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. RESUMEN

El Laboratorio Nacional de Salud entre otras funciones realiza analisis
bacteriologicos en apoyo a otros laboratorios, principaimente de los hospitales
nacionales del pais, donde constantemente aparecen aislamientos de bactenas
multiresistentes a los antibiéticos utilizados de rutina. Gran parte de estos
aislamientos estan bien definidos segun la literatura mundial (24,26,27), sin embargo,
en nuestro pais se hace necesario investigar dicha resistencia con el fin de determinar
las bacterias localmente involucradas con mas frecuencia en la resistencia o
sensibilidad a los antibioticos. Esto se logrard por medio de la utilizacion de
antibiogramas adecuados para obtener datos confiables, pudiendo asi mejorar las
condiciones en los hospitales y de esta forma poder evitar que sigan apareciendo
bacterias cada vez mas resistentes.

Se realizé un estudio descriptivo sobre dos mecanismos importantes de resistencia
de Staphylococcus spp. responsable de la mayoria de infecciones intrahospitalanas;
el MRS (meticilino-resistencia) y el MLS (macrélidos-lincosaminas-estreptograminas).

Se utilizd el total de aislamientos de Staphylococcus colectados (113) del periodo
del afio 2002 a mayo del 2004 de 16 hospitales nacionales. L. a procedencia mas
alta de MRS y MRSA fue del hospital General San Juan de Dios y {a mas baja en el
hospital de Solola.

La procedencia mas alta en MLS fue del hospital de Coatepeque y la mas baja en
el hospital de Antigua Guatemala.

De los 113 aislamientos se encontraron 68 positivos para los mecanismos
analizados (MLS o MRS) y los 45 restantes no presentaron los mecanismos
mencionados, clasificandose los aislamientos positivos de la siguiente forma: 38
aislamientos de Staphylococcus aureus MRS positivo, 17 de Staphylococcus
coagulasa negativo MRS positivo, 11 Staphyiococcus aureus MLS resistentes y 2
Staphylococcus coagulasa negativo MLS resistentes. A ios datos encontrados se le
realizo un analisis de frecuencia por medio del programa WHONET.

De los resultados obtenidos se observo que la mayoria de casos de resistencia
en ambos mecanismos fueron encontrados en Staphylococcus aureus, que presento
una diferencia significativa comparado con Staphylococcus coagulasa negativo, lo que

indica la habilidad de estos para crear mecanismos de resistencia mas especializados.




iI. INTRODUCCION

Los Staphylococcus son responsables de la mayoria de infecciones intra
hospitalanas, asociandose frecuentemente a la presencia de S. aureus.

Estas bactenas han adquindo una gran capacidad de resistencia observandose en
el peor de los casos resistencia a tres o mas antibidticos de diferentes familias
(multiresistencia). El uso imacional y abuso de los antimicrobianos, aunado a la
patogenicidad de Staphylococcus, han creado un ambiente dificil de controlar sin
medidas y acciones adecuadas, aumentandose drasticamente las tasas de morbilidad
y mortalidad. El problema de muitiresistencia ha ido aumentando en los ditimos afios,
y €s una situacion que se vive diariamente en los hospitales de nuestro pais,
dificultando el control de las enfermedades causadas por estas bacterias, dado a que
generalmente se ignora este problema y se proporciona un tratamiento poco adecuado
a l0os pacientes.

Con este estudio se determin6 que hay existencia de estos mecanismos, tanto de
los Staphytococcus resistentes a la meticilina (MRS) en donde se encontrd la mayoria
de casos, asi como de los Staphylococcus resistentes a macndlidos, lincosaminas y
estreptograminas (MLS), aunque en menor proporcion comparado con los casos de
meticilino resistencia, en los Hospitales Nacionales capitalinos y departamentales de
nuestro pais. '

El estudio se lievo a cabo en el area de Bacteriologia de la Unidad de Diagnostico
Humano del Laboratorio Nacional de Salud del Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social, haciendo uso de 113 aislamientos de Staphylococcus spp.,
utiizandose la técnica de Bauer-Kirby, con la mezcia de antibidticos seleccionados.




iii. ANTECEDENTES
A. Generalidades de Staphylococcus spp.

1. Clasificacion

La familia Micrococcaceae se halla ampliamente distribuida en ia naturaleza como
saprofitos de vida libre, parasitos y foormas patogenas. El estafilococo es el unico
género de importancia medica en esta familia. Se han reconocido tres especies
importantes: Staphylococcus aureus, S. epidermidis y S. saprophyticus aunque
tambieén se han aislado otras especies todas ellas coaguiasa-negativas (1,2).

2. Morfologia
Los estafilococos son cocos Gram-positivo, inmoviles, que se presentan aislados,
en pares, en cadenas cortas o en racimos imegulares; miden entre 0.8- 1 micra de

diametro; unas pocas cepas producen una capsula o capa de baba que incrementa la
virulencia del microorganismo (1,2).

3. Caracteristicas del cultivo
£1 estafilococo es un anaerobio facultativo pero su desarrolio es mas abundante en

condiciones aerobias; algunas cepas tambien requieren una aita tension de CO.,. La

protiferacion ocumre en un amplio rango de temperatura que va de 6.5 hasta 46 °C con

una temperatura optima de 30 a 37 °C para S. aureus. El pH optimoesde 7-7.5(3).

Los estafilococos producen acido a partir de la glucosa en condiciones
anaerobicas, producen acido a partir del glicerol en presencia de energia y son
susceptibles a lisis por efecto de 1a lisostafina (1) .

En placas de agar las colonias crecen con un diametro de 1 — 4 mm, son lisas,
opacas, redondas, circulares convexas, bajas, frecuentemente con un pigmento
amarnillo, de aspecto pastoso y facil de emulsificar (4) . Presentan requerimientos
nutricionales complejos, pero se desarrollan en casi todos los medios de laboratorio de
rutina; y son los microorganismos mas resistentes entre las bactenas no esporuladas
debido a que pemmanecen vivos durante varios meses en la superficie de {as placas de

agar mantenidas a 4°C (5) .

Algunas especies de estafilococos como S. aureus y coagulasa-negativo, pueden

presentar una zona evidente o difusa de B-hemdlisis alrededor de las colonias (6).




4. Metabolismo

Los Staphylococcus obtienen la energia a través de las vias respiratoria o
fermentativa, utilizan una amplia gama de azucares y otros carbohidratos. En
condiciones aerdbicas el principal producto de la utilizacién de la glucosa es el acido
acético con pequefias cantidades de CO, ; en condiciones anaerobicas el acido lactico

es el producto pnncipal, también se produce acetoina (2,3) .

La mayoria de las cepas crecen en presencia de NaCl al 4% y a temperatura entre

18 - 40° C (7). Pueden crecer en un medio de cultivo quimicamente definido, que tenga

dentro de su composicion 14 aminoacidos, glucosa, sales minerales y dos factores de
crecimiento, tiamina y acido nicotinico (3) .

5. Geneética

Las implicaciones meédicas de la variabilidad no fueron totalmente comprendidas
hasta la espectacular aparicion de {as cepas resistentes a los antibidticos; primero a la
penicilina y luego sucesivamente a cada uno de los antibicticos incluidos en los planes
terapéuticos. Cerca del 10% del total del acido desoxirmibonuciéico (ADN) celular que
se encuentra naturalmente en {os microorganismos es ADN de plasmidos, dado que
esios elementos geneticos tienen la capacidad de evolucionar con gran rapidez
imparten a la poblacion de celulas que los transportan una mayor capacidad para

sobrevivir en condiciones viables del medio que las células que contienen un ADN
uniforme (2) .

Las bactenas crecen en la superficie de medios nutnentes solidos en los que
producen colonias compuestas por miles de celulas derivadas de una unica celula
madre inoculada en la superficie del agar. Las colonias de las diferentes especies
tienen a menudo morfologias caracteristicas, que pueden dar una pista de su probable
identidad. La mayoria de ias especies tardan entre 12—-48 horas para que sus colonias

lleguen a ser macroscopicamente visibles, pero algunos microorganismos se
multiplican mucho mas lentamente (8) .




6. Aislamiento

a. Aislamiento primarnio

Todos los estafilococos crecen con mucha facilidad en la mayoria de los medios de
cultivo bacteriolégicos, tanto en aerobiosis como en microaerofilia, pero el cuitivo
recomendado para aislamiento primario es el agar sangre de camero, en el cual se

desarrolla rapidamente después de 24 horas de incubacion a 37°C (4.9).

b. Medios de cultivo selectivos
Las cepas de Staphylococcus aureus pueden fermentar manitol y formar acido, el
manitol sal contiene una alta concentracion de sales las cuales inhiben el desarrolio de

otros microorganismos y recupera selectivamente a {os estatilococos (3).

7. ldentificacion y diferenciacion de estafilococos

El primer paso para establecer la identidad de una bacteria desconocida es
determinar su forma y reaccion de Gram. Estos datos, aunados a un minimo de
informacién adicional (como requerimientos de oxigeno para su crecimiento y las
caracteristicas de sus colonias), son suficientes para colocar al organismo en un
género especifico. Sin embargo, en la identificacion posterior se necesita del uso de
técnicas biogquimicas, seroldgicas o genéticas para obtener informacion necesaria para

dar una designacion de especie o subespecie (10).

La capacidad para metabolizar aziicares especificos es una base importante para
la identificacion de especies. Con frecuencia esto se logra realizando una prueba para
valorar la produccién de acido mediante la incorporaciéon de un indicador acido-base
en el medio que contiene azucar. Las diferencias entre las diversas especies de
géneros se puede comparar con el uso de ensayos calorimétricos para detectar la
presencia de diversas enzimas. Las clasificaciones serologicas se usan en forma
comin para distinguir las diferencias entre las especies dentro de un genero
determinado. Estas pruebas emplean antibidticos con pruebas muy susceptibles y
especificas para evaluar la presencia de diversas conformaciones antigenicas
presentes en la superficie de la bactena (10).

El género Staphylococcus esta constituido por diecinueve especies y se diferencian
de otros géneros de la familia, en base a! contenido de guanina y citosina (G + C) en el

ADN, composicidon de la pared celular y su habilidad de crecer anaerébicamente y
fermentar la glucosa bajo esas condiciones (11).




