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4.- RESUMEN ;

En este trabajo se investigd la presencia de S. aureus en muestras de
sangre obtenidas de pacientes inmunodeprimidos internados en el Hospital
Regional de Especialidades (HRE) #25 del IMSS y se determind la actividad de
la ampicilina, cefiriaxone, gentamicina, linezolid, vancomicina y el
qinupristin/dalfopristin utilizando la técnica Etest® (AB, Biodisk, Solna, Sweden)
midiendo sobre las cepas aisladas su CML Las muestras de sangre para
hemocultivo se obtuvieron de pacientes con fiebre mayor de 38°C o hipotermia
menor de 36°C con leucocitosis de mas de 10,000 leucocitos por mm>. Se
tomaron dos muestras de sangre de cada paciente, cada una se depositd en un
vial para hemocultivo BacT/Alert® (Organon Teknika, Durham, NC), a una
dilucién final 1/10 y se incubaron a 37° C de 5 a 7 dias. Los microorganismos
aislados se identificaron bioquimicamente mediante el sistema Vitek®
(Biomerieux, inc. Hazelwood, Mo.) y las cepas de S. aureus se sometieron a
pruebas de susceptibilidad siguiendo las normas del National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Se pudo observar que de 100 aislados,
el porcentaje de cepas susceptibles a la gentamicina (=4 - 216 ug/mL) fue de
90% mientras que sélo un 10% fue resistente; para la vancomicina (=4 - 232
ng/mL) un 80% resultd susceptible, 6% presentd susceptibilidad intermedia y un
14% resistente. Para el linezolid (=1 - 24 ug/mL) el 80% fue susceptible contra
un 16% que presentd susceptibilidad intermedia y un 4% que fue resistente. En
el caso de la ampicilina (s16- 232 ug/mL) se pudo observar que el 48% de las
cepas fue resistente, el 24% susceptible y el 28% presentd una susceptibilidad
intermedia. Para el qinupristin/dalfopristin (<0.25 - 21ug/mL) un 6% fue
susceptible mientras que el 72% mostrd susceptibilidad intermedia y un 22% fue
resistente. En contraste, con el ceftriaxone (s16- 2256 ug/mL) se observé que el
90% de las cepas fueron resistentes y solo un 10% susceptibles.
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| 2.- INTRODUCCION |

T S

En los dltimos afos la prevencién y tratamiento de las infecciones en los
pacientes con alteracién de la funciéon inmune ha surgido como un nuevo campo
en el area de las enfermedades infecciosas. Este hecho se debe a dos
problemas principales: a) la aparicion de un problema mundial sin precedentes
que es la epidemia del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y b) la
aparicién e incremento de la poblacién de individuos con trastornos de los
mecanismos de defensa contra la infeccion, que da como resultado el desarrollo
de afecciones graves que ponen en peligro la vida del paciente (Arredondo J.L.,
R. Figueroa. 2000).

La poblacion de pacientes inmunocomprometidos, en la mayoria de
casos, la forman individuos que anteriormente fallecian debido a enfermedades
neoplasicas, trastornos autoinmunes, enfermedades renales, cardiacas o
hepaticas en fase évanzada, que actualmente tienen una perspectiva mayor de
vida gracias al control de su enfermedad con quimioterapia, inmunosurpesores y
trasplante de o6rganos. Sin embargo, la esperanza de vida con estas
modalidades terapéuticas no esta exenta de riesgos ya que el tratamiento de
estas enfermedades deteriora uno 0 mas de los mecanismos de defensa contra
la infeccidn. La denominacion de hospedero inmunocomprometido fue utilizada
por primera vez en la literatura en 1967 por Ruskin y Remington y el término fue
adoptado por Paul Quie y cols quienes en 1980 organizaron un congreso
internacional en Veldhoven, Holanda titulado °‘Infecciones en el Hospedero
Inmunocomprometido®. Posteriormente en 1985, se establecié una agrupacién
para el estudio de estos pacientes la cual actualimente cuenta con miembros de
44 paises (Arredondo J.L., R. Figueroa. 2000).

Los farmacos y otras medidas terapéuticas son factores importantes en
el aumento de la susceptibilidad a las infecciones o en el desarrollo de un estado

2
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de inmunosupresién. Los pacientes con enfermedades malignas, padecimientos
reumaticos o con trasplante de érganos sélidos o de meduia ésea son individuos
que en algin momento deben recibir tratamiento con esquemas de
medicamentos que van a alterar significativamente sus mecanismos de defensa.
Los tratamientos inmunosupresores mas comunes son la radioterapia, la
administracién de corticosteroides, farmacos citotdxicos y agentes
inmunomoduladores. El grado neto de inmunosupresion esta determinado por
varios factores, entre los cuales se encuentran; los defectos de los mecanismos
de defensa del hospedero asociados con l|la enfermedad de fondo, las
alteraciones derivadas de la terapia empleada, la presencia de cuerpos
extrafios, como protesis o catéteres y alteraciones de las superficies
mucocutaneas, ademas de problemas metabdlicos como: desnutriciéon, uremia,
hiperglucemia o bien la infeccion por alguno de los virus de la hepatitis Bo C y el
virus de la inmunodeficiencia humana (ViH) (Arredondo J.L., R. Figueroa. 2000).

Los trasplantes de érganos son el escenario propicio para el estudio de
los eventos infecciosos en pacientes con compromiso de la funcién inmune. En
ellos se desarrollé la “tabla de infeccién temporal’, en la cual se delined un
patrén tipico de infeccidn para cada etapa del periodo posterior al trasplante, de
tal manera que aunque en cualquier fase pueden ocurrir sindromes clinicos
como neumonias, infecciones del sistema nervioso central o fiebre de origen
desconocido, los agentes causales son diferentes en cada etapa (Arredondo
J.L., R. Figueroa. 2000).

Los problemas infecciosos que ocurren dentro del primer mes posterior
al trasplante son basicamente de tres tipos: a) la infeccidon que estaba presente
en el receptor antes del trasplante y que continda posteriormente, posiblemente
exacerbada por la inmunosupresién, b) la infeccién transmitida por el injerto
contaminado o por el empleo de hemoderivados contaminados e c) infecciones
bacterianas o micéticas asociadas con el proceso quirirgico o con la estancia
hospitalaria del paciente (infecciones de heridas, neumonias ¢ infecciones de los
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dispositivos intravasculares). Este tipo de infecciones conforma mas de 90% de
las infecciones que se presenta en este periodo. Las principales bacterias
causantes de infeccidon son S. aureus, Streptococcus Ssp. y Pseudomonas sp.
(Arredondo J.L.; R. Figueroa; 2000).

Las infecciones que ocurren entre el segundo y el sexto mes posterior al
trasplante, se pueden dividir en dos categorias: a) las debidas a defectos técnicos
residuales y b) las ocasionadas por virus que aceleran la respuesta inmune,
principalmente CMV, seguidas por infecciones debidas a patdégenos oportunistas
como Pneumocystis carinii, Listeria monocytogenes y Aspergillus fumigatus
(Arredondo J.L., R. Figueroa. 2000).

