Amoxicilina/clav 0.031 1 127 (97.6) 2(16) 1(0.8) 0.004-8
Trim/sulfa 1 8 63 (48.5) 18(13.8) 49 (37.7) 0.004-32

Amoxicilina/clav: amoxicilina/ acido clavulanico; Trim/sulfa: trimetoprim/sulfametoxazol.



Tabla 5. Actividad in vitro de 185 cepas de Streptococcus pneumoniae a diferentes antimicrobianos durante 2000 - 2001.

8y

Antibiético CIMs CIMyo Sensible Intermedio Resistente Rango de CIM

2000-2001 (ng/ml) (ng/ml) (%) (%) (%) (ng/ml)
Penicilina 0.125 4 90 (48.6) 58(31.4) 37(20) 0.002-128
Cefaclor 1 64 132(71.4) 6(3.2) 47 (25.4) 0.008-128
Cefuroxima 0.125 4 132(71.4) 6(3.2) 47(25.4) 0.002-8
Ceftriaxona 0.062 0.5 173 (93.5) 10(5.4) 2(11) 0.002-32
Claritromicina 0.031 32 110(59.5) 5(2.7) 70(37.8) 0.001-128
Eritromicina 0.031 32 123 (66.5) 3(16) 59(31.9) 0.002-128
Levofloxacina 0.5 1 183 (98.9) 2(1.1) 0.002-16
Ofloxacina 1 2 171 (92.4) 12(6.5) 2(1.1) 0.250-32
Ciprofloxacina 0.5 2 145(784) 40 (21.6) 0.001-4
Gatifloxacina 0.125 0.25 182 (98.4) 1(0.5) 2(1.1) 0.001-4
Cloramfenicol 1 4 171(92.4) 14(7.6) 0.062-32
Tetraciclina 0.125 32 125 (67.6) 3(1.6) 57(30.8) 0.002-128
Amoxicilina/clav 0.031 1 174 (94.1) 11(5.9) 0.001-2
Trim/sulfa 1 8 69 (37.3) 45(243) 71 (38.4) 0.002-32

Amoxicilina/clav: amoxicilina/ acido clavulanico Trim/sulfa: trimetoprim/ sulfametoxazol



Tabla 6. Prevalencia de la Resistencia y Concentracion Inhibitoria Minima para

Streptococcus pneumoniae en 1995-1999 (n =130) y 2000-2001 ( n = 185).

Antimicrobiano Ao MIC mopaL MIC o % Resistencia
Penicilina 1995-1999 2 4 54
2000-2001 0.016 4 514
Amoxicilina/clav 1995-1999 1 1 2
2000-2001 0.008 1 59
Cefaclor 1995-1999 0.5 64 44
2000-2001 0.5 64 28.6
Cefuroxima 1995-1999 4 4 315
2000-2001 0.008 4 286
Ceftriaxona 1995-1999 0.004 1 12
2000-2001 0.008 0.5 6.5
Eritromicina 1995-1999 0.008 32 24
2000-2001 0.016 32 335
Claritromicina 1995-1999 0.002 32 24**
2000-2001 0.008 32 40.5
Tetraciclina 1995-1999 32 32 345
2000-2001 0.125 32 324
Cloranfenicol 1995-1999 2 8 16**
2000-2001 2 4 7.6
Trim/sulfa 1995-1999 8 8 52%*
2000-2001 8 8 62.7
Ciprofloxacina 1995-1999 1 2 28
2000-2001 0.5 2 21.6
Ofloxacina 1995-1999 2 2 3
2000-2001 1 2 76
Gatifloxacina 1995-1999 0.125 0.25 2
2000-2001 0.125 0.25 1.6
Levofloxacina 1995-1999 0.5 1 2
2000-2001 0.5 1 1.1