Las colonias de estafilococos generalmente son opacas y convexas; presentan
una consistencia cremosa, pueden ser blancas o0 bien mostrar una vanada gama de
tonos amarilios, principalmente después de una incubacion prolongada o de haber
permanecido a temperatura ambiente durante vanos dias (3).

a. Diferenciacion con otros generos

{. Prueba de la catalasa

Se utiliza para comprobar la presencia del enzima catalasa que se encuentra en la
mayoria de las bactenias aerobias y anaerobias facultativas que contienen citocromo;
es usada para diferenciar entre los generos estafilococos, ios cuales presentan una
reaccion positiva (produccion de burbujas en el momento en que entra en contacto la
colonia con una gota de perdxido de hidrégeno) vy estreptococos tos cuales presentan
una reaccion negativa. Si se usan cultivos procedentes de agar sangre, se debe tener
el cuidado de no retirar agar con el asa al picar la colonia ya que los entrocitos del
medio contienen catalasa y su presencia daria un resultado falso positivo (12).

ii. Prueba de furazolidona
Prueba usada para diferenciar entre los geéneros  Staphyfococcus de los
Micrococcus. Se realiza por un procedimiento de discos de susceptibilidad,
utilizandose discos de 100 pug del compuesto furoxone (también lamado furazolidona).
Las especies del genero Staphylococcus son susceptibles a este compuesto,
presentando halos de inhibicion de 15 mm o0 mas; mientras que los Micrococcus sp.
son resistentes presentando halos de inhibicion menores de 9 mm (3).

tii. Prueba de lisostafina

La lisostafina es una endopeptidasa que se adhiere a los puentes cruzados de
pentapéptidos ricos en glicina; se encuentran en la pared celular de los estafilococos lo
cual le proporciona a las celulas susceptibilidad a la lisis osmoética. Se realza por un
procedimiento de discos de susceptibilidad, utilizandose discos de 200 yg. Sirve para
diferenciar entre los generos de Staphylococcus y Micrococcus, siendo las especies
del género Staphylococcus susceptibles mostrando zonas de inhibicion de 10-16 mm
de diametro. Las especies de Micrococcus no muestran ninguna zona de inhibicion
alrededor del disco, por lo tanto son resistentes (3).




a. Diferenciacion entre especies

i. Prueba de la coagulasa

La coagulasa es una enzima que estimula la conversion del fibrindégeno en fibrina.
Mediante el enlace de la enzima a la protrombina se forma un complejo
enzimaticamente activo que inicia la polimerizacion a la fibrina; cuando una
suspension de bacterias productoras de coagulasa se mezcla en partes iguales con et
plasma en un tubo de ensayo y se incuba a 37°C, se provocara la formacion de un
coagulo visible (3,13). Esta prueba se utiliza para diferenciar entre S. aureus
(coagulasa positivo), de otras especies de Staphylococcus que presentan la reaccion
negativa. La produccion de coagulasa y la B-hemdlisis son dos caracteristicas

estrechamente relacionadas con S. aureus, aunque la primera es mas confiable (3).

ii. Fermentacion de manitol

| a mayor parte de las cepas de Staphylococcus aureus pueden fermentar manitol
y formar acido, lo cual no sucede con los otros Staphylococcus coagulasa negativos.
Un medio excelente para la recuperacion de estafilococos patogenos de poblaciones

bacterianas mixtas es el agar-manitol sal (3).

iii. Prueba de la desoximbonucieasa (ADNasa)

Muchas cepas de S. aureus producen desoximibonucieasa, una enzima usada
como una prueba adicional para la identificacion de S. aureus; hay dos formas para
realizar ia prueba, la mas usada se basa en el agregado de azul de toluidina O a la
base agar nutriente. A medida que el microorganismo crece y produce ADNasa, el
agar que rodea las colonias de S. aureus cambia de color azul a rosa, lo que indica la
hidrélisis del ADN (3).

iv. Prueba de nucleasa termoestable

Staphylococcus aureus produce la enzima endonucleasa, la cual es estable en
una combinacion de temperatura/tiempo (estable después de 15 minutos de
ebullicion); sirve para diferenciar S. aureus de otras especies de estafilococos, siendo
positivo y negativo respectivamente. El resultado se lee de la misma manera que en la
prueba ADNasa, segun el medio empleado (3).
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v. Prueba de susceptibilidad a la novobiocina

Los Staphylococcus coagulasa negativo pueden dividirse en especies
novobilocina-susceptibles y novobiocina-resistentes. La mayor parte de las cepas de S.
saprophyticus son resistentes a la novobiocina, caracteristica que ha sido utilizada
para diferenciarlo de S. aureus, S. epidermidis y de ofros estafilococos coaguiasa-
negativos. Esta prueba es un método confiable para a identificacion presuntiva de S.
saprophyticus el cual mostrara una zona de inhibicion de 6-12 mm, es decir que es
resistente; mientras que otros Staphylococcus coagulasa negativo y S. sureus,
presentan zonas de 17-27 mm, por lo tanto, son susceptbles (3).

B. Infecciones causadas por Staphylococcus spp.

Casl todas las enfermedades estafilocdcicas humanas son causadas por
Staphylococcus aureus, un anaerobio facultativo que produce grumos de células al
crecer. Existe sobre la piel y en los onficios nasales de personas sanas y de animales
domésticos. Aproximadamente el 50% de estas cepas producen una enterotoxina
termoestable que si se ingiere, produce una intoxicacion alimentaria. S. aureus puede
causar ademas una gran variedad de infecciones descritas como piégenas
(formadoras de pus). Entre las enfermedades causadas por estafilococos se
encuentran tas infecciones de heridas, neumonia, sindrome del shock téxico entre
otras (14) .

1. Neumonia

La neumonia es un proceso inflamatorio agudo del pulmoén provocado por agentes
infecciosos. Puede afectar a todo un ldbulo (neumonia lobar), a un segmento del
mismo (neumonia segmentaria o lobdlillar), a los alveolos contiguos a un bronquio
(bronconeumonia) o al espacio entre los distintos tejidos (15).

Puede estar provocada por distintos agentes infecciosos. La causa mas frecuente
son las bactenas, destacando Streptococcus pneumoniae, que produce dos tercios de
las neumonias bacterianas; pueden ser también causadas por Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae, Chlamydia pneumoniae y Legionella pneumophila, entre
otras (15).




2. Osteomielitis

Es una infeccién que afecta tanto la parte medular como la cortical del hueso,
caracterizandose por la produccion de pus. Generalmente es de ongen bactenano,
siendo Staphylococcus aureus el agente causal mas frecuente. Staphylococcus
epidermidis adquiere también mucha importancia en la infeccion de biomatenales o
implantes metalicos. La osteomielitis puede desarroltarse a partir de un forinculo o de
cualquier otra infeccion estafilococica de la piel o tejidos blandos, infecciones
articulares, fracturas expuestas, protesis u otros procedimientos quirurgicos
contaminados, o de una infeccion del aparato urinario (16).

3. Sindrome de shock toxico

El sindrome del shock toxico describe un conjunto de sintomas que
comprometen diversos sistemas def cuerpo. Las bacterias comunmente asociadas a
esta patologia son Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. El sindrome
del shock téxico por infeccidon con Staphylococcus se identifico a finales de 1970 (17).
La forma en que se trasmite a partir de Staphylococcus aureus puede ser debido a
que forma parte de las bactenas normales del cuerpo, el 90 por ciento de los
individuos desarrollan anticuerpos para prevenir la infeccion. El S. aureus puede
transmitirse por contacto directo con personas infectadas. Los individuos que
desamollan esta enfermedad, usualmente no han desarrollado anticuerpos contra el S.
aureus. Por lo tanto, generalmente no se considera una infeccion contagiosa. Las
infecciones por S. aureus también pueden suceder debido a otra infeccion, como fa
neumonia, la sinusitis, ta osteomielitis o las heridas de la piel, como una quemadura ©
una henda quirurgica (17).

4. Qtitis extema

Asi se denomina la infeccion del conducto auditivo extemo. Casi una tercera parte
de las otiis infecciosas son causadas por Pseudomonas aeruginosa, con menor
frecuencia los agentes responsables son el hongo Aspergillus nigery, mas raramente,
otras bactenias como Staphylococcus aureus. Normaimente, este trastomo cursa con
otalgia (dolor de oido), prurito, perdida temporal de la audicion, supuracion y dolor al
tragar. Mediante otoscopia se observan signos inflamatorios y exudado en el conducto
auditivo extemno (16).




5. (Qtitis media

Es una inflamaciéon persistente de la mucosa que recubre el oido medio, que
produce una exudacion liquida que queda atrapada por el cierre de la trompa de
Eustaquio, y por elio se produce dolor y pérdida temporatl de ia audicidn. La ofitis
media se puede clasificar en aguda (duracion de los sintomas entre 0-3 semanas),
subaguda (de 3-12 semanas) y cronica (mas de 12 semanas). La infeccion cronica del
oido puede ser mas destructiva que la infeccion aguda, dado que sus efectos son
proiongados y repetitivos. Las bacterias que se detectan con mas frecuencia en |a
ofitis media aguda, son Strepfococcus pneumoniae, Haemophylus influenzae y con
menor frecuencia Bramanella catamalis, Streptococcus del grupo A y Staphytococcus
aureus. En ia forma aguda de la enfermedad existe otalgia, fiebre e imitabilidad. Con
menos frecuencia se puede presentar otorrea (supuracion), vértigo y mas raramente
paralisis facial. En la otitis media crénica con efusion, la pérdida de audicidon puede ser
el unico sintoma (18).

C. Antibidticos

Los antibiticos son sustancias medicinales seguras que tienen el poder para
destruir o inhibir el crecimiento de organismos infecciosos como bacterias, virus,
hongos O protozoos en el cuerpo. Constituyen una clase especial de agentes
quimioterapeuticos, que se distinguen de los analogos de factores de crecimiento
porque son productos naturales (productos de actividad microbiana), constituyendo
una de las mas importantes clases de sustancias elaboradas en los procesos
microbianos a gran escala (19).

Algunos antibioticos se obtienen de organismos vivientes como bacterias, hongos
y mohos,; otros son total o parcialmente sinteticos es decir, producidos artificialmente.
La penicilina es quizas el mejor antibiético conocido, tanto las naturales (penicilina G y
V), asi como las semisintéticas las cuales son resistentes a las penicilinasas
(cloxacilina, dicloxacilina, meticilina, nafcilina y oxacilina); su descubrimiento y
desamolio ha pemitido a la profesion médica tratar efectivamente muchas
enfermedades infecciosas (20).
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1. Accién de los antibiéticos

Se cree que los antibiéticos entran en contacto con la superficie de las celulas
bacterianas ocasionando un cambio en su capacidad de reproduccion. Para

comprobar la accién de un antibidtico es necesario mostrar cuanta exposicion a la

droga es necesaria ya sea para inhibir la reproduccién (accién bacteriostatica), o para
matar a las bacterias (accion bactericida). La importancia radica en que cuando se
toman pequefias cantidades de un antibidtico, las bacterias frecuentemente pueden
desarrollar métodos para protegerse a si mismas contra éste, ocasionando que la
proxima vez que sea usado contra estas bacterias, no sea efectivo. Debe tenerse
presente que existen casos en los que la terapéutica indica tomar una unica dosis
considerablemente alta de un antibidtico, pero a pesar que ie tome poco tiempo matar
a las bacterias que ocasionan la enfermedad, tal dosis comunmente haria que la
persona sufra de la enfermedad ocasionada por la droga; por {o tanto, los antibidticos
se deben de proporcionar en una sene de cantidades prudentes recomendadas por el
medico, asegurandose que las bacterias sean eliminadas o reducidas a un numero
suficiente como para que el cuerpo las pueda repeler (20).