Los estafilococos son células esféricas, grampositivas, generalmente
agrupadas en racimos iregulares. Crecen con facilidad en diversos medios de
cultivo, y son metabdlicamente muy activos, fermentan muchos carbohidratos y
producen pigmentos que van desde el blanco al amarillo intenso. Los estafilococos
patbgenos generalmente son hemoliticos y coagulan el plasma; algunos son
miembros de la flora de la piel y mucosas del hombre, en tanto que otros provocan
supuraciones, formacion de abscesos, diversas interacciones pidgenas vy
septicemias de elevado indice de mortalidad. Estos microorganismos desarroilan
rapidamente cepas resistentes a la mayoria de los agentes antimicrobianos y
ocasionan por esta causa problemas de tratamiento de dificil solucion. Crecen en
condiciones de aerobiosis o de microaerofilia y se desarrollan mas rapidamente a
37° C. Las colonias en medios soélidos son redondas, lisas, elevadas, brillantes y
forman pigmento amarillo dorado intenso. Pueden producir enfermedad tanto por
su capacidad de multiplicarse y diseminarse ampliamente en los tejidos, como por
la produccidn de diversas substancias extracelulares. La mayoria de los
estafilococos patégenos para el hombre producen una sustancia proteica llamada
coagulasa, la cual se comporta como una enzima que coagula el plasma
oxalatado o citratado en presencia de un factor contenido en muchos sueros. El
factor del suero que reacciona con la coagulasa, genera tanto enterasa como una
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actividad de coagulacién, en forma similar a como se realiza la activacion de la
protombina a trombina. La coagulasa puede depositar fibrina en ia superficie de
los estafilococos, interfiriendo tal vez con su ingestion por las células fagocitarias o
con su destruccion una vez dentro de tales células. Alternativamente, la coagulasa
puede neutralizar un factor antiestafilocécico del plasma (Jawetz E., Melnick,
Adelberg E.. 1990).

La patogenicidad de una cepa de estafilococos es el resultado de factores y
toxinas extracelulares aunados a las propiedades invasivas de la cepa y abarca
una escala muy amplia. Las areas mas expuestas al peligro en los hospitales son
la sala de cunas y la sala de operaciones. La introducciéon masiva en estas salas,
de estafilococos patdégenos “epidémicos” puede producir enfermedades graves.
Los portadores entre el personal o los enfermos con lesiones estafilococicas
activas deben ser excluidos de estas areas. En la mayoria de los hospitales,
debido a que los antibidticos son extremadamente empleados, los estafilococos
que prevalecen son resistentes a las drogas antimicrobianas comunes (Arredondo
J.L., R. Figueroa. 2000).

En la actualidad, la creciente resistencia bacteriana a los antibidticos
descrita en todo el mundo representa una amenaza grave para la salud publica.
Al ritmo que ha crecido la resistencia en los ultimos 10 afos; la utilidad de los
antibidticos utilizados mas frecuentemente se ha reducido de manera drastica.
Actualmente los métodos de laboratorio permiten la prediccion de la resistencia a
antibidticos basandose en pruebas de susceptibilidad microbiana combinada con
la medicion de concentraciones séricas del farmaco. Lo mas importante para las
pruebas de susceptibilidad a antibidticos es la determinacién de la concentracion
minima inhibitoria (CMI), la cual se define como la concentracion mas baja del
antibidtico que inhibe el crecimientc bacteriano (Arredondo J.L., R. Figueroa.
2000).
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En la mayoria de las especies bacterianas, los mecanismos de
resistencia son multiples y representan la capacidad de los microorganismos de
sobrevivir en ambientes hostiles, a través de la adquisicion de caracteres
genéticos, cuyo origen puede ser la mutacién o la herencia y su funcion es la de
conferir proteccion a la bacteria contra el agente antimicrobiano. En la actualidad
se han descrito al menos ocho diferentes mecanismos de resistencia; sin
embargo, son cuatro los mas comunes: la inhibicion de los antibiéticos mediante
enzimas, aiteracién en las membranas bacterianas que dificultan la penetracion de
los antibidticos, la baja captacion del antibidtico mediante un sistema que
promueve la salida del antibidtico de la bacteria y la alteracién de los sitios blanco,
sobre todo a nivel ribosomal, lo cual impide la unidén del antibidtico a estos sitios
(Arredondo J.L.; R. Figueroa; 2000).

Una técnica relativamente reciente de medir la susceptibilidad a los
antimicrobianos es la del Etest® (AB, BioDisk, Solna, Sweden), que se parece al
método de difusion en agar, pero combina los principios de la prueba de difusion
con discos y de dilucién en tubo y que es aplicable a una amplia variedad de
microorganismos, incluyendo a muchas bacterias fastidiosas y anaerobios. La
prueba Etest® es muy similar a la de tos discos, su diferencia se basa en que a
lo largo de una tirilla el antibiético se encuentra en un gradiente de concentracion
lo cual nos ayuda a obtener la concentracidn minima inhibitoria (CMI), la cual se
puede encontrar determinando el iimite del halo de inhibicién alrededor de la
tirilla (Jawetz E., Melnick, Adelberg E.. 1990).



Nancy Gpe. Olguin Judrez Antecedentes

3.- ANTECEDENTES

[

La resistencia bacteriana es un tema muy importante en el estudio de los
antibiéticos, porque su comprobacién implica el fracaso de la terapéutica. El
aumento del uso de antibidticos desde la década de los 40°s se ha acompariado
del alza creciente en la resistencia, cuya principal causa es la destruccion del
antibiético por la bacteria responsable de la infeccion.

Aungue constantemente salen al mercado nuevos antimicrobianos para
combatir la resistencia, las bacterias han sido capaces de desarrollar defensas
mas efectivas contra los antibiéticos mas nuevos y poderosos. La produccion de
R-lactamasas es el medio mas importante de resistencia a los antibiéticos R-
lactamicos y, en la actualidad, hay varias clases de esta enzima de origen

bacteriano.

La meticilina se utiliza como una alternativa para matar a las cepas
productoras de B_Iactamasas; sin embargo luego de su introduccién en Europa
para el tratamiento de las infecciones producidas por S. aureus (SA),
rapidamente aparecié resistencia a la misma. Las cepas de S. aureus resistente
a la meticilina (MRSA) emergieron como patégenos nosocomiales cada vez mas
frecuentes. La meticilina bloquea l|la enzima bacteriana PBP [lamada
transpeptidasa, la cual cataliza normalmente el entrecruzamiento de moléculas
estructurales de la pared celular de la bacteria. El bloqueo de PBP con meticilina
debilita la pared celular, que en diltima instancia estalla, matando a la bacteria.

S. aureus resistente a la meticiina se dispersd, provocando
inconvenientes en los tratamientos médicos, dificultades en el manejo de los
pacientes infectados, confusidn entre las Enfermeras de Control de Infecciones
(ECI), e incertidumbre en el manejo de los recursos para los administradores de
los hospitales (Paniagua, M.1992).
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En los ultimos treinta afios se han documentado numerosas infecciones
causadas por este germen en Europa, Australia, Asia y EE.UU. En 1968 se
documentd el primer brote epidémico producido por MRSA en EE.UU, en un
hospital de la ciudad de Boston. Desde entonces, S. aureus ha sido considerado
un problema creciente en los centros de salud. Boyce (1991) efeciué una
encuesta a 257 epidemidlogos de hospitales de EE.UU., 246 (96%) habian
documentado pacientes con infecciones producidas por MRSA entre 1987 y 1989.

Durante la década de los 80s, los brotes de MRSA se incrementaron y
constituyeron un importante problema en muchos hospitales.
El C.D.C. (Centers for Disease Control) de EE.UU., a través del N.N.1.S. (National
Nosocomial Surveillance System), analizd los cambios ocurridos en Ios hospitales
de EE.UU. en un periodo de 17 afios (1975-1991), con relacion al porcentaje de
SA resistente a los antibidticos betalactamicos y su asociacidon con infecciones
nosocomiales. Luego de este analisis establecié que el porcentaje de MRSA de
estos hospitales se habia modificado de 2.4% en 1975 a 20% en 1991 (Paniagua,

M.1992).