*]_os aislamientos resistentes incluyen los intermedios y resistentes.
*+E| cambio fue significativo.
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Figura 3. Prevalencia de la resistencia antimicrobiana de Strepfococcus pneumoniae durante el
periodo de 1995- 1999 y 2000-2001.
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FE: p:n|n:|l|rﬂ; AMC; amoxicilina/@écdo clavulansco; CEC: cefaclor; CXM: cefurowima; CROF ceflnaoma; E: entromicina; CLE
clantromicima; CIP; aprofloxacina, OFX: efloxacing; LVX: bevelloxaciaa; GAT: gatifloxacina, C: cloranfenicol; TE tetracicling;
SXT; timetoprim/sulfametoxazol



IS

Tabla 7. Actividad in vitro de Streptococcus pneumoniae de acuerdo a la susceptibilidad a penicilina

Antibiético Susceptible Intermedio Resistente CIM 5 CIM 4 MODA Rango de
95-01 (%) (%) (%) (ng/ml) (ug/ml) | (ng/ml) | CIMgm
Penicilina
total
PenS 150 (47.6) 0.016 0.062 0.016 0.004-0.062
Penl 92 (29.2) 0.250 1 0.250 0.125-1
PenR 73 (23.2) 4 8 2 2-128
Cefaclor
total 188 (59.7) 20 (6.3) 107 ( 34.0) 1 64 0.5 0.004-128
PenS 141 (94) 6 (4.0) 3(2.0) 0.5 1 0.5 0.004-64
Penl 41 (44.6) 13 (14.1) 38 (41.3) 2 64 1 0.031-64
PenR 6(82) 1(1.4) 66 (90.4) 64 64 64 0.062-128
Cefuroxima
total 217 ( 68.9) 10(3.2) 88 (27.9) 0.125 4 0.008 0.004-16
PenS 147 (97.7) 1(0.8) 2(1.5) 0.008 0.125 0.008 0.004-4
Penl 65 (70.7) 5(5.4) 22 (23.9) 0.25 2 0.25 0.004-16
PenR 5(6.8) 4(5.5) 64 (87.7) 4 8 4 0.004-16
Ceftriaxona
total 288 (91.4) 23(7.3) 4(13) 0.031 0.5 0.008 0.004-32
PenS 148 (98.7) 1(0.7) 1(0.7) 0.008 0.062 0.004 0.004-16
Penl 90 (97.8) 1(1.1) 1(1.1) 0.062 0.5 0.031 0.004-32
PenR 50 ( 68.5) 21(28.8) 2(2.7) 0.5 1 0.5 0.004-2
Amoxicilina/clav
total 312 (99) 2(0.6) 1(0.3) 0.031 1 0.008 0.004-8
PenS 150 ( 100) 0.008 0.031 0.008 0.004-1
Penl 92 ( 100) 0.125 1 0.125 0.008-2
PenR 70 (95.9) 2(27) 1(1.4) 1 2 1 0.004-8
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Tabla 7. Continuacién.

Antibiotico

Susceptible

Intermedio

Resistente CIM 5o CIM,y | MODA Rango de

95-01 (%) (%) (%) (p.g/ml) (ng/ml) | (ng/ml) CIM ug/m
Claritromicina
total 209 ( 66.3) 6 (1.9) 100 (31.7) 0.016 32 0.008 0.001-128
PenS 129 ( 86.0) 1(0.7) 20 (13.3) 0.008 2 0.002 0.001-128
Penl 43 (46.7) 2(22) 47 (51.1) 1 64 0.002 0.002-128
PenR 37 (50.7) 3(4.1) 33(45.2) 0.125 64 0.002 0.002-128
Eritromicina
total 222 (70.5) 3(1.0) 90 (28.6) 0.016 32 0.016 0.004-128
PenS 133 (88.7) 17 (11.3) 0.008 1 0.008 0.004-64
Penl 45 (48.9) 1(11) 46 (50.0) 0.5 64 0.016 0.004-128
PenR 44 (60.3) 2(2.7) 27(37.0) 0.062 64 0.016 0.004-128
Cloramfenicol
total 280 ( 88.9) 35(11.1) 2 8 2 0.062-32
PenS 147 ( 98.0) 3(2.0) 1 2 2 0.125-16
Penl 85(92.4) 7(7.6) 2 4 2 0.062-16
PenR 48 ( 65.8) 25(34.2) 2 16 2 0.5-32
Tetraciclina
total 210 ( 66.7) 5(1.6) 100 (31.7) 0.125 32 0.125 0.002-128
PenS 123 ( 82.0) 1(0.7) 26 (17.3) 0.062 8 0.031 0.002-128
Penl 52 (56.5) 2(22) 38 (41.3) 0.125 64 0.250 0.002-64
PenR 35(47.9) 2(2.7) 36 (49.3) 4 32 32 0.004-64
Trim/sulfa