1.1 Tipos de antibidticos

Existen varios tipos de antibioticos los cuales se agrupan en familias, se diferencian
entre si principalmente por el lugar en donde ocasionan el dano a la bactena (ver tabla
No. 1), inhibiéndola y a la vez asegurandose de que esta sea eliminada (20).

Tabla No. 1
Clasificacién de los Antibioticos por Mecanismo de accion

| Sitio de accién | Antibi6ticos ]
— '
| | |
|
|

Sintesis de pared celular ‘ Penicilina, Cefalosporinas y Glicopéptidos |
- "Macrolidos., Cloranfenicol. Tetraciclinas, |

Sintesis de proteinas Lincosamidas y Aminoglucosidos %

Sintesis de acidos nucleicos | Quinolonas y Sulfamidas

Membrana bacteriana Polipeptidos

Tomado de: Carsolio MR. Guia Profesional de Medicamentos. 2 ed. México:
Manual Modemo, 1_984.
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a. Penicilinas

Antibiético aislado del hongo que pertenece al grupo del Penicillum chrysogenum y
es particularmente activo sobre el estafilococo, estreptococo y neumococo, asi como
sobre la mayor parte de los microorganismos Gram- positivo, presentando escasa
accion sobre los Gram-negativo. A la penicilina producida comerciaimente se la liama
penicilina G (bencil penicilina), aunque el mismo hongo produce varios tipos mas (21).

Esta constituida quimicamente por un nicleo basico, acido 6-aminopenicitanico,
comun a los diferentes tipos con un grupo prostético variable de accion antibacteriana
y un grupo opuesto que otorga solubilidad. Se encuentran numerosos integrantes de la
familia penicilinica segiin el modo de obtencion: naturales, biosintéticas, semisintéticas
con diferentes subgrupos o bien destacando cualidades especiales de la accion
antibactenana (98).

En cuanto a su forma de actuar se cree que tienen accion bactericida contra los
microorganismos porque inhiben la sintesis de la pared bacteniana durante su
multiplicacion activa; inhiben al dipeptidoglucano, sustancia que es necesarna para que
la pared sea rigida. Las bacterias resisten ia penicilina mediante la produccion de
penicilinasas, enzimas que convierten la penicilina en acido peniciloico inactivo. Las
penicilinas resistentes a la penicilinasa (cloxacilina, diclaxacilina, meticilina, nafcilina y
oxacilina) resisten estas enzimas, y resultan sumamente utiles en el tratamiento de las
infecciones producidas por S. aureus (22).

La clasificacion de las penicilinas se describen en los siguientes grupos:
Penicilina G (estandar)
Meticilina/Nafcilina-lsoxazolil penicilina (antiestafilococica)
Ampicilina-Carbenicilina (espectro amplio)
Acilureido-penicilinas
Amidino-penicilinas
Temocilina
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a.a. Penicilina G (Estandar)

Es la primera y mas cominmente usada, también llamada bencilpenicilina, con su
variante sodica o potasica cuyo expendio se realiza por unidades o gramos (9).

i. Modo de accion, espectro bacteriano y dosis
Ef modo de acciéon contra las bacterias sensibles se ejerce por interferencia de la

biosintesis de los mucopetidos que van a constituir la pared bactenana; estos

mucopétidos estan ubicados en sectores determinados del espectro bactenano, por lo
que se dice que la penicilina es de espectro limitado. Actua pnncipalmente contra
cocos y bacilos Gram-positivo. La pared de los bacilos Gram-negativo es muy
compleja, con escasa cantidad de mucopéptidos por lo que son resistentes (9).

La administracion por via intramuscular cada 4 horas se emplea en enfermedades
de curso agudo y a veces violento, como la neumonia, la erisipela y la escarlatina. El
ntmo de aplicacion esta impuesto asi porque la eliminacién es casi completa en el
témmino de 4 horas. La aplicacidon por via intravenosa, se utiiiza en procesos sépticos

graves (9).

t1. Absorcion, difusion, excrecion

La introduccion de penicilina en el organismo permite, despuées de un acoplamiento
parcial con las proteinas del suero, una difusion adecuada en los distintos
parénquimas si la dosis es suficiente. Es posible el pasaje a liquido pleural, al
pericardio y a sinoviales. La eliminacion por bilis es muy alta, a veces, superior a la
concentracion sanguinea, pero se reduce notablemente si hay lesion del paréenquima
hepatico. La eliminacion renal, tubular casi toda representa del 40 al 80%, pero la
filtracion aminora en enfermos renales cronicos. La rapida eliminacion de la penicilina
comun, que se completa en 4 horas después de inyectada, impone la repeticion de
dosis en el mismo horano (9).

b. Penicilinas resistentes a penicilinasa

b.a. Meticilina

Es una peniciina semisintética eficaz para el tratamiento de sepsis por
estafilococos productores de penicilinasa (9).
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i. Modo de accibén, espectro bacteriano y dosis

El modo de accién es de tipo bactericida, la eficacia contra el estafilococo resistente
reserva este antibiético para todas las infecciones causadas por este microorganismo,
el espectro bacteriano de esta droga se reduce, por autolimitacion médica y quimica,
al tratamiento de afecciones por el estafilococo coagulasa positivo resistente a la
penicilina o a la ampicilina. Se aplica en dosis dianias de 4 a 6 g. con una dosis
maxima de 12 g. al dia. La prescripcion se nommaliza con 1 g. por via intframuscular
cada 4-6 horas; en pediatria, 25 mg. por kg. cada 6 horas (9).

it. Absorcion, difusion, excrecion
No se absorbe por via digestiva y debido a este motivo se emplea por via
inframuscular o intravenosa. Alcanza rapidos niveles hematicos y se difunde bien por
los tejidos organicos, la mayor parte se expuisa por la orina en forma activa; el
agregado de probenecid retarda la eliminaciéon y prolonga el tiempo atil de la droga,
hecho importante en la atencion de los enfermos (9).

b.b. Oxacilina

Fue la primera droga comercializada para el tratamiento de afecciones cutaneas u
otorrinolaringologicas causadas por estafilococos; es eliminada a través del rifidn. La
dosis habitual es de 500 mg cada 4 a 6 horas ; tiene un mecanismo de accion
semejante a ia meticilina y por este molivo para evaluar la presencia de
Staphylococcus meticilino resistentes (MRS) se hace uso de este antibiético, debido a
que {a meticilina es poco estable y se degrada en poco tiempo en ef laboratorio (9).

c. Macnolidos

Abarca vanos antibioticos que se caractenzan en su estructura por un anillo
lactonico, macrocidlico, de donde defiva el nombre (9). Son antibidticos naturales,
semisintéticos y sintéticos que ocupan un lugar destacado en el tratamiento de
infecciones causadas por bacterias intracelulares (23).

c.a. Entromicina

Se aisldé del hongo Strepmomyces erythreus, las formas comerciales varian
quimicamente en la presentacion por via oral e intravenosa (9).




i. Modo de accién, espectro bacteriano y dosis

La actividad antibacteriana es esencialmente bacteriostatica, porque inhibe la
proteinosintesis y bloquea la transpeplidacion, actia a nivel de la subunidad 50
ribosomal, pero esta accion puede ser bactericida segin el microorganismo o el sitio
de la infeccion y la concentracién de la droga; el espectro es amplio, especialmente
dirigido contra cocos y bacilos Gram-positivo: neumomocos, estreptococos,
estafiiococos, Listena monocytogenes. La resistencia bactenana adquinda por et
estafilococo se hace con relativa rapidez cuando su empleo es masivo en una
determinada region. Puede ser administrada por vias dderentes con vanantes
adaptadas segun la edad, la dosis habitual del aduito es de 1.5 g., repartidos en 3
dosis de 500 mg. dadas por via oral con intervalos de 8 horas (9).

ii. Absorcion, difusion, excrecion
La absorcion por via oral es buena, teniendo variaciones segun fa formula quimica
y la presentacion farmaceéutica; la penetracion en los tejidos es satisfactoria pero no
pasa la barrera hematoencefalica. La excrecion del antibidtico se realiza por via biliar,
con una concentracion alta cuando esta via es permeable. La vida media de la
entromicina es de 1.2-2.6 horas, pero se prolonga en los paciente anuricos (9).

d. Aminoglucosidos

Grupo de antibidticos de estructura similar que inhiben la sintesis de proteinas a
nivel nbosomal, el espectro de actividad, esta determinado por la existencia de
enzimas bactenanas inactivantes de aminoglucosidos. La resistencia a los
aminoglucosidos puede ser de tipo cromosomico o plasmidico, sin embargo es mas
frecuente la resistencia adquirida por plasmidos, los cuales son de utilidad a las
bacterias para segregar enzimas capaces de modificar el antibiotico (8,24).

Los aminoglucosidos pueden ser inactivados por enzimas que acetilan los grupos
amino o por la fosforilacion de grupos hidroxilo; todo aminoglucésido puede ser
alterado en varios sitios con distintas enzimas (9,24).

La gentamicina y tobramicina poseen en comun cuatro puntos diferentes de
iInactivacion; mientras que la amicacina tiene un grupo amino modificado, con lo cual
se bloquean tres lugares de agresion enzimatica. Este antibidtico puede ser atacado
en un solo punto (9).
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d.a. Gentamicina

Antibiotico aislado en 1961, como un complejo de sustancias extraidas del cuitivo
de Micromonospora purpurea. Se caracteriza por su buena estabilidad a distintas
temperaturas (9).

i. Modo de accion, espectro bacteriano y dosis

Cuando se inyecta en cantidades suficientes, la accion de gentamicina es de tipo
bactericida, porque altera la sintesis proteica de los microorganismos en fase de
proliferacion logaritmica. El espectro bacteriano es amplio porque cubre bactenas
Gram-negativo y Gram-positivo. Para que una bactena se considere sensible debe ser
necesita 1-4 mcg/mi. La resistencia de las bacterias a gentamicina va en progresivo
aumento en relacion directa con el empleo intenso y sostenido que se efectua en salas
de terapia intensiva, el mecanismo de esta resistencia es de tipo transterible (9).