En una investigacion realizada por Markham y cols (1994) se utilizé el
farmaco roxitromicina, que es un derivado de la eritromicina. La actividad de este
farmaco fue probada en Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Moraxella
catarrhalis, Micoplasma pneumoniae, Legionella pneumophilia y Chlamidia
trachomatis. Este farmaco se caracterizd por presentarse en altas concentraciones
en plasma, tejidos y liquidos corporales y tener una vida media aita, permitiendo
aumentar los intervalos de dosis. La roxitromicina provee una eficacia clinica en
las infecciones del aparato respiratorio alto y bajo, infecciones suaves de piel y
tejidos, infecciones urogenitales y orodentales, y aparenta ser mas efectiva
utilizando tratamientos con eritromicina, amoxicilina/acido clavulanico y cefaclor.
La droga prometia ser buena en infecciones oportunistas en pacientes

seropositivos.
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En este estudio epidemiolégico se analizaron 69 cepas, 46 de muestras
clinicas y 23 de origen diferente a éste. La medicién de la resistencia a los
antibidticos se realizd por la técnica de difusion en agar usando discos de papel
filtro. Se buscaron marcadores de resistencia a 20 antibidticos y se emplearon en
la caracterizacion de cepas de S. aureus (de origen clinico y otros). El grupo de
cepas de origen clinico presentd un numero mayor de marcadores, siendo las
caracteristicas de resistencia a la ampicilina y penicilina muy comun en éstas; asi
mismo, 12 cepas fueron productoras de la toxina exfoliativa, la cual causa el
Sindrome de piel escaldada estafilocOcica (SSSS: Staphylococcal Scalded Skin
Syndrome) que afecta preferentemente a recién nacidos y nifios menores de 5
anos, pero también puede presentarse en edades posteriores de |a infancia y en
adultos con patologia subyacente (insuficiencia renal, inmunodeficiencias y
enfermedades oncolégicas). Estas cepas fueron aisiadas del mismo nosocomio
como causa de un brote intrahospitalario de la infeccién y exhibieron perfiles de
resistencia diferentes. Se concluye que por medio de la deteccidon de marcadores
de resistencia es factible diferenciar la naturaleza de cepas de S. aureus de origen
clinico; aunque bara considerar la utilidad epidemioldgica del procedimiento se
requiere que las cepas en estudio presenten una resistencia a antibidticos que
vaya mas alla de los marcadores ampicilina y penicilina, ademas de que se debe
tener en cuenta que durante un brote intrahospitalario se puede dar el surgimiento
de patrones de resistencia diferentes entre cepas que tienen una estrecha relacion

epidemioldgica (Aparicio G. y col., 1994).

El Sistema Europeo de Vigilancia de la Resistencia a los Agentes
Antimicrobianos (European Antimicrobial Resistance Surveillance System; -
EARSS-), financiado por la Comunidad Europea, es una red compuesta por los
sistemas de vigilancia de cada pais cuyo objetivo es obtener datos de resistencia
comparables. En la actualidad, el EARSS vigila dos bacterias patbégenas:
Strepfococcus pneumoniae y S. aureus. Desde 1298 hasta la fecha, ha recibido
notificaciones de aislamientos de sangre de S. aureus de 18 paises. S. aureus es

un problema que se asocia principalmente a las estancias hospitalarias y, por

9



Nancy Gpe. Olguin Judrez Antecedentes

consiguiente, es muy importante que cada pais incluya una muestra
representativa de hospitales de distintos tamarios y funciones que abarque todas
las zonas geograficas. Se han dividido los servicios donde los pacientes son
hospitalizados en dos grupos: UC| de adultos o pediatrica y otros pabeilones como
medicina interna u obstetricia y ginecologia. Comparados con los enfermos del
segundo grupo, fos enfermos de la UCI presentan 2.3 veces mas probabilidades
de tener una cepa de S. aureus resistente a la meticilina. En un modelo
muitivariante, que incluye, edad (en cuatro grupos: 0-4, 5-14, 1564, >64 afos),
departamento del hospital y pais, la edad y el departamento del hospital se siguen
considerando predictores significativos. A diferencia de 8. pneumoniae, el riesgo
de aislar una cepa resistente a la meticilina a partir de un cultivo de S. aureus de
sangre aumenta con la edad. Segun el EARSS la proporcion de hospitales que
notificaron como minimo un MRSA aumentd del 40% entre enero y junio de 1999,
al 49% entre julio y diciembre del mismo afo, estabilizandose en un 47% entre
enero y junio de 2000. Una comparacion de la frecuencia de MRSA en distintos
paises europeos sugiere una mayor proporcion en la region sur de Europa.
(Buchholz, S.L.A M. Bronzwaer, 2001).

En un estudio efectuado en el Hospital de Caldas en Colombia (HC) en
1996 se usd como fuente el diario de microbiologia del laboratorio clinico. En este
libro se consignan desde agosto de 1992, tipo y fecha de muestra recolectada,
servicio de procedencia, nombre del paciente, germen o gérmenes aislados y su
sensibilidad o resistencia a los antibidticos estudiados. De este libro se tomd la
informacidén correspondiente a cultivos de enfermos hospitalizados, desde agosto
1 de 1992, a diciembre 31 de 1994. En total se analizaron 5,246 cultivos positivos,
de los que se aislaron 7,171 gérmenes a los que se realizaron 2,239

antibiogramas, utilizando 13,913 sensidiscos (Leon. J. E. 1996).

En forma global, 54.1% de los gérmenes de la UCI fueron resistentes a los
antibidticos, en comparacion con 31.5% en otros areas. Esta mayor resistencia a

los antibidticos, en la UCI, se observé durante los 3 afios del estudio. S. aureus
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presentd muy alta resistencia a penicilina G y ampicilina; alta, tanto para las
cefalosporinas de primera como de segunda generaciéon, a la eritromicina y la
oxacilina; media, para clindamicina, amoxacilina y flucloxacilina; y muy baja, para
vancomicina. La resistencia a la amoxacilina disminuyd considerablemente,
cuando ésta se mezcld con acido clavulinico. El estafilococo dnasa negativo
presentd un espectro semejante de resistencia al de S. aureus, salvo porque la
resistencia fue ligeramente menor para las cefalosporinas de primera generacion y
mayor para las de segunda generacién y para la flucloxacilina (Leon. J. E. 1996).

En una publicacién reciente del Centro de Control de Enfermedades de los
Estados Unidos, se exhorta al mundo médico a disminuir la prescripcion de
vancomicina como mecanismo de control de la resistencia bacteriana. Esto es
véalido para servicios donde la frecuencia de infecciones por Gram positivos lleva
al uso comun de vancomicina, mas no para hospitales como el de Caldas, donde
la vancomicina muy poco se prescribe y, por tanto, no hay asociaciéon entre la

resistencia y el empleo de este antibidtico (Leon. J. E. 1996).

No se ha encontrado ninguna referencia que explique la pobre correlacion
entre los estafilococos vancomicina-resistentes y el poco uso de este antibidtico.
En cambio si describe la literatura que desde antes de 1970 se descubrid que el
estafilococo meticilino-resistente podia estar presente en poblaciones donde el
antibiético nunca se habia usado. A este respecto Parker y Hewitt (1970),
plantearon que la exposicién previa a antibiéticos no era esencial para que el
estafilococo se tomase meticilino-resistente; Klimek y cols (1976) documentaron
varios casos de estafilococos meticilino-resistentes sin exposicién previa al

antibiético.

La identificacion, primero en Japén en 1996 y luego en otros paises de
MRSA de sensibilidad disminuida a la vancomicina (VISA) y de la primera cepa
con alto nivel de resistencia a la vancomicina (VRSA) en EE.UU en el 2002, nos

pone frente a la posibilidad de enfrentar en un futuro no muy lejano, infecciones
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por S. aureus resistentes a todos los antibidticos en uso (Velasquez, J., Lizaraso,
F. 2001).