total 133 (42.1) 35(11.1) 147 ( 46.9) 1 8 8 0.002-32
PenS 97 (64.7) 22 (14.7) 31 (20.6) 0.250 4 0.250 0.004-8
Penl 29 (31.5) 8(8.7) 55 (59.8) 2 16 8 0.016-32
PenR 7(9.6) 5(6.8) 61 ( 83.6) 8 16 8 0.002-32
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Tabla 7. Continuacién.

Antibiético

Susceptible Intermedio Resistente CIM 5o CIMy | MODA Rango de
95-01 (%) (%) (%) (ng/ml) | (ug/ml) | (ng/ml) |  CIMugm
Levofloxacina
total 311(98.7) 1(03) 3(1.0) 0.5 1 0.5 0.002-16
PenS 149 (99.3) 1(0.7) 0.5 1 0.5 0.002-4
Penl 92 ( 100) 0.5 1 0.5 0.031-2
PenR 70 (95.9) 3(4.1) 0.5 2 0.5 0.250-16
Ofloxacina
total 297 (94.3) 14(44) 4(1.3) 1 2 1 0.001-32
PenS 143 (95.3) 7(4.7) 1 2 1 0.250-4
Penl 89 (96.7) 3(3.3) 1 2 1 0.125-4
PenR 65 (89.0) 4(5.5) 4(5.5) 2 4 2 0.5-32
Ciprofloxacina
total 239(75.9) 76 (24.1) 0.5 2 0.5 0.001-4
PenS 125 (83.3) 25(16.7) 0.5 2 1 0.001-2
Penl 70 (76.1) 22(23.9) 0.5 2 0.5 0.031-4
PenR 44 (60.3) 29 (39.7) 1 2 2 0.125-4
Gatifloxacina
total 310 ( 98.4) 3(1) 2(0.6) 0.125 0.25 0.125 0.0005-4
PenS 148 (98.7) 1(0.7) 1(0.7) 0.125 0.250 0.125 0.001-4
Penl 92 ( 100) 0.125 0.250 0.125 0.004-1
PenR 70 ( 95.9) 2(2.7) 1(1.4) 0.125 0.250 0.125 0.031-4

Amoxicilina/clav: amoxicilina/ acido clavulanico; Trim/sulfa: trimetoprim/ sulfametoxazol.

PenS: penicilina sensible; Penl: penicilina intermedio; PenR: penicilina resistente.
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Tabla 8. Asociacion entre el fenotipo de susceptibilidad a penicilina de Streptococcus pneumoniae y resistencia a no B-

lactamicos.
1995-1999 2000-2001
Pen-S (%) Pen-1 (%) Pen-R (%) Pen-S (%) Pen-1 (%) Pen-R (%)
Eritromicina 11.7 41.2 27.8 11 552 459
Tetraciclina 20 47 41.7 15.6 379 56.8
Cloranfenicol 0 14.7 44 4 33 34 243
Trim/ sulfa 83 38.2 86.1 15.6 53.4 70.3
Cepas evaluadas 60 34 36 90 58 37

Pen-S: penicilina sensible; Pen-I: penicilina intermedio; Pen-R: penicilina resistente; Trim/ sulfa: trimetoprim/ sulfametoxazol.
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5 DISCUSHON,

Actualmente la resisiencia antimicrobiana del Streplococous prewmorioe es de gran
importancia en €l ambito rundial por su rapida difision, Bsi como por el espectro cada vez
mayor de antibidticos que se incluyen en la multirresistencia, convirtiendo la eleccion del
tratamiento antimicrobiang eén un desafio ante pacientes con infecoiones graves.