La via intramuscular es la de eleccion. La dosis habitual es de 3 mg por kg de peso
y por dia, repartida en 3 dosis con intervalos de 8 horas. En los niftos, la dosis
recomendada en de 3-5 mg por kg de peso y por dia y en los recién nacidos 6-7 mg
por kg de peso por dia (9).

it. Absorcion, difusion, excrecion

La aplicacion intramuscular de 80 mg produce niveles séricos de 8 mcg/mi en el
término de | hora, pero desciende a 2 mcg/mi a las 3 horas. El nivel senco esta influido
por el hematocrito, ya que habria absorcion por parte de los gidbulos rojos. Cuando
mayor es el hematocrito, mayor la cantidad necesaria para alcanzar el nivel deseado.
La eliminacién se hace principalmente por via urinaria, con filtrado glomerular
conservando su actividad antibacteriana. En 24 horas, la eliminacion es el 80% pero
disminuye en relacion directa con el grado de insuficiencia renat (9).

e. Glicopéptidos

Poseen una compleja estructura quimica y actuan inhibiendo {a sintesis de pared
celular en un sitio diferente al de los f-lactamicos, la actividad de este grupo esta
dirigida a las bacterias Gram-positivo; la vancomicina es aceptada para el tratamiento
de infecciones por bacterias Gram-positivo en pacientes alérgicos a la penicilina y
también es util para la terapia de infecciones debidas a especies bactenanas
resistentes a 3-lactamicos como MRSA (24).
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e.a. vancomicina
Antibidtico obtenido del Streptomices orientalis, estructuraimente es un
glicopeptidico, emparentado con teicoplanina y daptomicina (9).

i. Modo de accién, espectro bacteriano y dosis

Es un antibiotico bactericida porque inhibe la biosintesis de los fosfolipidos en la
pared celular, agregandose inhibicibn de la sintesis del ARN y aiteraciones en la
membrana citoplasmatica. El espectro bactenano comprende numerosos
microorganismos Gram-positivo como Staphylococcus aureus y S. epidermidis, los
cuales son sensibles con concentraciones de 5 mcg/mi {(9).
La aplicaciéon intravenosa se efectua lentamente, con dilucién en 20 mi de suero
fisiologico; la dosis habitual es de 1 g cada 8-12 horas en el adulto 0 500 mg cada 6
horas, mientras haya funcién renal normal. En pediatria se aplican 15-40 mg/kg/dia
segun edad (9).

ii. Absorcidn, difusidn, excrecion
La administracion oral es poco absorbible y permite una concentracion muy aita en
las heces, de gran valor para el tratamiento de colitis graves, por estafilococo o

Clostridium. 1La eliminacion se hace por filtrado glomerular. La vida media es de 6-8
horas con funcion renal normal (9).

f. Quinolonas

Este grupo de compuestos incluye un numero de agentes antimicrobianos
intimamente relacionados, que funcionan primariamente inhibiendo la sintesis de
acidos nucleicos afectando la actividad de la ADN-girasa de muchas bactenas Gram
positivo y Gram negativo (24).

i. Modo de accion, espectro bacteriano y dosis
Las quinolonas inhiben la actividad de una enzima bacterniana esencial para ia
replicacion del ADN, por lo tanto interfieren su sintesis. La inhibicién de esta enzima
comporta la muerte de la bactena, por lo tanto el mecanismo de accion de las

quinolonas es de tipo bactericida. El espectro bacteriano es amplio, los anaerobios son
poco 0 nada sensibles (9).
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La via oral es preferente por su facilidad para administrarla cada 12 horas. La
dosis por cada toma es distinta segun el farmaco: 200-400 para ofloxacilina, 200-500
para ciprofloxacina. La via intravenosa se aplica con ciprofloxacina y pefloxacina, en
enfermos con infecciones severas, con una cantidad de 200 mg, que puede repetirse a
las 8-12 horas (9).

ii. Absorcion, difusion, excrecion

La administracion oral permite una buena absorcion, alcanzandose
concentraciones séricas ttiles y vanables segun cada droga suministrada. La vida
media varia entre cada quinolona, ia excrecidn se realiza principalimente por via
uninaria donde alcanza, inmodificada, elevadas concentraciones muy por encima del
nivel senco. La difusion es de gran interés, ya que penetra en los tejidos, en las
células, en los humores organicos y se ha demostrado su presencia en saliva,
secreciones bronquiales y bilis {9).

g. Lincosaminas

La clindamicina junto con la lincomicina pertenecen a este grupo, estan
constituidos por un acido aminado y un azucar unidos por una amida. El sitio de union
en el nbosoma es el mismo que para 10s macfétidos y el cloranfeﬁiébl, inhibiendo sus
acciones por competencia; por lo tanto, estos agentes son antagonicos y no deben ser
usados concomitantemente (25).

La clindamicina es activa frente a Staphylococcus aureus meticilino sensible y S.
epidemidis debiéndose comprobar esto mediante el estudio de susceptibilidad, los
Staphylococcus resistentes a la meticilina suelen serio también a ia clindamicina (25).

D. Resistencia Bacteriana

A partir de los afnos 40, los antimicrobianos redujeron drasticamente la morbilidad y
mortalidad de las enfermedades infecciosas, pero las bacterias y otros
microorganismos patégenos poseen una notable capacidad para desamoliar
resistencia, ya sea por mutacion o por adquisicion de genes de resistencia de otros
microorganismos. La presion selectiva ejercida por los antimicrobianos favorece el
crecimiento de microorganismos resistentes, y ia amplia utilizacion de estos farmacos

ha conducido a una situacion que amenaza destruir los logros conseguidos en la
ultima mitad del siglo pasado (26) .
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La resistencia bacteriana es muy importante en el estudio de los antibidticos
porque su comprobacion implica el fracaso de la terapéutica. Las bactenas
naturaimente resistentes frente a determinadas drogas son conocidas desde la
produccién misma del farmaco, pero es motivo de interpretacion distinta la resistencia
adquirida en el curso de los afios 0 atin en poco tiempo, por ciertas bactenas (9).

£ estudio de ia resistencia bacteriana constituye uno de los mayores retos de la
humanidad y particularmente de ia ciencia medica, ya que el nivel de resistencia
alcanzado por muchas bacterias obliga a tomar acciones que tienden a limitar su
diseminacion y reducir el impacto de morbi-mortalidad (27) .

E! uso racional de medicamentos implica obtener mejor efecto con el menor
numero posible de fammacos, durante el periodo mas corto posible y a un costo
razonable; el tratamiento ineficaz es frecuente y causa a veces graves efectos
secundarios e incluso provoca ingresos a las distintas areas de los hospitales (28).

1. Tipos de resistencia

a. Natural

Es ia que presentan las bacterias de una misma especie o cepa frente a
determinado antibiotico sin que hayan tenido contacto previo con el fammaco. El
conocimiento de la resistencia natural o0 primana forma parte del espectro
antibacteriano de cada antibiotico, este concepto debe ser privativo para el médico
porque debe tener un entendimiento claro y preciso de los distintos grupos antibioticos,
frente a las pnncipales bactenas causantes de infecciones (9,29).

b. Adquinda

La resistencia de la bacteria a uno o varios antibioticos puede lograrse en el
transcurso del iempo por dos mecanismos basicos: mutacion de las caracteristicas o
adquisicion de matenal genético con ubicacion extracromosomica; esta resistencia
alcanza parcialmente a pocos 0 muchos integrantes de una misma especie 0 cepa por
lo tanto es fragmentarnia, es decir, no abarca a toda la especie (3,9).

c. Cruzada

Engloba a los antibidticos con estructura quimica idéntica. Si el mecanismo de
accion de la droga es similar, la bacteria resistente a uno de los integrantes del grupo
lo sera también a los demas; el conocimiento de este tipo de resistencia evita la
prescnpcion de antibidticos semejantes, en tiempos sucesivos, cuando fracasa ia
terapéutica (9).
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2. Bases bioquimicas de la resistencia

El conocimiento de las bases bioquimicas de la resistencia es de gran valor para ia
industria farmacéutica, porque pemnite la sintesis de nuevos fammacos con mayor
capacidad antibacteriana; su conocimiento explica también las infecciones
hospitalarias, el fracaso de la antibioticoterapia en determinados casos o las
infecciones recurrentes (9).

Las bactenas crean o logran la resistencia mediante diversos recursos biologicos
que explican la rapidez de su adaptacion a un ambiente desfavorable (9).

Entre estos recursos se destacan como mas importantes:

- disminucion de la permeabilidad bacteriana para impedir el acceso del farmaco,

- reduccién de la afinidad a la enzima blanco de la droga,

- modificacion de fa enzima blanco del antibiotico,

- segregacion de enzimas inactivadoras del quimioterapico (9).

El empleo masivo de los antimicrobianos ha contribuido de forma importante a la
aparncion, el incremento y la diseminacién de ia resistencia microbiana, es un
problema giobal que disminuye las opciones terapéuticas y al aumentar las
posibilidades de fracaso no solo aumenta la mortalidad, sino que también aumentan
los costos de los tralamientos ya que muchos microorganismos son resistentes a
multiples antimicrobianos (28).

3. Tipos de mecanismos de resistencia

a. p-lactamasas

Los B-lactamicos han constituido el grupo antibiotico de mayor relevancia clinica.
Existen tres mecanismos importantes de resistencia a este grupo de medicamentos:
reduccion de la afinidad de las proteinas de unién a las penicilinas (Gram-positivo y
negativo), alteracion en la permeabilidad de la membrana extema (Gram-negativo) y
produccién de p-lactamasas que inactivan el anillo B-lactamico mediante hidrolisis.
Las g-lactamasas pueden estar codificadas en genes, cromosomas o piasmidos; en
los microorganismos Gram-negativo se encuentran en el espacio periplasmico, entre la
pared celular y la membrana extemna; los Gram-positivo las excretan por carecer de
membrana externa. Existen numerosas f-lactamasas que varian en su habilidad para
inactivar un determinado f-actamico o en su susceptibilidad a inhibidores como
clavulanato, sulbactam y tazobactam (30).
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La aparicion reciente de microorganismos productores de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE'S), capaces de inactivar potentes cefalosporinas, ha generado gran
preocupacion debido a las implicaciones clinicas y terapéuticas que tienen: primero,
son trasmitidas por plasmidos y pueden diseminarse a muchos microorganismos;
segundo, la diseminacion de la resistencia a las cefalosponinas de espectro extendido
imita aun mas el uso de las B-lactamasas y estimula el uso de antibiéticos mas
costosos y de mayor espectro (30)

b. PBP’s (Proteinas ligadoras de penicilina)

Es el segundo mecanismo mas importante, debido a que existe una modificacion
en los receptores para la fijacion del antibidtico a las estructuras criticas por la
alteracion de las proteinas fijadoras nommales presentes en las membranas celulares
de las bacterias Gram-positivo, y su transformacion en proteinas con reducida afinidad
por los antibioticos. El género Staphylococcus ha desamollado mecanismos mas
complejos de resistencia (31).