En un estudio realizado en Perd, se analizaron en el laboratorio de
Microbiologia del Hospital Nacional Arzobispo Loayza (HNAL) un total de 609
cepas de S. aureus de muestras clinicas de los pacientes hospitalizados, entre el
1 de enero del 2000 y el 31 de diciembre del 2001. De estas cepas, 450 (74%)
presentaron resistencia a la meticilina y 150 (26%) fueron sensibles a este
antibiético. La mayor prevalencia de MRSA se observd en la Unidad de Cuidados
Intensivos (90%) seguida por los servicios de Cirugia General y Especialidades
(78%) y los servicios de Medicina Interna (65%). De las 450 cepas MRSA aisladas
en el laboratorio, 274 (61 %) fueron responsabiles de infecciones intrahospitalarias
y 11 (2,5%), de infecciones adquiridas en la comunidad. El estudio de los patrones
de resistencia a los antibidticos de las 274 cepas MRSA responsables de
Infecciones Intrahospitalarias (lIH) mostré que el 52 % de las mismas eran
sensibles a la rifampicina, el 15% al cloramfenicol y cotrimoxazol, el 6% a la
tetraciclina y el 4% a la ciprofloxacina, gentamicina, clindamicina y eritromicina. Al
aplicar los criterios del Comité del Antibiograma de la Sociedad Francesa de
Microbiologia (CA-SFM) a la lectura de los antibiogramas de S. aureus se

detectaron 32 cepas sospechosas de ser VISA (Velasquez, J., Lizaraso, F. 2001).

Solo las cepas que cumplian con dos criterios de la CA-SFM (diferencia
de diametros de inhibicién entre los glucopéptidos e imagenes de sinergia entre
estos antibidticos y el disco de oxacilina) y que provenian ambas de cultivos de
pacientes hospitalizados en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) (un cultivo de
catéter central y un hemocultivo) presentaron CMIs compatibles con una posible
heteroresistencia a la vancomicina (1ug/mL y 2ug/mL respectivamente). Las
cepas hetero-VRSA se definen como aquellas cepas de S. aureus que contienen
subpoblaciones de células hijas resistentes a la vancomicina pero cuya
concentracidon minima inhibitoria a este antibidtico es solo de 1 a 4 pg/mL. Al
aplicar a estas cepas el test para la deteccién de hetero-VRSA ninguna de las dos
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presenté crecimiento a la concentracion de 4ug/mL, lo que descarta la presencia
de una subpoblacién bacteriana resistente a la vancomicina. La vancomicina ha
sido en las ultimas cuatro décadas un antibidtico confiable en el tratamiento de
infecciones debidas a bacterias grampositivas multiresistentes. El explosivo
aumento de la prevalencia de MRSA y de enteroccocos resistentes a la ampicilina
nos ha hecho adn mas dependientes de este antibiético. Su uso sin embargo no
carece de riesgos, la aparicion de cepas de S. aureus de sensibilidad disminuida o
resistentes a la vancomicina en diversos paises y de Enferococcus resistentes a
los glucopéptidos nos obliga a buscar alternativas terapéuticas. Nuevos
antibidticos como linezolid y quinupristin/dalfopristin, con una excelente actividad
sobre los MRSA y VRSA pueden ayudarnos a romper el peligrecso monopolio del
uso de vancomicina e incluso en constituirse como las Unicas alternativas

terapéuticas (Velasquez, J., Lizaraso, F. 2001).

En Cuba se produjeron por primera vez discos impregnados con
antibidticos para pruebas de sensibilidad in vitro. Estos correspondieron a
ceftriaxone, cefotaxima, cefazolina, cefuroxima, ceftazidima, -ciprofioxacina,
vancomicina y oxacillin. Su valoracién comprendidé la actividad in vifro de los
discos, asi como la determinacién del grado de estabilidad de éstos. Se utilizaron
911 cepas bacterianas, incluidas bacterias gram negativas y gram positivas
aisladas de pacientes hospitalizados. Se determindé que la ciprofloxacina fue el
antibiético mas efectivo de todos. De forma global los antibidticos que se probaron
tuvieron muy buena actividad inhibitoria frente a bacterias gram positivas y en
menor grado frente a gramnegativas. Se compararon los resultados usando discos
de produccién nacional de 4 antibidticos y sus similares de produccién extranjera.
El ceftriaxone y la cefotaxima nacionales alcanzaron mejores resultados, con
oxacillin los resultados fueron idénticos en ambos y sélo con ciprofloxacina los
discos nacionales tuvieron resultados ligeramente inferiores. Se comprobd que los

discos mantuvieron su potencia a lo largo del estudio y no sufrieron alteraciones

en su estado fisico (Nodarse, 1998).
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En un estudio realizado por la Universidad de Puerto Rico se probd la
susceptibilidad antimicrobiana in vifro de diferentes bacterias gram positivas
implicadas en infecciones intrahospitalarias, que fueron S. aureus, S. pneumoniae,
E. faecalis y E. faecium. Se evaluaron diferentes farmacos comunmente utilizados
y tres nuevos antibidticos: linezolid, quinopristin/dalfopristin y gemifloxacina. Se
utilizaron los métodos de difusidon en con agar empleando discos y la técnica
Etest. Se analizaron 213 cepas de S. aureus, 38 de S. pneumoniae, 162 de E.
faecalis y 16 de E. faecium. Los resultados en este estudio fueron los siguientes:
el 100% de los aislados de S. aureus fue susceptible a vancomicina, linezolid y
ginupristinfdalfopristin, el 93% fue susceptible a la gemifloxacina (Rodriguez J.L;

Vazquez G.J. 2001).

En el hospital Women’s and Children’s en Australia se realizdé un estudio
en el cual se evalud la actividad in vitro del linezolid en contra de diferentes
microorganismos gram positivos colectados en la region del Pacifico oeste. Se
utilizaron cepas procedentes de 18 diferentes laboratorios de 6 paises en dicha
regién. Se examihé la susceptibilidad de 2143 aislados de S. aureus,
Enterococcus, S. aureus coagulasa negativo y S. pneumoniae al linezolid. Se
utilizo la técnica Etest asi como también la técnica de difusién en agar empleando
discos. Los resultados obtenidos en este estudio fueron que el rango de CMI para
linezolid contra S. aureus mediante Ia técnica de difusién en agar fue de 1-4 mg/L,
de 0.5-4 mg/L para S. aureus coagulasa negativo, 0.5-4 mg/L para Enterococcus y
0.12-2 para S. pneumoniae mediante la misma técnica. Para Streptococcus el
rango de MIC fue de 0.25-2 mg/L y se utilizd la técnica Etest (Bell J. M., Turnidge
J.D., Ballow C H.).

La prevalencia en la resistencia a los antibioticos de varias bacterias gram
positivas se estudié durante 8 meses en Londres Inglaterra en 1999. Un total de
3770 aislados procedentes de 25 hospitales se analizaron usando ia técnica Etest;
estaj;,acterias comprendieron 1000 neumaoacocos, 1005 S. aureus, 769 S. aureus

cosgllasa negativo y 996 Enterococcus. Los niveles de resistencia a meticilina en

14



Nancy Gpe. Olguin Judrez Antecedentes

S. aureus y en S. aureus coagulasa negativo fueron de 19.2% y 38.9%
respectivamente. No se observod resistencia a glicopéptidos en S. aureus, pero en
S. aureus coagulasa negativo se obtuvo un 6.5% de resistencia a teicoplanina y
un 0.5% a vancomicina. La resistencia a vancomicina fue mas frecuente en
E. faecium (24.1%) que en E. faecalis (0.5%). En neumococos la resistencia a
penicilina fue de un 8.9%. Todos los organismos que se investigaron fueron
susceptibles a linezolid con CMI en un rango de 0.12-4 mg/L. La media de CMI
para linezolid fue de 1mg/L en S. aureus coagulasa negativo y neumococos, y de
2mg/L para S. aureus y Enterococcus. La conclusién en esta investigacion fue que
linezolid resulté ser el antibidtico mas potente de los farmacos analizados en
contra de bacterias gram positivas y puede ser una opcién muy valiosa para la
eliminacion de infecciones causadas por estas bacterias (Henwood; C.J., D.M.,
Livermore, A.P., James.2000).