La mcidencia en la resisiencia g b pemiciling en esie estudio foe del 52.4%, amilar a lo
reportado en Espafia, Hungria, en algunas ciudades de Afica v Estados Unidos, pero
superior & lo reporiade en Canadd y algunos paises de Sudaméncs como Unuguey,
Argentina, Brasil y Colombia. ™

En México la informacidn que se fiene sobre la prevalencia de la resistencia & penicilina del
Strepiococous pneumoiios e escasa v la existente se ha enfocado principalmente a la
poblscidn pedidtrica, dificultando el andlisis interbospitalario a nivel local ¥ nacional No
obstante se puede percibir un mncremento considerable a partir de los resultados publicados
en 1981 por Guiscafré ™ (7.5% de aislamientos resistentes) a lo reporiado por Calderdn
Jaimes™ en 1999 (28.9% de resistencia), y Gomer Barreto™ en el 2000 (51% de
resistenicia), hasta lo observado en este estudio durante el periodo de 1995-2001 en donde
se hallt un 52.4% de resistencia a peniciling "'

D las cefalospornas evaluadas, la menor actividad amtimicrobiana foe mosireds por
cefaclor v cefuroxima con el 59 7% y 68 9% de sensibilidad respectivamente, la mayor
actividad antineumococcica se registrd con cefiraxona al inhibir e 90% de los aislamientos
con una concentracion de 0.5 pg/ml Asimismo la actividad de las cefalosponnas

disminuye cuando estas son evaluadas contra mislameentos resstentes a pemciling, ya que
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ambos comparien el mecanismo de resistencia. debido Gnicamente a alteraciones en las
proteinas de unidn a b peniciling (PBP's), ocasionando una disminuciin o pérdida de
sensibilidad 3 otros antibioticod - lactimicos. ™

Los macrolidos han sdo duranie mucho tiempo una aliematova en el iratamento contra
REUMOCOcos reststentes & peniciling, en la actuplided ambos antibsoficos presemtan
respslencia cruradn, & pessr de diferir en s mecanismo de resistencia. En este estudio se
evalu ln actividad de eritromicing y clanitromicing, encontrando una alta proporcidn de
resistencia para ambos macrodidos (29.6% para entromicing v 33 6% para clartromicina,
similar a lo publicado por Gémez Barreto™ en el 2000), ya que el 90% de los aislamientos
se mhibe con una concentracion de 32pg/ml, sendo que el punto de corte para considerarss
caamd sendible ez de 0250 ml

La tetracicling mostrd un ligero incrememo de resistencia anfimicrobiand en comparaciin
al 28 9% de resistencia reportado en 1993 por Caldertn Jaimes™ v of 33 3% encontrado en
este estudio, en donde el 0% de las cepas s inhibido por una concentracidn de 32 ug/ml
La frecuencia en la resistencia & cloramfenicol en muesiro pais s vanable, pues se ha
reportado desde un 4% hasta un 38 5% en los dhimos afos ™ 7 T Y0NS By pete instituto
se halla una mesdencia del 11.1% de resistencin, sin embargo al comparar datos obtenddos
durante & periodo de 1995-1999, podemos observar una dismimucion estadisticamente
significativo de 16% de resistencia (CIMso de Bug/mi) a un 7.6% (CIMso de 4ugiml) en o
periodo 2000-2001, ya que actualmente ¢s poco empleado en la practica clinica