El mecanismo de resistencia a meticilina de Staphylococcus aureus se asocia en
general a la sintesis de una nueva proteina fijadora de penicilina (PBP’s) que es (PBP
2a 0 PBP2’) de 78 kDa con baja afinidad por la meticilina y el resto de los B-
lactamicos. El determinante genético de esta proteina es de naturaleza cromosdémica
(gen mec ). Este gen contiene loci distintos, el mecA, que codificarg la PBP 2a y el
mecR o gen regulador. Las cepas MRSA con resistencia verdadera o intrinseca a
meticilina poseerian los marcadores gen mecA y PBP 2a (31)

c. Impermeabitidad

Tercera clase de mecanismo, es comin en todos los antibidticos; involucra el
efecto de permeabilidad de la membrana sobre la resistencia a diversas clases de
antibioticos en las especies Gram-negativo. Las bacterias restringen la entrada de los
antibioticos mediante modificaciones en las proteinas de transporte, como las pofrinas.
Factores como la carga de la molécula y la hidrofobia del compuesto, juegan un papel
importante. Las moléculas cargadas negativamente se desplazan a través de |la
membrana con mayor lentitud que las moléculas con carga positiva. Se presume que
las cargas negativas hacen que los antibiéticos se unan a medida que atraviesan el
canal de porina cargado negativamente. Ademas pueden expulsar el antibidtico fuera
de la célula, con tanta rapidez que este puede acumularse en el citoplasma (30).
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d. Bomba de E-flujo

Cuarta clase de mecanismo, al igual que el anterior es comun en todos los
antibiéticos. Consiste en ia eliminacion activa de los antibiéticos de la célula, de tal
forma que las concentraciones intracelulares nunca alcanzan un nivel suficiente como
para tener un efecto antimicrobiano eficaz. Este mecanismo de flujo al exterior
dependiente de energia, es una defensa primordial de las bacterias contra las
tetraciclinas y macrolidos, dos grupos de antibioticos que interfieren con la sintesis
proteica a nivel nbosomico. En forma similar la disminucion del antibiotico es un
mecanismo de resistencia de los Staphylococcus contra las quinolonas, que interfieren

con el ADN girasa. El transportador puede eliminar con eficacia vanos tipos de
antibidticos (30).

4. Mecanismos de resistencia

a. Deteccion de Staphylococcus resistentes

i. Staphylococcus productores de B-lactamasa

La resistencia a los B-lactamicos en el género Staphylococcus obedece a dos
mecanismos:

¢ Mediada por B-lactamasa
Afecta a los siguientes antimicrobianos: penicilina, ampiciina, amoxicilina,
carbenicilina, aztocilina, mezciocilina, piperacilina y ticarcilina (32).

e Mediada por PBP 2a o intrinseca

Codificada por el gen mecA del cromosoma. Es el mecanismo que afecta a:
meticilina, oxacilina, cloxacilina, flucloxacilina, nafcilina y todos los B-lactamicos,
incluyendo cefalosporinas de todas las generaciones y combinaciones con inhibidores
de B-lactamicos. Estas cepas son ademas resistentes a otros antimicrobianos, la
expresion de esta resistencia puede ser heterogénea (todas las bacterias tienen el
gen, pero s6lo algunos lo expresan), u homogénea (todas las bacterias tienen el gen y
o expresan (32) .
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b. Detecciton de S. aureus con susceptibilidad in vitro peculiar

i. Cercano al punto de corte
Mediada por el exceso de B-lactamasas, se caracteriza por una CIM (menor
concentracion de antibidticos en los microorganismos/ml que irﬁp‘ide el crecimiento in
vitro de ias bacterias) a oxacilina de 2 mg/ml, resistencia que no es cruzada con otros
B-lactamicos. Son susceptibles a inhibidores de B-lactamasas (32).

ii. Tolerancia
Se define por una relacion entre la Concentracion inhibitoria minima (CIM) y la
Concentracion bactericida minima (CBM), la cual debe ser mayor o igual a 1:4 (32) .

c. Staphylococcus Meticilino/Oxacilino resistentes

Historicamente se ha referido a “meticilino resistencia® como MRSA (para S. aureus
meticilino resistente) o MRS (para estafilococo meticilino resistente (24).

En este caso se frata de una resistencia de tipo cromosdomica con produccion de
una proteina de unién a penicilina anémala. Este tipo de microorganismo al parecer ha
respondido bien a terapias basadas en clindamicina e incluso TMP-SMZ en
comunidades con una aita prevalencia de Sfaphylococcus resistentes a la meticilina
para manejo de infecciones a nivel de tejidos blandos (33).

Aunque el termino resistente a la meticilina incluye resistencia a derivados B-

lactamicos las cepas MRSA presentan resistencia mdltiple a varios grupos de
antibioticos, la mayoria de los MRS presentan resistencia a través de diversos
mecanismos y son usualmente resistentes a muitiples antibidticos incluyendo otros -
lactamicos, aminoglucosidos, macrélidos, clindamicina, cloranfenicol, tetraciclina, e
incluso quinolonas describiéndose cada vez con mayor frecuencia brotes MRSA
susceptibles solo a los glucopéptidos (34).
La observacion de multiple resistencia podria ser indicio de meticilino resistencia, pero
si el metodo de difusion por discos resultara dudoso con un posible Staphylococcus
spp. meticilino resistente deberan realizarse pruebas confirmatorias adicionales, tales
como el test de tamizaje en agar salado (24).

L a mayor incidencia de este microorganismo ha aumentado constantemente desde
los aiios 80 no solamente en hospitales clinicos, sino también en centros de atencién
comunitania encontrandose generalmente en drogadictos que utilizan drogas
intravenosas, y pacientes con enfermedades graves (32).
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Para identificar cepas meticilino resistentes es recomendable efectuar una prueba
de difusién en agar Muller Hinton utilizando discos de oxacilina de 1 ug, el cual es el
mas adecuado para detectar la resistencia en un alto porcentaje y es el mas resistente
y estable a la degradacion del almacenamiento; se deben examinar los halos de
inhibicidon buscando colonias aisladas dentro del halo e interpretar segun los
estandares del Comité Nacional de Estandares para Laboratorios Clinicos de Estados
Unidos (NCCLS) (32,35).

Los Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (MRSA) representan un
importante reto para la salud publica en muchas instituciones sanitarias de todo el
mundo. Son causa frecuente de brotes de transmision entre personas y, en muchas
regiones, han llegado a ser endémicos, aumentando ia morbilidad, la mortalidad y los
costos de atencion sanitana. El interés actual del estudio de este patégeno deriva bien
de su alta frecuencia o por representar en el caso de cepas resistentes a la meticilina
una de las prncipales causas de brotes de infecciones nosocomiales (34).

d. Staphylococcus MLS resistentes

La resistencia denominada MLS (Staphylococcus resistentes a macnrdlidos,
lincosaminas y estreptograminas) se debe a alteraciones en el acido ribonucleico
(ARN); afectando a todos los antibioticos que pertenecen a las familias mencionadas
anteriormente; puede ser constitutiva o inducible, y se expresa al exponer a las
bactenas a concentraciones subinhibitorias de la droga (23).

La resistencia bacteriana a macrolidos puede ser el resultado de una metilacion

_ribosomica, puede ser debida a impemmeabilidad de la membrana extema o

consecuencia de sistemas de expulsion activa. La resistencia que resulta de la
metilacion de una adenina del ARN rnibosomico 23S, produce una disminucion de ia
afinidad del antibiético por el ribosoma. La metilasa de ARN ribosdmico que cataliza
dicha reaccion es de origen plasmidico y es inducida por la presencia de trazas de
entromicina. De esta foorma el nbosoma se hace resistente a los macrélidos, a la
clindamicina y las estreptograminas (resistencia cruzada MLS: macnrdlidos,
lincosamidas y estreptograminas) (36).

La resistencia en Staphylococcus aureus es el resultado de la adquisicion de

alguno de los determinantes de resistencia: con genes de origen estafilocécico, como
msr (A), gen de flujo extemo (37).
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E. Epidemiologia de la resistencia antimicrobiana de Staphylococcus spp. en
Guatemala

En un estudio realizado en el 2002 en el Hospital General San Juan de Dios en
donde se evalud la resistencia de Staphylococcus aureus aislados intra
hospitalanamente, tanto en los S. aureus meticilino resistentes (MRSA) como en los
meticilino sensibles (MSSA). El total de fa poblacion estudiada fueron 200 pacientes
(100 por ciento), de los cuales 185 (93 por ciento) estaban hospitalizados, de estos
136 (74 por ciento) presentaron cuttivo positivo para MRSA y 49 (26 por ciento) fueron
MSSA. Se encontréo que existe un mayor porcentaje de resistencia a los antibioticos
cuando son MRSA que cuando son MSSA. Este comportamiento se generaliza por
diferencias significativas (38).

Dentro de los antibidticos que se evaluaron y mostraron un gran porcentaje de
resistencia en los MRSA estuvieron: clindamicina (90 por ciento), eritromicina (87 por
ciento), gentamicina (93 por ciento), ciprofioxacina (96 por ciento), levofloxacina (97
por ciento) y rifampicina (65 por ciento), presentando porcentajes de susceptibilidad
muy pequenos; siendo {0s que presentaron un menor porcentaje de resistencia
comparado con los antibidticos mencionados antenommente la tetraciclina (42 por
ciento) y SXT (25 por ciento) ya que en estos dos ultimos ia mayoria de aislamientos
fueron susceptibles. En los aislamientos analizados de MSSA se observd que fue
considerablemente menor el porcentaje de resistencia a los antibidticos ya que en la
mayoria de antibioticos se presentaron porcentajes de susceptibilidad altos. La unica
caracteristica en comun fue que todos eran vancomicina sensibles (38).

En otro estudio realizado, contenido en el Informe anual regional de los paises
participantes en la red de Monitoreo/Vigilancia de ia resistencia a los antibioticos que
se llevé @ cabo en el afio 2001, en Guatemala la red estuvo constituida por seis
instituciones: Hospital Roosevelt, Hospital San Juan de Dios, Hospital del Seguro
Social, Hospital del Quiche, Hospital de Coban y Hospital de Zacapa. Para S. aureus
se obtuvieron 1690 aislamientos (100 por ciento), de los cuales la mayoria presenté
resistencia a los antibidticos evaluados obteniéndose el mayor porcentaje de
resistencia en el caso de ampicilina (97 por ciento), oxacilina (56 por ciento) y
ciprofloxacina (53 por ciento), encontrandose también resistencia pero en un menor

porcentaje para SXT (10 por ciento) y rifampicina (2 por ciento) del total de los
aislamientos analizados. No se report6 resistencia a la vancomicina (39).
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F. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Las pruebas de sensibilidad estan indicadas para cualquier microorganismo,
contribuyendo asi a orientar el tratamiento quimioterapico de los procesos infecciosos,
si su sensibilidad no puede ser predicha a partir del conocimiento de la identidad del
microorganismo; frecuentemente estan indicadas en caso de que la especie en estudio
sea capaz de mostrar resistencia a los antibidticos usados cominmente (23).

La seleccion de los agéntes antimicrobianos apropiados para la prueba de
difusidon, es una decision que cada laboratonio clinico debe tomar de comun acuerdo
con el cuerpo medico, el comité de farmacia y el comité de enfermedades infecciosas.
Las cualidades que se han considerado en la designacion de un antimicrobiano a un
grupo especifico incluyen: eficacia clinica, prevalencia de resistencia, costo,
indicaciones de la Agencia estadounidense para alimentos y fammacos (FDA),
recomendaciones, consenso para drogas de primera eleccién y altemativos (24).