Un total de 200 laboratorios de centros médicos en Estados Unidos y
Canada contribuyeron en el analisis de quinupristin/dalfopristin, una combinacién
de estreptograminés, en contra de 28,029 cocos gram positivos. Se utilizaron
diferentes métodos para la realizacion de este estudio, estos fueron: difusion en
agar utilizando discos, microdilucion en tubo y la técnica E-test. La CMI de
qinupristin/dalfopristin para S. aureus susceptible a oxacilina fue de 0.5 ug/mL y
de 1ug/mL para S. aureus resistente a oxacilina. E. faecium resistente a
vancomicina tuvo una CMI para ginupristin/dalfopristin de 1ug/mL y solo un 0.2%
de los aislados fue resistente. Otras especies de Enterococcus que se analizaron,
no resultaron susceptibles a este antibidtico, pero fueron inhibidas en su mayoria
por la ampicilina (85%) teniendo como CMI 1ug/mL, y también por la vancomicina
siendo el 88% de los aislados susceptibles a dicho medicamento con una CMI de
1ug/mL. La CMI de qinupristin/dalfopristin para S. pneumoniae fue de 0.75ug/mL.
Los resuitados de esta investigacién también demostraron que al analizar 5
regiones de Estados Unidos y Canada, en la regidn oeste se tuvieron niveles mas
bajos de susceptibilidad a ginupristin/dalfopristin en E. faecium. Las cepas

procedentes de Canada generaimente fueron mas susceptibles a todas las drogas

15



Nancy Gpe. Olguin Judrez Antecedentes

que se probaron con excepcion del cloramfenicol que se utilizé con E. faecalis. Se
llegd a la conclusion de que qinupristin/dalfopristin resultd ser un antibidtico activo
(290% susceptible) contra varios cocos gram positivos en Norte América (Jones;
R.N,, C.H.; Ballow, D.J.; Biedenbach, J.A.; Deinhart. 2001).
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Antibiéticos utilizados

Los mecanismos de accién de los farmacos mas utilizados y con mayor

actividad sobre los cocos gram positivos se observan a continuacion:

Ampicilina.- Inhibe la sintesis de la pared celular en su titima fase
interfiriendo la transpeptidacién. Son analogos estructurales de la D-alanii-D-
alanina y por ello se considera que este farmaco se une a las transpeptidasas a

las que inactiva irreversiblemente.

CH=~CO=~NH S\ /CH:
I
b Y
COOH

- Figura 1. Estructura quimica de la ampicilina.

Gentamicina.- Actua uniéndose especificamente y de forma irreversible
a un receptor proteico de la subunidad 308 de los ribosomas. Esta union causa,
por un iado, el bloqueo de la actividad normal del complejo de iniciacién, con lo
que se detiene la sintesis proteica y, por otro, distorsiona el codon del locus A,
provocando la incorporacion de un amincoacido distinto al codificado. De esta
manera se forman proteinas andmalas.

Figura 2. Estructura quimica de la gentamicina
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Ceftriaxone.- Las cefalosporinas de primera generaciéon son activas
contra especies de Staphylococcus meticilinosensibles. Se les emplea como
alternativa de la oxacilina o la nafcilina (penicilinas resistentes a penicilinasa).
Staphylococcus spp. meticilinoresistente también es resistente a las
cefalosporinas. La cefalosporina de tercera generaciéon (ceftriaxone) es Util en la
practica para ftratar enfermedades infecciosas de bajo riesgo.
También se indica ceftriaxone cuando se sospecha de enfermedades
infecciosas por algun bacilo gram negativo sensible aislado de hemocultivos.
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Figura 3. Estructura quimica del ceftriaxone.
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Vancomicina.- Es la droga de eleccidon para tratar infecciones severas
por Staphylococcus spp. meticilino-resistente, incluyendo: neumonia, empiema,
endocarditis, osteomielitis y abscesos de partes blandas. También es de
eleccidon en infecciones severas por cepas de Staphylococcus meticilino-
sensibles en enfermos alérgicos a los betalactamicos. Pero la vancomicina es
menos eficaz que la penicilina penicilinasa-resistente para tratar endocarditis

infecciosa estafilicoccica cuando la cepa es meticilino-sensible.

Este antimicrobiano es Uutil para iniciar un tratamiento empirico de
infecciones relacionadas con material extrafio, tales como catéteres de
alimentacién parenteral y dialisis peritoneal, valvulas cardiacas y derivaciones
ventriculo-peritoneales, donde es posible que el gérmen responsable sea
Staphylococcus meticilinoresistente. Es también eficaz cuando hay infeccion
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estafilococcica localizada o diseminada vinculada a fistulas arterio-venosas en

pacientes con insuficiencia renal crénica (IRC) en hemodialisis.

Figura 4. Estructura quimica de la vancomicina.

Linezolid.- El mecanismo de accién de linezolid es la inhibiciéon de la
sintesis de proteinas en su primera etapa. Se postula que su unién a la fraccion
ribosomal 50 S distorsiona los sitios de anclaje entre el ARN ribosomal y ARN de
transferencia, con lo cual se impediria la formacién del complejo funcional
primario necesario para dar inicio a la sintesis proteica. Este mecanismo de
acciéon es exclusivo de las oxazolidinonas, de manera que linezolid no presenta
resistencia cruzada con otros antimicrobianos que también inhiben la sintesis
proteica uniéndose a la fraccidn ribosomal 50 § (como cloranfenicol o linco-
micina), ya que estos ultimos actuan inhibiendo la dltima etapa del proceso, el
alargamiento de la cadena polipeptidica. Linezolid es un antimicrobiano
bacteriostatico, pero frente a algunas cepas de Strepfococcus pneumoniae,
Clostridium perfringens y Streptococcus pyogenes puede ser bactericida. Su
espectro de actividad esta dirigido fundamentalmente hacia bacterias gram
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positivas, incluyendo MRSA, Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium
resistentes a vancomicina, S. pneumoniae, S. pyogenes y anaerobios como
Clostridium spp, Peptostreptococcus y Prevotella.
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Figura 5. Estructura quimica del linezolid.

Qinupristin/dalfopristin.- Es una de las nuevas drogas, es activo contra

S. aureus incluyendo cepas resistentes a la meticilina, también contra E. faecium
mas no contra E. faecalis sin embargo estudios recientes en hospitales
espanoles ya reportan la presencia de E. faecium con creciente resistencia a

este antibiotico. -

Figura 6 .Estructura quimica del
ginupristin
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|L4.- IMPORTANCIA E

La frecuencia de cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistente
(MRSA) en los hospitales generales ha aumentado del 8% en 1986 a mas del
40% en el 2003. S. aureus es la causa mas frecuente de infecciones de heridas,
de piel y de tejidos laxos, asi como de bacteremias y es la segunda causa de
neumonia nosocomial. Esta especie bacteriana se ha diseminado desde los
grandes hospitales de tercer nivel, hasta clinicas pequefas, donde la resistencia
es de cerca del 20%. Este MRSA es resistente a la mayoria de los farmacos
antiestafilococicos con excepcibn de la vancomicina en la cual se esta
observando un aumento gradual de resistencia en los ultimos arios.

Por tal motivo es sumamente importante el determinar la presencia de
estos microorganismos en los pacientes inmunosuprimidos y asi mismo
proponer otros antibidticos que puedan ser de ayuda para eliminar las

bacteremias causadas por S. aureus existentes en los hospitales.
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5.- OBJETIVOS

[

v" Determinar la presencia de S. aureus en sangre de pacientes
inmunosuprimidos mediante el cultivo y la identificacién bioquimica.

v Determinar la resistencia y la CMI de S. aureus a la ampicilina,

ceftriaxone, gentamicina, linezolid, qinupristin/dalfopristin y vancomicina
mediante la técnica E-test® (AB, Biodisk, Solna, Sweden).
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6.- HIPOTESIS

[

v' 8. aureus es un patégeno comuin en sangre de pacientes inmunosuprimidos.

v' 8. aureus presenta resistencia a farmacos utilizados cominmente pero
existen nuevos antibioticos que son activos contra dicho patégeno.
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[z-#erocorocu |

a) Origen de la Muestra

Las muestras de sangre para hemocultivo se obtuvieron de pacientes
inmunosuprimidos con fiebre mayor de 38°C o hipotermia menor de 36°C y
leucocitosis de mas de 10,000 leucocitos por mm?® y antes de la administracién
de cualquier terapia antimicrobiana. Estos pacientes se encontraban internados
en el Hospital Regional de Especialidades No. 25 (HRE) del IMSS.

b) Toma de muestra

1) Antes de tomar la muestra de sangre del paciente, |la piel se desinfecto
frotando en circulos concéntricos el sitio de puncién con una torunda
impregnada de alcohol at 70% durante 30 seg., cubriendo un area de 5
cm de diametro alrededor de !a puncién.