La meyor proporciom de resistencis detectada después de la penicling, comespondid a
inmetoprim/sulfametoxassd con el 46 %%, resultade gue concuerda con lo notificado en

otras partes del mundo v lo reportado por varios autores en nuestro palg ' ™ ML AT
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Aunque las luoroquinolonas presentarcn buena actividad antineumtccica, incluse contra
neumocoons resistemics a  peniciling, exceplo cprofloxacing; son  antibioficos  poco
recomendados como tratamsento de primera eleccion por sus efectos toxicos y por s
amglio espectro que puede ocasionar un ripido surgimiento de resistencia

De los antibitticos evalusdos amodeciling! acido clavulinico, continua siendo el antibitiico
con mayor actividad antimicrobiana con un 99.1% de sensibalidad.

La edad de los pacientes no fue un facior predictive para |a infeccion por neumoecoco o de
asociacion con la resistencia & pensciling, ya que [a mayor proporcatn de aislameentos se
defecid en pacientes entre 16 a 64 afos de edad, siendo que & los pacientes pediatnicos v
gerddtricod se bes prescribe una mayor cantedad de antibiGticos f-lsctamicos, ademds de ser
La neumonia es la forma clinica mis frecuente de enfermedad invasiva causada por
neumocodns resislentes o peniciling (64 6% de resistencia), lo cual nos indica que la
penicilma mo 5 una buena altermativa para el tratamiento de la newmonda, sin embargo, s
ha publicado que pacientes con peumonia que no requieren de hospatalizackin pueden ser
tratados con penicilina o algin otro B-lectimico oral { cefinaxona o la combinacion de
amoxiciling con acido clavulinico), asmismo pacienies oon Neumonia grave o cromca gue
requicren de hospitalizacion se recomicnda wiilizar un P-laciimico por via parenteral o
intravenosa, incluso pemiciling a dosis elevadas En caso de alergia a bos f-lactimecox, los

macrédidos pusden ser una buena alternativa '

A pesar de que o Instituto Macional de Enfermedades Respiratonias, attende a pacientes de

distintas #reas del Ddsirito Federal v sus alrededores, los resultados obtenidos en este



estudio no pueden ser extrapolables a otros centros hospilslanos va gue la susceptibilidad
antimicrobiana  debe  ser conssderada bajo ciertas  comdiciones de tipo  geowrafico,
administracion previa de antibidlicos, presencia de algin padecimiento de base, estancia
hospitalaria, grupo etdreo ete. Sin embargo, los resullados obtemdos nos proporcionsn un
panorama de la prevalencia de la resistencia antimicrobsana del Strepiococous premmoniae,
indicandones la imporiancis de mamensr un programe de vigilancia de sensibilidad & los

antibidticos mds utdizados
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6. COMCLUSIONES.

¢ La incidencin en la resistencin a peniciling del Streptococcus peeumonioe en el
IMER. fue del 52.4%, durante el pericdo de 19595-2000

¢ La prevalencia en la resistencia a penscilina no mostrd cambio significativo entre los
periodos 19951999 v 2000-200] analizados en el INER

o Amoxiciling' deido clavuldnico continua sendo el antibidtico con mayor actividad
antineumococcica, con el 9%% de aislamientos sensibles

+ El antibidtico con menor actividad fise rimetoprim/sulfametoxazol con el 57.8% de
resistenci, siemdo una mala alternativa para el irstamiento de infecciones

¢+ La Muoroguinolona con menor actividad es ciprofloccacima, confimmando que no es
una bucna alternativa para e tratamiento de infecciones respiratonias por
Sireplocociy reimomnae,

¢ Amoxiciling’ acsdo clavalinico, gatifiowacinn v bevofloxacing, fueron o
antibioticos con ka mejor actividad contra mislamientos resistemtes a pemicifing de

+ L& necumonin es In entidad clinica mas frecuente de enfermedad imvasiva por

SrEpHOCOCTNT PRERIORTTE.
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7.1. FREPARACION DE SOLUCIHONES MADRE.