1. Procedimientos manuales

a. Prueba de difusion de discos en agar
Método generalmente usado y aprobado por el Comité Nacional de Estandares para
Laboratorios Clinicos de Estados Unidos (NCCLS), para efectuar las pruebas de
sensibilidad, después de inoculario e incubarlo se miden los halos de inhibicion y se
comparan con las tablas entregadas por la NCCLS, y de esta manera se determina si

los microorganismos son susceptibles © resistentes a los diferentes agentes
antimicrobianos (35).

b. Test de Microdilucion CiM en caldo

El test de microdilucion de concentracién inhibitoria minima en caldo se utiliza para
medir semicuantitativamente la cantidad in vitro de un agente antimicrobiano contra un
microorganismo aislado. E! procedimiento de dilucién es similar en principio al método
en macrotubo, excepto que la sensibilidad del microorganismo a los antibiéticos se
determina en una serie de microcubetas moldeadas en una placa plastica (35).

La CIM se determina observando la concentracion menor de antimicrobiano que
inhibe el crecimiento visible del microorganismo, los valores de la CIM se interpretan
como susceptibles, intermedios o resistentes segun las tablas proporcionadas por la
NCCLS. Las ventajas es que utiliza pequefios volimenes de reactivos y que pueden
probarse grandes cantidades de bacterias de un modo simple y econémico contra un
panel de antibidticos (35).
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c. Prueba de Sensibilidad por Macrodilucion en caldo

En esta prueba se realizan diluciones del agente antimicrobiana en caldo o en
agar, después de 10 cual se agrega una suspension bacteriana estandarizada. Se
utiliza el caldo Mueller-Hinton suplementado con cationes; {as cantidades de antibiotico
son diluidas en forma seriada desde 100 pg/ml hasta 0.4 pg/ml. El tubo 10 no posee
antibiético y sirve como control de crecimiento; {a turbidez indica que el crecimiento
bacteriana no ha sido inhibido por la concentracion de antibiotico contenida en e!
medio. La CIM es interpretada como la concentracion de antibioticos en el primer tubo
de la serie, que inhibe el crecimiento visible (35).

d. Prueba de Sensibilidad por Dilucion en agar

Se utiliza sélo para probar concentraciones seleccionadas de antibidticos. Se
siembra una suspension estandarizada de bacterias sobre la superficie de una serie
de placas de agar, cada una de las cuales contiene una concentracion diferente de
antibtotico, que abarca los limites terapéuticos de la droga. La placa para la prueba de
sensibilidad por dilucion en agar se inocula colocando {a placa sembradora con sus
multiples suspensiones en forma directa debajo de la cabeza inoculante; después de
que todas las placas han sido inoculadas, se incuban a 35°C durante 18 horas (35).

2. Procedimientos automatizados

a. Vitek

Sistema semiautomatico para la realizacién de pruebas de sensibilidad microbiana.
Utiliza un analisis computarizado del crecimiento en tarjetas plasticas para calcular ia
CIM. En algunos casos el caiculo de este depende de la identificacién bacteriana. La
precision adicional proporcionada por ia correlacion, manejada por la computadora, del
patron de crecimiento y la identificacion esta contrabalanceada por la falta de certeza
acerca de los resultados de sensibilidad, si la identificacién atin no se conoce 0 no
puede ser proporcionada por el sistema con el certeza adecuada (35).

b. MicroScan

Se basa en la metodologia CIM tradicional. La linea recorre la gama de las piacas
ya sean congeladas o liofilizadas, que son interpretadas con instrumento
semiautomatico (el Walkaway). Los reactivos bioquimicos para la identificacion
bacteniana estan incorporados en las mismas placas de microtitulacién. El Walkaway
incorpora un sistema de deteccidén fluorescente que puede proporcionar en el mismo
dia la identificacion y la prueba de sensibilidad de algunos microorganismos (35).
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c. Método automatizado mediante microdilucion

Al igual que en el estudio de la CIM, existen hoy en dia equipos automatizados con
los cuales se pueden conseguir las concentraciones necesarias de antimicrobianos y
microorganismos.

El empleo de placas de plastico con pocillos en los cuales se depositan pequeiios
volumenes (100 o 200 ul) de la dilucion de la bacteria equivalente al Mc Farland 0.5
puede sustituir aqui a los tubos y placas de agar. Si ademads las diluciones se realizan
de forma automatizada, se ahomra tiempo y se puede realizar el ensayo con muchas
mas muestras (40).
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IV. JUSTIFICACION

Debido a que una de la funciones del Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social es dictar las politicas de sanidad, ademas de velar porque se lleven a cabo
todas las disposiciones acordadas para mejorar los servicios de atencion asi como la
terapeutica que se proporciona en todos los hospitales nacionales, es necesano que
se conozca la magnitud del problema del desarrolio de mecanismos de resistencia
bactenana, dado a que se han reportado datos alammantes de la existencia de
mutltirmesistencia. Esto se debe principaimente al hecho de que no se tiene el
suficiente conocimiento de la presencia de estos mecanismos, debido a que cada vez
son mas complejos. Por este motivo es de gran importancia la deteccion de bacterias
capaces de desarrollar mecanismos multiples para proporcionar el tratamiento mas
adecuado.

El hecho de analizar la presencia de estos mecanismos fue para determinar las
falsas susceptibilidades y resistencias en los aislamientos involucrados, se utilizé el
antibiograma para obtener datos confiables; y poder detectar la presencia de
Staphylococcus resistentes a la meticilina (MRS) y Staphylococcus resistentes a los
macrohdos, lincosamidas y estreptograminas (MLS).

L0 que se consiguido es proporcionar resultados veridicos al médico para que
pueda tratar las enfermedades infecciosas, manejando la terapéutica con mayor
prudencia; y pueda proporcionar el tratamiento mas eficaz y seguro para los pacientes.

Aunque no es posible acabar con el problema de la resistencia a los

antimicrobianos, si es posible convertir esta amenaza creciente en un problema
manejable. Para esto es necesario mejorar la vigilancia de los problemas de
resistencia emergentes, prolongar la vida util de ios antimicrobianos y utilizar otras
medidas para prevenir y controlar la resistencia. Ademas este estudio pemmitio
relacionar la resistencia bactenana con la proveniencia de los aisiamientos colectados
y demostrar en que hospitales existe mayor porcentaje de resistencia; incluyendo que
tipo de mecanismos han logrado desamollar, proporcionando un informe al
departamento de Epidemiologia asi como a las autoridades de cada hospital para que
tomen las medidas pertinentes.
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V. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

1.1 Determinar los mecanismos de resistencia que presemtan los
Staphylococcus spp. del banco de aislamientos del Laboratorioc Nacional de
Salud.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Describir los patrones de resistencia bacteriana que se observen vy
relacionarios con el hospital de donde provienen los aislamientos.

2.2  Deteminar el porcentaje de MRSA y de resistencia a macrékdos de fos
Staphylococcus spp. del banco de aislamientos del Laboratorio Nacional de
Saiud.

2.3 Informar al Departamento de Epidemiologia del Ministerio de Salud Publica,
asi como a las autondades de cada hospital de los resultado§ obtenidos,

mediante la entrega de la Tesis avalada por la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia.
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VL. MATERIALES Y METODOS

- A. Universo

Todos los aislamientos de Staphyfococcus spp. del banco del Laboratorio Nacional de
Satud captados en el periodo del 2002 a mayo del 2004,

B. Muestra

Se utilizaron 113 aislamientos de Stapylococcus spp. colectados por el Laboratorio
Nacional de Salud provenientes de diferentes hospitales de la nacion.

C. Recursos
1. Humanos

Claudia Eugenia Alburez Calvo (Tesista)
Licenciado Jorge Matheu (Asesor)

2. Institucionales

a. Area de Bacteriologia de la Unidad de Diagnéstico Humano del Laboratorio
Nacional de Salud det Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social.

b. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala.

3. Fisicos
a. Materiales

- tubos de vidrio
- hisépos estérnles
- asas bactenologicas
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- cajas de petn

- pinzas estériles

- regla graduada en mm.
- guantes

- bata blanca

b. Reactivos

- tubos con solucion salina

- estandar de Mc Farland 0.5 (Suspensién de suffato de barno).

- agar sangre de camero

- agar Muller Hinton

- discos para susceptibilidad de los antibioticos: entromicina, oxacilina,
clindamicina, gentamicina, tnmetoprim sulfametoxazole, ciprofloxacina y
vancomecina.

¢. Equipo

- incubadora a 37 °C

- mechero bunsen

- estufa

- refrigeradora de 2 — 8 °C
- agitador tipo vortex

D. Metodologia

Las muestras que se analizaron, comrespondian a todos los aislamientos de
Staphylococcus spp. captados por el Laboratorio Nacional de Salud provenientes de
diferentes Hospitales del pais; fueron sometidas a pruebas para ia determinacion de
los mecanismos de resistencia haciendo uso de los discos de antibidticos necesarios.
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E. Procedimiento

Se resembraron los aislamientos en un agar nutritivo (sangre de camero) y se
incubaron a 37 °C durante 24 horas para obtener crecimiento.

1. Preparacién del Estandar de Mc Farland 0.5:

1.1 Se agregaron 0.5 mide BaCL 0.048M a8 995 ml de H,SO, 0.18 M (1% VA).

1.2 Se venficola turbidez correcta del estandar usando un espectrofotometro.

1.3 Se distnbuyeron de 4- 6 mil dentro de tubos similares a los que se usaron para
preparar indculos.

1.4 Se almacenaron a temperatura ambiente protegiéndolos de la luz solar.

1.5 Se agité vigorosamente el estandar antes de su uso para lograr una turbidez
homogenea (24).

2. Preparacion de la suspension bacteriana:

2.1 Se seleccionaronde 4 a 5 colonias aisiadas de igual morfologia de la placa de
cultivo fresco (18-24 horas de incubacidon) con un asa en punta y se suspendieron
en un tubo con solucion salina.

2.2 Se gjustaron hasta llegar a una turbidez similar a la del estandar de Mc Farland

por comparacion visual. Para ello, se observaron los tubos contra un fondo
blanco con linea negra como contraste (24).

3. Inoculacion de las placas:

3.1 Dentro de los 15 minutos después de haber ajustado el inoculo se sembraron las
placas de Muller-Hinton con un hisopo esteril.

3.2 Se presiono el hisépo contra las paredes del tubo a fin de eliminar el exceso de
inocUlo.

3.3 Se inoculd ia superficie seca del Miiller Hinton por hisopado en tres direcciones
para asegurar una completa distribucion del inoculo. De esta foorma se logré
que las zonas de inhibicion fueran uniformemente circulares y el desamolio
confluente o casi confluente.

3.4 Se esperaron algunos minutos, pero no mas de 15 antes de aplicar los discos para
que el exceso de humedad superficial fuera absorbido (24).

33




4. Aplicacion de los discos de antibloticos en las placas inoculadas:

4.1 Se colocaron los discos sobre (a superficie del agar inoculada, con pinza estér,
aplicando una ligera presidén a una distancia o menor a 24 mm desde un centro
al otro. Debido a que algunas drogas difunden casi instantaneamente, el disco
no se removid una vez que entré en contacto con la superficie del agar.

42 Dentro de tos 15 minutos postenores a que los discos fueron aplicados, se
incubaron las placas invertidas a 37°C por 24 horas {24).