2) Se tomaron dos muestras de sangre, aproximadamente 8 a 10 mL a
intervalos aleatorios de 30 a 60 minutos durante un periodo de 24 horas.
Cada una de las muestras de sangre se obtuvo de venopunciones
diferentes, una de cada brazo, mediante una jeringa estéril.

3) Se distribuyd la sangre en dos viales para
hemocultivo los cuales se incubaron a 37°
C de 5 a 7 dias en el sistema BACTEC.
Cada frasco contiene un sensor quimico
que puede detectar el CO; producido por el
crecimiento de  microorganismos  al

metabolizar los sustratos presentes en el

frasco, entre los cuales se encuentran la

Figura 8. Frascos para
24 hemocultivo BACTEC.
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sacarosa, fructosa, dextrosa, caldo de soya y caseina, entre otros. Cada
10 min el instrumento verifica el aumento de la fluorescencia del sensor,

la que se relaciona con la cantidad de CO, presente. Se incubaron los
viales a 37° C de § a 7 dias en el sistema BACTEC.

Figura 9. Sistema BACTEC.

c) Aislamiento e identificacién

Los medios que presentaron crecimiento se resembraron para aislar la
bacteria. Con una jeringa estéril se tomé aproximadamente 0.5 mL del cultivo, se
inocularon por estria cruzada en agar sangre y se incubaron por 48 h a 37° C.

Figura 10. inoculacién en agar sangre. Figura 11. Crecimiento en
agar sangre a las 48 h.
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Una vez aislado el microorganismo se procedi® a su identificacion,
mediante pruebas biogquimicas convencionales y el sistema Vitek® (Biomerieux,
inc., Hazelwood, Mo.), ademas de ia prueba de la coaguiasa.

Figura 12. Equipo Vitek Figura 13. Pruebas bioquimicas
convencionales

d) Pruebas de susceptibilidad

La metodologia usada para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
se basé en fas normas del National Comittee for Clinical Laboratory Standars
(NCCLS).

s Preparacion de las placas para las pruebas de susceptibilidad.

Se prepararon placas de vidrio de 150 mm de
diametro con agar Mueller-Hinton adicionado de 2% de
NaCl a pH 7.2-7.4 fundido y atemperado a 50-55°C en
placas estériles de modo que se obtuvo una capa de 3-5
mm de alto.

Figura 14. Preparacién de placas
para antibiogramas.
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¢ Preparacién del inéculo

Metodologia

Se tomaron de 3 a 5 colonias del cultivo en agar sangre con un crecimiento

no mayor a 48 h, con un asa estéril y con ellas se hizo una suspension en un

tubo con 5 mL de solucidn salina estéril al 0.85%, ajustando la densidad 6ptica al

tubo 0.5 de la escala de McFarland en un espectrofotometro (Turmner
spectrophotometer Sp 830) a una longitud de onda de 625 nm. Esta equivale a

una absorbancia entre 0.08C y 0.1.

e Siembra del in6culo

Se humedecid un hisopo estérii en el tubo con la
suspension bacteriana ajustada al 0.5 de McFarland, se
removid el exceso de liquido y se extendié ei indculo
sobre la superficie de una placa de agar Muelle Hinton

en tres direcciones. Se dejé secar el indculo por 10 a 15

minutos.

o Aplicacion de las tirillas

El paquete epsilometer test (Etest®, AB
BioDisk, Solna, Sweden) conservado a -20° C se dejo
atemperar por 30 minutos y después se abrié en un
extremo con tijeras desinfectadas con alcohol. Se tomé
una tirilla con unas pinzas estériles (area marcada E) y
se colocd cobre la caja de Petri con agar Mueller-
Hinton inoculada con el microorganismo segun el
molde proporcionado por el distribuidor, esta caja se
incubd 24 ha 37° C.

27

Figura 15. Inoculacion de las
placas con la suspensiéon
bacteriana de S. aureus.

Figura 16. Colocacion de las tirillas
con los diferentes antibioticos.
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¢ Medidas de las zonas de inhibicion

La lectura se hizo a simple vista, tomando como CMI, la concentracién en el

limite del halo de inhibicion.

Figura 17. Determinacion de la CMI mediante Etest.
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8.- RESULTADOS |

Resuftados

Se aislaron 100 cepas de S. aureus de muestras de sangre de pacientes

inmunosuprimidos. Los resultados de las pruebas de susceptibilidad a 6
antibidticos mediante la técnica Etest (AB, Biodisk, Solna, Sweden) se
analizaron de acuerdo a los parametros establecidos por el National Committee

for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (tabla 1).

Antibiéticos ‘ Rangos de CMI (ug/mL) para S. aureus

i

H
¢ b

|

|

1

{"Susceptible | Intermedia |

Resistente

~ Ampicitina (AM) | s16 | - [

232

Ceftriaxone (TX) =16 -

" Gentamicina (GM)

T Linezoid (L2) 3 [ -

QI r‘nupristinIDa!fopriéti.ﬁ‘ |
__ (RP)

>1

3 H

| Vancomicina (VA) [ =4 |

Tabla 1. Rangos de CMI (ug/mlL) para S. aureus de acuerdo a NCCLS.
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Los resultados de las pruebas realizadas en cepas aisladas de pacientes
del HRE se presentan a continuacion (tabla 2).

Tabla 2. Resultados globales de la CMI de 6 antibiéticos en 100 cepas de
S. aureus aisladas de pacientes hospitalizados en el HRE #25 (2003).

Muestras } CMi (ug/mL) !
'AM P TX [ GM | VA ~ RP Lz |
1 | 64 | >256 [ 0125 | 92 ¢+ 15 | 15
s I 24 | >26 | 019 | 15 | 025 | 0.38
3 I »>256 | >26 | 016 | 15 , 0258 | 10
"4 [ >256 | 8 | "0s0 [ 128 [ 038 = 2 {
5 | 24 7 >288 | 025 | 2 [ 10 = 2
6 i a8 | >256 | >1024 | 286 | 1.0 1.0
7 [ 24 [ >256 | >1024 | 64 [ »32 | >258
'8 ! 16 [ >256 | 0125 | 4 | 050 | 075
9 12 [ 288 | 028 = 2 [ 038 | 10 |
10 "1 | =>25 @ 0125 | 2 050 | 075 |
11 [ a8 i >256 . >1024 | 15 | 050 | 1.0
12 [ >25 | 8 050 ' 92 | os0 | 2 |
13 24 T 5288 [ 016 | 6 | 016 | 15 |
1 14 [ 24 >256 | >1024 | 050 | 050 | 075
™5 48 7 3266 | 0425 27 [ 038 | 025 |
16 " 48 | >256 | 016 | 2 | 038 | 075 |
17 T 24 7 >26 | o016 [ 15 [ 075 | 10 |
18 10 | 8 | o050 | 32 I 038 | 10 |
{19 " o055 | 8 [ 019 | 2 [ 038 T 15
20 | 24 | >286 [ 025 [ 4 | 075 ;| 050 |
‘21 | 24 | »>286 | 025 | 3 i 050 | 050
22 33 T s2s6 [ 0064 [ 3 075 [ 10
" 23 | 192 | »>256 ' 128 | 6 i 050 . 075
24 82 [ »286 | 025 | 15 [ 075 [ 10 |
125 | 4 [ >256 T 025 | 2 I 10 | 10
i 26 [ 4 , >286 ' 038 | 15 T 075 = 10
27 [ 32 1 >258 | 025 | 2 7050 | 075 |
r28 [ 32 7 >2%8 025 | 4 i 050 [ 075 |
"29 | 4 8 T 038 | 2 | 050 | 10 ,
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Resultados