Las soluciones madre o stock se prepararon a partic de la sal pura del antibidtico, tomando
en cuenta su pofencia, la concentracion a evaluar (dos concentraciones amba de la
comcentracion deseada) v of volumen que se desea preparar (tabls 1). La siguiente frmuls
puede ser wtilizada para determinar lo cantidad de antibiGtico pecesaro pars una salucsn

estandarizada

Peso (mg) = Volumen{ml) x Concentracion(pg/ml)
Petencia {pg/mg)

Algunos antibidticos deben de ser disueltos en solventes diferentes del agua. En fales casos:
* Se debe de utilizar una cantidad minima del solvemte para solubilizar el amtibittico

puro,
* La concentracidn final de la solucion madre pueds ser diluida en agua o en el buffer

adecuado como se indica en ks Tabla 2
Debido & que la comtaminscidn microbians es extremadaments rara, las soluciones que no
han sdo esterilizadas son en general aceptables. Sin embargo, las soluciones pusden ser
esterilizadas a través de un filiro de membrane 5 asi se desea. No se debe de utilizar papel,
ashesto o fliros de vidnio, los cuales podrian absorber cantidades apreciables de antibictico
Las soluciones madre pueden ser envasadas en volimenes pequefios en tubos de vidno
esténiles, o frascos de polictileno v almacensdas a uns temperatura menor o igual de —20° C
por 6 meses o mis sin pérdida significativa de la actividad. El amtibidtico puede ser
descongelado y utilizade el mismo dia, desechando la solucién que no fie utilizada ™
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Tabla 1. Esquema para preparar las Soluciones Stock de los agentes antimicrobianos para

utilizar en pruebas de susceptibilidad por dilucién en caldo.™

Concentracién

Antibiético Potencia Volumen Peso

- (pg/m)) (rg/mg) (ml) (mg)

R 256 1637.63 100 15.632
Amoxicilina 128 870.9 100 14.697
Ac. clavuldnico 64 953.0 100 6.715
Cefaclor 256 956.6 100 260761
Cefuroxima 256 1013.0 100 25.271
Ceftriaxona 256 1000.1 100 25.597
Eritromicina 128 629.0 100 20.349
Claritromicina 128 995.0 100 12.864
Levofloxacina 128 1002.0 100 12.774
Ofloxacina 128 986.5 100 12.975
Gatifloxacina 32 936.0 100 3.419
Ciprofloxacina 8 990.0 100 0.808
Tetraciclina 256 1021.0 100 25.073
Cloranfenicol 64 999.0 100 6.406
Sulfametoxazol 2432 996.0 100 244.176
Trimetoprim 128 996.0 100 12.851




Tabla 2. Solventes y Diluyentes para la Preparacion de Soluciones Stock de los Agentes

Antimicrobianos Utilizados.

Aantibiético Solvente Diluyente
Penicilina Agua ' Agua '
Aikesiciling Buffer Fosfatos Buffer Fosfatos

pH:6.0 pH:6.0
; Buffer Fosfatos Buffer Fosfatos
Ac. Clavuldnico pH:6.0 pH:6.0
Cefaclor Agua ! Agua '
Cefuroxima Agua ' Agua '
Ceftriaxona Agua ' Agua '
Eritromicina 95% Etanol Agua '
Claritromicina Metanol Buflee F_osfatos
pH =6.5
; 142 volumen de agua,
Levofloxacina NaOH 0.1 M Agus. !
; V4 volumen de agua,
SHloxmcina NaOH 0.1 M Agua '
. ; % volumen de agua,
Gatifloxacina NaOH 0.1 M A 1
Ciprofloxacina Agua ' Agua '
Tetraciclina Agua ' Agua '
Cloranfenicol 95% Etanol Agua '
4 volumen de agua caliente 1
Sulfametoxazol y NaOH 2.5 M? Agua
Trimetoprim Agua Agua '

" Agua desionizada; > El NaOH se adiciona gota a gota; “Agregar unas gotas de HCL.
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7.2. PUNTOS DE CORTE PARA Streptococcus pneumoniae.