5. Lectura de las placas:

5.1 Despues de 16-18 horas de incubacion se examind cada placa y se
midieron los diametros de {as zonas de inhibicion. Debido a que el
microorganismo estudiado fue Staphyfococus spp. para vancomicina y
oxacilina se incubd por 24 horas.

52 Se determiné 1a presencia del MRS con el uso del disco de oxacilina por
ser el mas apropiado para 1a deteccién de meticilina/oxachina resistencia.

53 Se usé luz trasmitida para examinar un ligero crecimiento de los
aislamientos meticilino resistentes dentro de las zonas de inhibicion. Cualquier
desarrolio dentro de la zona de inhibicion se tomoé como indicativo de meticilino
resitencia.

5.4 Para determinar la presencia del mecanismo de resistencia MLS, se observo la
presencia de alguna accidn inductora por parte de aiguno de los dos discos de
antibidticos (dindamicina y eritromicina) que pudiera estar deformando el haio
de inhibicién (achatandolo).

6. Reporte
Los tamafios de las zonas de inhibicibn se interpretaron con tablas vy los
microorganismos se informaron sensibles o susceptible (S), intermedios (I) o
resistentes (R), frente al antimicrobiano ensayado, tomando en cuenta si habia o no
presencia de MRS y el mecanismo de resistencia MLS, segun las normas del Comité
Nacional de estandares para Laboratorios Clinicos de Estados Unidos NCCLS (Anexo

1).




e

. Disefo
1. Analisis de datos

a. Tipo de estudio: Descriptivo.

b. Tamafio de muestra: Se analizaron 113 aislamientos de Staphyfococcus spp.,
el tamafio de la muestra fue determinado por conveniencia, debido a la
cantidad de recursos disponibles.

c. Vanables de interés: Halos de inhibicion que mostraron a cada uno de los
antibidticos los aislamientos analizados y Mecanismos de resistencia.

2. Angdlisis Estadistico

- Sellevo a cabo un analisis de frecuencia para descripcion de los aislamientos;
a traveés del programa computarizado WHONET se realizaron graficas con porcentajes

para determinar {a frecuencia de los mecanismos de resistencia.
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Vil. RESULTADOS

£l hospital que presentd el mayor nimero de casos MRSA y MRS fue el hospital San
Juan de Dios, mientras que el de Coatapeque fue el que presentdé ambos
mecanismos, swendoelmésahoenMLSmrelaaénabsdenﬁs(gréﬁca 1).
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Se observo que el tipo de muestra mas frecuente comesponde a secreciones varias
para ambos mecanismos (grafica 2).
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Se observo que el microorganismo que presentd el mayor numero de casos positivos
en el mecanismo MRS fue Sfaphylococcus aureuys (grafica 3).
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Grafica 3: Clasificacién por especie de los aislamientos MRS
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Se observo que el microorganismo que presentd el mayor niumero de casos positivos
en el mecanismo MLS fue Staphyfococcus aureus (grafica 4).
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Grafica 4: Clasificacion por especie de los aislamientos MLS
positivos de Staphyiococcus spp.
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Las quinilonas y la penicilina fueron los antibidticos que predominaron con et
porcentaje mas alto de resistencia del total de aislamientos, con menor proporcion en
el resto de antibidticos (grafica 5). . _
Gréfica 5: Comportamiento de los aisiamientos de
Staphylococcus spp. durante el periodo del 2002 a mayo del
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Fuente: Datos expenmentales
S. aureus mantuvo un porcentaje similar al encontrado en el total de aislamientos
analizados, stendo el mayor porcentaje de resistencia para las quinotonas y penicilinas
(grafica 6).
Grafica 6: Comportamiento de {os alsiamientos de los
S. aureus durante el periodo del 2002 a mayo del 2004
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La penicilina y macrélidos (eritromicina) presentaron los porcentajes de resistencia
mas altos comparado con los demas antibioticos utilizados (gréfica 7).

- _ _ ]
g Gréfica 7: Comportamiento de los aisiamlentos de los S.

coagulasa negativo durante el periodo del 2002 a mayo del
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Fuente: Datos experimentales

Staphylococcus aureus meticilino resistente presentd altos porcentajes de resistencia,
90% amba a fla mayoria de antbidticos utilizados (gréﬁca 8).

Gréafica 8: S. aureus m eticilino resistentes durante el periodo
comprendido del 2002 a mayo del 2004
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39




e

= ol

La penicilina es el unico antibiético que muestra un alto porcentaje de resistencia en
fos MSSA, cuatro mas presentaron un porcentaje significativo, encontrandose en el
resto 0% de resistencia (grafica 8). . |

Gréafica 9: S. aursus meticllino sensible durante el periodo
comprendido del 2002 a mayo del 2004
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Fuente: Datos experimentales

Se encontrd un incremento proporcional por aiio del mecanismo MRSA en los
antibioticos utilizados (grafica 10).
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, Gréafica 10: Comparacién por aio del mecanismo MRS en 8.
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" ————— TA%R 2002 =7

z. in=10
:  B%R2003 "
[} i : !
* 1 : . I -
i H ' .
i ; . E%R2004 =21
i 100 4 - - - - ' . ' - ’.
x - * o : i rt
H I z ~ = = + 3 z - o ’
! - - - - . . :
i[ - - - p - i t
= - - + = - '
i - - ol - - L .
1 1“ - = - " -y - - r
{ 80 1 z o = 2 = . £
; = 3 - - = = '
i - - i . o - i
| : : : : ~ * 1
! ; -; :'r = ) - ﬁ-. E
| v - = > ’ :r 3 d
l - - & 2 - % = !
.. ﬁ 60 z = = T | z e :
% - = - - - = = 4
i “ - . - - = : i
; - ey a . -y :‘ :
- e - - - . pad - £
; t E - -~ b - = b !
:. | ¢ : : z : . . f
: 1 - - i —— £ *
E 40 H - g ,; . - < ;
: = : - 2 o]
| : - : - . !
: - - - - x ;
t = - ) = .= I
r . F
! ~ - = -
; s R (B (B : i
; m r * - : L T ;. ——— ¥ |
; 5 : a X K . : : i :
1 ; -
i ' - = -& - » I .
-: ar il ;— ..:-.. - ] . i :.
E_ : : ’ . N - . ’ i.
] o =z - . ; ;
i :
5 :
¢ ;
p i
1 I
! %@f "r \ q;% o% i
. *
i :
|
v i
antibiéticos A
- —— o

Fuente: Datos experimentales R= Resndema

40




Los MRS presentaron un nivel alto de resistencia a once antibiéticos de un total de
trece antibidticos analizados (grafica 11).

— — _ _ -

| Gréfica 11: Staphyfococcus coagulasa negativo Meticilino

| resistente durante el periodo del 2002 a mayo del 2004 |
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Fuente: Datos experimentates

En el mecanismo MRS predominé el incremento de resistencia, siendo mayor en e
aito 2004 (grafica 12).

Grafica 12: Comparacion por a}io ;e;nzecanism de
resistencia MRS en Staphyfococcus coagulasa negativo
durante el periodo comprendido del 2002 a mayo del 20064
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Fuente: Datos experimentales R=Resistencia
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En el mecanismo MLS para S. aureus se encontrd resistencia significativa en la mitad
del total de los antibiéticos utilizados (grafica 13).
f Gréfica 13: Mecanismo de Resistencia MLS en S. aureus durante el
periodo comprendido de! afto 2002 a enero de! 2004 ‘
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Fuente: Datos experimentales
El mecanismo MLS en S. aureus mantuvo un porcentaje de resistencia similar hasta el
2004 en donde ademas se encontné resistencia a la tetraciclina (grafica 14).
Grafica 14: Comparacioén por afio del mecanismo de resistencia
MLS en S. aureus durante el periodo comprendido del 2002 a mayo
del 2004
- %R 2002 n=4
8% R2003 =4
120] — —— : m% R 2004 N=3
100 -i. ?
]
- # 80y
.
g 20
o
e
. Fuente: Datos experimentales R=Resistencia )

42




En los Staphylococcus coagulasa negativa se encontré resistencia para el mecanismo
MLS en cnco del total de antibiéticos utilizados (gréfica 15).

Grafica 16: Mecanismo de Resistencia MLS en S. coagulasa I
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Ef mecanismo MLS en Staphylococcus coagulasa negativa mantuvo un porcentaje
de resistencia similar hasta el 2004, en donde se encontré resistencia a demés a
la tetraciclina (grafica 16).

Grafica 16: Comparacién por afio del mecanismo de :
resistencia MLS en S. coagulasa negativo durante el periodo 4
comprendido del 2002 a mayo del 2004 '
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Xi. DISCUSION DE RESULTADOS

E£n el estudio se evalud el comportamiento de 113 aislamientos de Staphyfococcus
spp., incluyendo Staphylococcus aureus y Staphylococcus coagulasa negativa

encontrandose entre estos (S. epidemidis, S. xylosus, S. capitis, S. saprophyticus, S.

cohnii, S. hominis, S. lentus, S. wameri y S. haemolyticus), captados en el Laboratorio
Nacional de Salud (LNS), que provenian de diferentes hospitales Nacionales
Departamentales del periodo comprendido del 2002 a mayo del 2004.

Se evaluaron ailgunos Mecanismos de Resistencia, para o cual, se tomaron en
cuenta dos de i0s mas importantes que pueden desarroliar este tipo de baclerias
siendo estos: Staphylococcus resistentes a 1a Meticilina (MRS) y Staphylococcus
resistentes a Macrélidos, Lincosaminas y Estreptograminas (MLS). Clasificandoseles

por Hospital de procedencia, asi como también se agruparon de acuerdo al tipo de

muestra evaluada.

De acuerdo con la procedencia de las muestras analizadas, se encontré que los
Hospitales de Coatepeque, Antigua y Petén fueron los unicos que presentaron ambos
mecanismos (MRS y MLS) entre los aislamientos analizados (Grafica 1), siendo el
mayor numero de casos comrespondientes al mecanismo de meticilino resistencia con
un total de 55 casos positivos (49 por ciento det total de aislamientos), clasificandolos
en 38 MRSA y 17 MRS. Este hallazgo sugiere que en estos establecimientos
probablemente no se han realizado las pruebas para la detemminacion de estos
mecanismos; en muchos casos por no tener el conocimiento de la forma de llevarlas a
cabo, 0 por no contar con |08 matenales necesarnos. Realizando unicamente un
antibiograma simple, y por consiguiente ia terapéutica para tos pacientes no ha sido la
mas adecuada, dando como consecuencia un porcentaje alto de resistencia a los
antimicrobianos.

En cuanto al mecanismo de meticilino resistencia (MRS) el que presenté la
procedencia mas alta fue el Hospital San Juan de Dios y la mas baja el hospital de
Chimaltenango. Los resultados de MLS positivos se detectaron en otros hospitales
diferentes a los del mecanismo antenor siendo la procedencia mas aita en el hospital
de Coatepeque y la mas baja en el hospital de Antigua, indicandonos que estos
mecanismos no dependen uno del otro y la presencia de alguno de los dos no es
indicio de la existencia del otro, ya que se encontraron ambos unicamente en algunos
de los hospitales.