Continuacion

Muestras CMI (ng/mL)

30 | 32 T 256 | 016 = 4 0.75 1
31 | 24 T>256 | 018 | 2 i 075 1
32 32 [ >256 | 025 2 © 075 0.75
33 [ 32 [ >256 | 016 | 4 10 | 075
34 T 24 | >258 025 4 10 ;10
35 24 " >258 | 025 i 4 | 075 | 075
36 24 >256 | 0.25 3 050 . 050
a7 32 [ >256 | 0186 | 4 Y050 15
38 48 >256 |, 018 = 2 1.0 T 10
39 18 [ 256 = 025 ' 2 0.75 0.75
40 [ 16 >256 0.16 6 715 | 10
41 16 >256 | 025 2 " 075 0.75
42 32 >256 016 | 2 075 . 075
43 [ 32 >256 | 019 4 {10 | 075
44 16 >256 | 025 | 2 7075 | 075
45 T 24 [ >286 | 019 | 2 0.75 0.75
46 [ 24 >256 | 016 ' 2 075 | 10
47 | 186 - >256 0.16 >256 >32 >258
48 32 | =256 [ 025 3 075 | 10
49 48 ~ >256 | 025 | 3 10 075
"50 32 i >266 | 0094 2 { 075 | 075
51 64 | >256 0125 T 92 F s 1.5
52 24 286 ' 019 15 { 025 7 038
53 [>266 | >266 | 016 | 15 025 | 1.0
54 [~ >258 | 8 | 0.50 128 038 | 2
55 [ 24 [ >256 025 | 2 10 2
56 48 >256 | >1024 ' >286 = 10 1.0
57 24 - >256 >1024 : 64 t »32 . >258
58 18 T >256 ' 0.125 4 050 [ 075
59 T2 [ >258 025 | 2 i~ 038 | 10
60 16 T >256 0.125 2 © 050 = 075
61 48 [ >256 | >1024 | 1.5 050 | 10
62 T 5286 8 | 050 92 050 | 2
63 24  >256 016 | 6 018 ' 15
64 T 24 >256 >1024 050 @ 05 | 075
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Resultados

Continuacién
. Muestras | CMI (ug/mL)
65 {48 | >2686 | 0.125 2 " 038 | 025
66 [ 48 1 5286 [ 016 | 2 038 | 075
67 24 | >286 | 016 15 | 075 | 10 |
68 . 10 8 i 050 | 32 038 [ 10 |
‘69 I 05 8 i 019 ! 2 038 [ 15
.70 24 { 288 | 025 | 4 075 [ 050
71 24 | >286 | 025 | 3 | 05 | 050
72 |32 | »>256 | 0084 | 3 075 T 10
, 73 M e2 7 >286 [ 128 | & [ 05 [ 075
74 M 32 | >286 | 025 | 15 | o7 | 10 |
75 4 M >286 [ 025 | 2 10 [ 10 |
76 | 4 [ >256 | 038 + 15 [ 075 10
77 32, 2% , 025 T 27 [ 05 { 075 |
78 M 32 | 286 | 025 . 4 | 050 1 075 |
. 79 g 4 | 8 | 0.38 | 2 [ 05 | 10 |
80 P 32 | >286 | 016 | 4 | 075 | 1 |
‘81 I 24 T 3286 | 016 | 2 o751 1 E
82 T 32 [ 286 | 025 1 2 T075 ] 075 |
83 T3z [7>256 | 0.16 4 90 [ o075 |
84 [ 24 [ >286 | 025 ' 4 . 10 7 10
"85 I 24 [ >286 ; 0.25 4 I 075 | 075
" 86 | 24 | >288 + 026 | 3 050 | 050
87 32 | 25 | 0186 | 4 080 [ 15 |
88 . 48 | 286 ' 0.16 2 10 | 10
89 18 " >288 | 0256 | 2 075 | 075
| 90 i 16 | >256 | 0.%6 ' B ™5 7 10
T91 (16 [T>256 | 025 2 075 | 075
.92 32 | >256 | 016 | 2 075 | 075 i
93 {32 286 [ 019 T 4 1.0 075 |
94 [ 16 " >286 [ 0258 | 2 075 | 075
95 { 24 [ 286 [ 019 . 2 {075 [ o078
96 24 [ >256 | o016 | 2 075 | 10
97 16 7 >288 | 0.8 [ 286 |, =32 | >256
98 T 32 258 025 , 3 075 | 10
"99 i 48 " >256 | 025 = 3 710 T 075
~100 |32 >256 0.094 2 075 | 075
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Pudimos observar que en el caso de la ampicilina la cual es uno de los
antibidticos que mas se utilizan en la actualidad se presentd una resistencia de
un 48%. También se observd que el 24% de las cepas presentd una
susceptibilidad intermedia y tan solo un 28% resulté susceptible (grafica 1).

24%

48%

@ Susceptiblem Intermedia O Resistente

Grafica 1. Porcentaje de cepas de S. aureus resistente a la ampicilina.

De las 100 cepas de S. aureus que se analizaron solo el 10% resultd ser
susceptible al ceftriaxone y un 90% presentd resistencia a este antibidtico
(grafica 2).

10%

90%

@ Resistente m Susceptible

Grafica 2. Porcentaje de cepas de S. aureus resistente al ceftriaxone.
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Solo el 4% de las cepas de S. aureus fue resistente al linezolid. El 16%
presentd una susceptibilidad intermedia y el 80% fue susceptible a este
antibidtico (grafica 3).

16%

@ Susceptible @ Intermedia O Resistente

Grafica 3. Porcentaje de cepas de S. aureus resistente al linezolid.

El 90% de las cepas fue susceptible a la gentamicina y tan soio un 10%
de ellas presentd resistencia (grafica 4).

90%

@ Susceptible m Resistente

Gréfica 4. Porcentaje de cepas de S. aureus resistente a la gentamicina.
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El 6% de las cepas de S. aureus resultd completamente susceptible al
ginupristin/dalfopristin, el 72% presentd susceptibilidad intermedia y el 22% fue
resistente a dicho farmaco (grafica 5).

6%

22%

72%

@ Susceptible m Intermedia O Resistente

Grafica 5. Porcentaje de cepas de S. aureus resistente al ginupristin/dalfopristin.

La vancomicina es un antibiético que se utiliza en ia actualidad en contra
de S. aureus, éste presentd un 80% de susceptibilidad, un 6% presentd
susceptibilidad intermedia y el 14% fue resistente (gréafica 6).

14%

@ Susceptible m Intermedia O Resistente

Griéfica 6. Porcentaje de cepas de S. aureus resistente a la vancomicina.
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Los resultados globales son los siguientes:

Resuftados

Antibitticos

e et

§ Porcentaje de cepas de S. aureus
:_"Suscepubles I Susceriﬁi)_lildad T Resistentes
! ‘ termedia |
| Tmtemmedim (%)
" Ampiciina___| 24 8 [ 4@
, Ceftriaxone | 10 A - i; 90
T Gentamicina |90 | P 10
Linezoid | =~ 80 | % i 4
:anupnstmlDalfopnstln i 6 i 72 [ 22
| Vancomicina | 90 | 6 14

Tabla 3. Porcentaje de resistencia de S. aureus a 6 antimicrobianos.