Tabla 7.2.1. Patrones de Interpretacion de las Concentraciones Minimas Inhibitorias para

Streptococcus pneumoniae *°

MIC (pg/ml)
Antibiético
Sensible Intermedio Resistente
Penicilina <0.06 0.12-1 =2
e Samiiles =2/ e =8
Cefaclor <1 2 >4
Cefuroxima <05 1 22
Ceftriaxona <05 1 22
Eritromicina <0.25 0.5 21
Claritromicina <025 0.5 21
Levofloxacina <2 4 >8
Ofloxacina <2 4 28
Ciprofloxacina <1 2
Gatifloxacina <1 2 >4
Tetraciclina <2 4 >8
Cloranfenicol <4 =8
T;':}::‘;':Eﬂml <0.5/9.5 1/19-2/38 > 4/76




Tabla 7.2.2. Rangos de Control de Calidad Aceptables de Concentraciones Inhibitorias

Minimas (CIM) para cepas de referencia.*’

Streptococcus pneumoniae Escherichia coli
Antibibtico ATCC 49619 ATCC 35218

Amoxicilina/ 0.03/0.016 — 0.12/0.06 4/2 - 16/8

acido clavuldnico.
Cefaclor 1-4
Ceftriaxona 0.03-0.12
Cefuroxima 025-1
Cloranfenicol 2-8
Claritromicina 0.03-0.12
Eritromicina 0.03-0.12
Gatifloxacina 0.12-0.5
Levofloxacina 05-2
Ofloxacina 1-4
Penicilina 025-1
Tetraciclina 0.12-0.5
Trimetoprim/

0.1224-1/19
Sulfametoxazol
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7.3, PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.

1) Caldo Mueller-Hinton ajustado con cationes v suplementado con 3% sangre lisada de
caballo, pH=T72-74225"C.
1. Componenics
*  Caldo Mueller-Hinton (BBL).
* Sangre lisads de cabalio.
*  Solucion stock de Calcio (20 mg de Ca™ mg).
*  Solucion stock de Magnesio (10 mg de Mg®" mg/1).
I Preparacitn:
) Pesar y disolver 21g de caldo Mueller-Hinton (deshidratsdo), en IL de agua
desionizads, calentar hasts completa disolucion.
b} Estenlizar en autoclave durante 15 mmutos a 121°C, enfriar a temperatura ambienie
¢) Adicionar 2 ml de solucién stock de C2*, | ml de solucién stock de Mg™* y 30 ml de
sangre lisada de caballo.

d) Errvasar en tubos de vidno estériles a un volumen de 10 mi v almacenar a 4°C.

7.4, PREPARACION DE REACTIVOS,

&) Solucion saling al 0.45%.

Disolver 0.45g NaCl (MERCK) en 100 ml agua desionizada. Alicuotar en tubos (10ml),
esterilizar en autoclave y almacenar en refrigeracion a 4°C.



b) Sobucidn stock de Magnesio (10 mg Mg® 1)
Pesar 8 36g de MeCly 6H:0O (MERCK) v disalver en 100 mi de agus desiomzada;

estenlizar a través de un filtro de 0.22 pm y almacenar a 4°C

¢} Solucion stock de Calcio (10 mg Ca®'/M)
Pesar 186g de CaCl; 2H;0 (MERCK) v disolver en 100 ml de agua desionizada,

esterilizar a través de un filtro de 0.22 pm vy almacenar a 4°C

d) Buffer de Fosfatos, pH 6.0
Pesar | 225 de MNe: HPO, (MERCK) v 0 18678 de KH;PO, (MERCK), disalver vy
aforar & 100m] con agus desionizsds, estenfizar en autoclave v almacenar a 4°C

€} Buffer de Fosfatos, pH 6.5
Pesar 0,7080g de Na; HPO, (MERCK) v 0.6821g de KH;POy (MERCK), disolver v aforar

& 100ml con agua desionizada, estenilizar en autoclave y Almacenar & 4°C.
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