Figura 18. Antibiogramas que se realizaron a S. aureus
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9. - DISCUSION

|

Un gran potencial genético para desarrollar resistencia a los antibiéticos,
sumado a una variedad de mecanismos de virulencia y la habilidad para persistir
en el medio ambiente ha tornado a S. aureus en un patégeno humano eficaz.
Este microorganismo se ha convertido en una causa mayor de infecciones
nosocomiales y ha podido establecerse en hospitales de todo tamaiio y nivel de
complejidad (Velasquez, J., Lizaraso, F. 2001). Es por esto que nuestra
investigacion se basé en tratar de detectar la presencia de este microorganismo
en sangre de pacientes inmunosuprimidos, y probar nuevos antibidticos que
sean utiles para eliminar cepas con resistencia a los farmacos convencionales
en pacientes en los que bacterias como S. aureus causan grandes dafios y

pérdidas desde monetarias hasta humanas.

El uso indiscriminado de una gran variedad de antibioticos en anos
recientes ha pro_vocado que la gran mayoria de los microorganismos se hagan
resistentes a ellos. S. aureus y algunos enterococos no son la excepcién, ya que
se ha observado un explosivo aumento en la prevalencia de MRSA y de
enterococos resistentes a la ampicilina. Las investigaciones mas recientes se
enfocan a tratar de encontrar farmacos que ayuden a eliminar este tipo de
microorganismos, uno de los cuales es la vancomicina a la que también se ha
observado un aumento en la resistencia. En un estudio realizado en el 2001 por
Rodriguez y cols, el 100% de los aislados de S. aureus fue susceptible a
vancomicing; sin embargo en nuestra investigacion un 14% de las cepas
presentd una resistencia compieta, el 6% susceptibilidad intermedia y el 80% fue
completamente susceptible. Esto nos indica que al paso de los afios S. aureus
también ha ido disminuyendo la susceptibilidad a la vancomicina, ya que
recientemente el porcentaje de resistencia de S. aureus para la vancomicina se

estimdé en un 7 a 9%.
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La ampicilina es uno de los antibidticos de amplio espectro que mas se
utiliza y es por eso que se explica el gran nimero de organismos resistentes. S.
aureus no es la excepcion, por el contrario su resistencia ha ido en aumento
debido al suministro indiscriminado de dicho farmaco a los pacientes. En la
literatura se reporta un 40% de resistencia, a diferencia, en esta investigacion
que se obtuvo un 48%, un 24% de susceptibilidad intermedia y tan solo un 28%
de susceptibilidad. Al determinar la CMI de la ampicilina para S. aureus se pudo
observar en 8 cepas un efecto que solo se repitié en la gentamicina, en el cual
dentro del halo de inhibicién se podian observar colonias un poco mas pequefias
que las normales, de acuerdo a lo que menciona la literatura esto indica que
dentro de una misma cepa de S. aureus existen microorganismos que son aun
mas resistentes al mismo antibiético Lo anterior nos proporciona un panorama
de lo que ocasiona el suministro incontrolado de farmacos en todo tipo de
pacientes principalmente en los inmunosuprimidos, los cuales son sumamente
afectados por estos microorganismos oportunistas y multiresistentes.

Actualmente se utiliza un antibidtico relativamente nuevo en el mercado:
el linezolid, el cual es muy efectivo contra cocos gram positivos como lo es S.
aureus. La gran mayoria de las investigaciones efectuadas nos indican que el
linezolid es la solucidon para erradicar los microorganismos oportunistas que
tanto estan afectando a los nosocomios. Como lo indican Rodriguez y cols
(2001), el 100% de las cepas que analizaron resultaron ser susceptibles a este
antibiético. Asi mismo Henwood y cols (2000) observaron que todas las cepas
que elios estudiaron estuvieron en un rango de CMI correspondiente a 0.12-4
mg/L, lo cual nos indica que fueron completamente susceptibles a linezolid. En
nuestra investigacibn también se observé que este farmaco presentd gran
efectividad en contra de S. aureus ya que el 80% de las cepas que se analizaron
fue susceptible, sin embargo también se pudo observar que el 16% tuvieron una

susceptibilidad intermedia y el 4% presentd resistencia.
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Casi al mismo tiempo en que el linezolid salid al mercado, un nuevo
antibidtico empezd a ser utilizado en los nosocomios con el fin de erradicar a
bacterias gram positivas; este es el qginupristin/datfopristin, el cual consiste en
una mezcla de dos antibidticos que por si solos son bacteriostaticos pero cuando
son combinados en un solo farmaco resultan ser bactericidas y gue pertenecen
a las estreptograminas. A partir de las primeras aplicaciones de este antibidtico
se observd que tenia un muy buen efecto en contra de organismos como
S. aureus. Asi lo indica Jones y cols (2001), quien observé una susceptibilidad
de 90% de S. aureus a dicho farmaco. Sin embargo esto contrasta con nuestros
resultados en los cuales se comprobé que el 22% de las cepas fueron
resistentes, el 72% tuvieron una susceptibilidad intermedia y tan solo un 6% fue
completamente susceptible. Esto nos puede demostrar que en tan solo unos
anos y debido al mal uso de los antibidticos la resistencia antimicrobiana se

incrementd considerablemente.

El antibiético conocido como ceftriaxone es una cefalosporina de tercera
generacion el cual esta reportado en la literatura como eficaz contra especies de
Streptococcus. Los resultados que se abtuvieron en nuestra investigacion
indican que este farmaco no dié resultados satisfactorios contra S. aureus, ya

que el 90% de las cepas fueron resistentes y tan solo un 10% fue susceptible.

La resistencia antimicrobiana es una de las mas grandes
preocupaciones que aguejan en la actualidad a los nosocomios cuyos pacientes
sufren de bacteremias causadas principalmente por organismos patégenos
oportunistas. Diversos reportes indican que la gentamicina es un antibiético que
hasta hace algunos afios era muy efectivo para el tratamiento de una gran
variedad de enfermedades infecciosas, pero la resistencia de las bacterias va en
aumento gradual al paso del tiempo. No obstante, en nuestra investigacion no se
observo esto, ya que este antibidtico fue el que presentd una mayor efectividad
en contra de S. aureus. Se observd que el 90% de las cepas fue susceptible a
dicho farmaco y tan solo un 10% fue resistente, por lo que podemos comentar
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que conforme a nuestros resultados, la gentamicina mostré tener una muy
buena actividad antimicrobiana contra S. aureus al obtener el valor mas bajo de
resistencia y el nivel mas alto de susceptibilidad.
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'10. - CONCLUSIONES

|

v' Se determind la presencia de S. aureus en sangre de pacientes

inmunosuprimidos.

v 8. aureus presentd resistencia a antibidticos que se utilizan comunmente
como la ampicilina para la cual se obtuvo una resistencia del 48%, 24% de
susceptibilidad intermedia y solo un 28% de susceptibilidad.

v" La susceptibilidad de S. aureus a la vancomicina fue del 80%, 6% presenté
susceptibilidad intermedia y el 14% fue resistente, siendo éste superior al

7-9% estimado en afos recientes.

v El antibi6tico con menor actividad antimicrobiana fué el ceftriaxone ya que
S. aureus presentd 90% resistencia y solo un 10% de susceptibilidad.

v" El antibidtico qinupristin/dalfopristin presentd resultados poco satisfactorios
ya que solo el 6% de las cepas resulté completamente susceptible, el 72%
presenté una susceptibilidad intermedia y el 22% fue resistente.

v" Se demostré que el linezolid, de nueva adquisicion en el mercado, result ser
una buena opcidn para el tratamiento de enfermedades causadas por
microorganismos oportunistas como los MRSA y VRSA ya que solo se
encontro un 4% de resistencia, contra un 16% de susceptibilidad intermedia y
un 80% de susceptibilidad.

v" Se observé que [a gentamicina aun y cuando es un antibiético utilizado desde

hace varios anos, resultd ser muy efectivo siendo el 90% de las cepas
sensibles a dicho antibidtico y solo el 10% resistente.
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