El tpo de muestra mas frecuentemente asociado a la presencia de los
Staphyiococcus en los aislamientos analizados para ambos mecanismos, se tiene con
el mayor numero de casos a las secreciones varias (Gréafica 2), esto debido a que
este tipo de bacterias principaimente S. aureus estan presentes en la mayoria de
procesos con fomacion de pus, como infecciones de la piel por heridas, quemaduras,
secreciones oficas; quedando como los menos involucrados: catéteres, heridas
quirurgicas, leche matema y aspirados varios los cuales mostraron porcentajes bajos
aunque significativos.

De ios 113 aislamientos analizados (100 por ciento), se encontraron 55 casos
positivos meticilino resistentes (49 por ciento del total de aislamientos), de estos 38
correspondieron a MRSA y 17 a MRS (gréfica 3). Del total de aislamientos se
encontraron 13 casos positivos para el mecanismo MLS resistente (12 por ciento del
total de aislamientos); de estos 11 correspondieron a S. aureus y 2 a Staphylococcus
coagulasa negativa (grafica 4). De acuerdo a esto se observé que para ambos
mecanismos los S. aureus presentaron el mayor numero de casos positivos, io que
demostrd que en nuestros hospitales nacionales esta especie ha desaroliado
mecanismos de resistencia mucho mas especializados y en mayor cantidad
comparados con los de otras especies. Mecanismos que pueden ser propios de las
bactenas (resistencia natural) o bien que los han adquirido a través del tiempo y que
se van transfinendo entre ellas a través de mutaciones; ademas de valerse hoy en dia
de la produccién de B-lactamasas o las PBP's que son capaces de inactivar a
diferentes tipos de antibioticos, entre estos la penicilina y los involucrados en ambos
Mecanismos.

De acuerdo con los datos del comportamiento de tos 113 aisiamientos, con
respecto a los antibioticos analizados y los que muestran los resultados obtenidos
segun la especie de Staphyloccoccus (gréficas 5-7), comprueban una vez mas que la

‘especie de S. aureus tiende a presentar el mayor nimero de casos y porcentajes de

resistencia en los antibidticos analizados comparados con las otras especies de
Staphylococcus, indicando nuevamente que es muy importante la diferenciacién en el
hallazgo de coagulasa negativo y positivo para tomar fa mejor decision, en cuanto alf
uso de antibidticos en el momento de realizar el antibiograma. Tanto los S. aureus

como los Staphylococcus coagulasa negativo mostraron un patrén de resistencia

caractenzado por susceptibilidad Gnicamente a la vancomicina (0% de resistencia).
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Se determind el porcentaje de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
MRSA (gréfica 8), de donde se obtuvo 38 casos, y los Staphyfococcus coagulasa
negativo resistentes a ia meticilina MRS (gréfica 11), de los cuales se obtuvo 17 casos
(15 por ciento), comparado con los casos obtenidos de S. aureus sensibles a la
meticilina MSSA (gréfica 9), de los cuales se obtuvo 40 casos; de donde se puede
observar que al presentarse el mecanismo de resistencia MRSA y MRS también se

presenta una alta resistencia en los otros antibidticos, en algunos casos hasta de un
100 por ciento insignia de multirresistencia, caso contrario al no estar presente este
mecanismo en donde disminuye notablemente el porcentaje de resistencia a los
demas antibidticos. presentando unicamente 100 por ciento de resistencia a la
Penicilina G, un antibiético al que ya se le ha limitado su uso, esto debido a la
produccion de B-lactamasas por parte de estas bacterias en donde ya no es funcional.

Comparando el porcentaje de diferencia en el comportamiento anual que
presentaron los aislamientos de MRSA (gréfica 10) y los aislamientos MRS (grafica
12), se aprecia que el afto que presentd el mayor nimero de casos (21 para MRSAy 9

~ para MRS), al igual que el mayor porcentaje de resistencia comparado con los otros

anos fue el 2004. En estas graficas se puede apreciar que la mayoria de antibiéticos
tendian a presentar niveles mayores de resistencia en el ultimo afio analizado.

De aqui se deriva que el estar presente el mecanismo de Meticilino resistencia en
tos aisiamientos de Sfaphylococcus spp. podria ser indicio de muttiresistencia:
comparado con estudios realizados en otros paises, como por ejempio en Chile; los

resultados son similares a los encontrados en esta investigacion (32). Debido a que en

todos los casos cuando se presentd resistencia a la oxacilina existia un
comportamiento marcado de alta resistencia a los demas antibioticos analizados,
incluyendo otros B-lactamicos, aminoglucésidos, macrélidos, lincosaminas e incluso
quinolonas, presentandose  generalmente 100 por ciento de resistencia a
ciprofioxacina, eritromicina, clindamicina, gentamicina y penicilina G, no siendo estos
recomendables para ftratar las enfermedades causadas por los aislamientos
analizados; disminuyendo asi la gama de los posibles antibiéticos usados para tratar
las infecciones causadas por estas bacterias limitandose el tratamiento a 2 o 3
antibioticos especiaimente los glucopéptidos, los cuales presentan un O por ciento de
resistencia, quedando practicamente como tinicas opciones de tratamiento para estos
microorganismos si se sigue dando un uso inadecuado a los medicamentos.




El mecanismo MLS, que se determiné utilizando los discos de clindamicina y
eritromicina, considerandose positivo al haber un achatamiento o deformacion en el
halo, se tienen 13 casos positivos en total. De estos aislamientos, 11 casos son
Staphylococcus aureus (grafica 13), y 2 son Staphylococcus coagulasa negativa
(gréfica 15).

En este caso, al contrario del mecanismo MRS se observo que ia presencia del
MLS tanto en los S. aureus como en los Staphyfococcus coagulasa negativa no
interfirid con respecto a la resistencia de los demas antibioticos. No mostrando altos
porcentajes de resistencia en otros medicamentos analizados conjuntamente
presentando en la mayoria un 0 por ciento de resistencia, indicando que estos pueden
ser utiizados de manera confiable como parte de ia terapéutica en estos aislamientos.

Ademas se encontré que en este mecanismo Ia oxacilina muestra 0 por ciento de
resistencia a diferencia del MRSA, el cual interactia con los otros antibibticos
correspondientes al analisis del mecanismo MLS mostrando resistencias altas y
similares en la eritromicina y clindamicina.

En la comparacion que se hizo por aifo del mecanismo de resistencia MLS, tanto
en el caso de S. aureus (grafica 14), asi como en el de Staphylococcus coagulasa
negativa (grafica 16); el numero de antibiéticos con un aito porcentaje de resistencia
fue de 3 a 4 udnicamente. Mostrando a través de los tres afios analizados pocas
variantes y por lo tanto un perfil de resistencia similar. con excepcion del afio 2004, en
donde se presento resistencia a 1a tetraciclina.
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IX. CONCLUSIONES

Si existe la presencia de los mecanismos de resistencia MRS y MLS en los
aislamientos de Staphylococcus spp. analizados, encontrandose 38 casos de
MRSA, 17 casos de MRS, 11 casos de S. aureus MLS resistentes y 2 casos de
Staphylococcus coagulasa negativa MLS resistentes de los 113 aislamientos
analizados.

El nimero de casos de meticilino resistencia va en aumento a través de los afos,
observandose que en el 2004 existen porcentajes amiba del 50 por ciento en {a
mayoria de antibidticos, indicando que la presencia de este mecanismo es
sindnimo de Multimesistencia.

Al comparar el mecanismo MRSA con el MSSA se tiene una diferencia marcada
en cuanto al porcentaje de resistencia, presentando el MRSA porcentajes altos
de resistencia en la mayoria de antibidticos, a diferencia del MSSA en el cual la
mayoria de antibioticos presentan O por ciento de resistencia.

El mecanismo MLS no presento el fenomeno de multimesistencia, ya que la
mayoria de antibidticos se mostraron susceptibles, dejando un margen mas
amplio de posibles opciones terapéuticas.

Los S. aureus presentaron el mayor nimero de casos positivos para MRS y
MLS, lo que sugiere el desarmrolio de mecanismos mas complejos comparado con
los Staphylococcus coagulasa negativa.

Existe una diferencia significativa entre los mecanismos de resistencia MRS y
MLS, presentando el MRS resistencia por amba del 50 por ciento en {a mayoria
de antibidticos (multiresistencia), caso contrario al MLS el cual muestra
porcentajes de resistencia por amba del 50 por ciento Unicamente en 3
antibiéticos dejando mas opciones terapéuticas.
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X. RECOMENDACIONES

1. Alertar a los Hospitales Nacionales Capitalinos y Departamentales imphcados
para que tomen {as medidas epidemiologicas de la adecuada esterilizacion de
equipo medico-quirurgico para evitar contaminacion de pacientes.

2. Utilizar antisépticos idoneos en la red de hospitales nacionales que garanticen
fa eliminacién de bacterias nosocomiales como las implicadas en el presente
estudio.

3. Realizar vigilancia epidemiologica nosocomial realizando periddicamente
cultivos en areas de mayor riesgo de contaminacion de Staphylococcus.

4. Capactar a los tecnicos de laboratono encargados del area de bacteriologia

para que conozcan la forma de deteccion de 0s mecanismos de resistencia
MRS y MLS, la forma de interpretarios y reportarios para evitar proporcionar
un tratamiento inadecuado a los pacientes.

5. Informar al personal meédico y parameédico los mecanismos de resistencia
estudiados para actualizar la informacion de cada hospital respecto a los
hallazgos y los nuevos avances tecnologicos en el aislamiento de bacterias.
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Xll. ANEXOS




Anexo 1
Interpretacion de los didmetros de las zonas

de inhibicion {(mm) para Staphyilococcus spp.

| Agente  Contenido [Resistente | Intermedio | Moderadamente | Susceptible

| antimicrobiano | del disco | | | susceptible |

T Amoxiciing- 20110mcg T Y |

i r | t

; acido | <19 | ;; :
clavulanico - ' | , |
Ampicilina - 10mcg7ml| <28 % , , 2 29 !
anicilina- - 10/10 mcg s11 | 12-14 215 i

=14 | 1547 - 218

Cloranfenicol 30 ...

Cﬂoxm S mce

| Clindamicina 2mcg
| EBntromicana 15 mcg
P —— 4
( Gentamicina 10 mcg

!____l;plpenem 10 mcg

| Meticlina ~ 5meg | ) ;
— e - ——
}__Oﬂoxacﬂma S mcg ]

Oxacilina . 1 mcg
| . |
- N | :
!; P - .Hq G _ 10U -‘ ; ;
Y YR 1 - — ‘
. Rifampicina 5 - | _ .
i——wa - - @mm% : .rs - -L - e  EERER varvand
P T : < | 11-15 | 216 f
l i |

_ 215 |

Tomado de: Wayne PA. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing. NCCLS, Aprobado informational supplement Standard M100-S9.

National Comitee for Clinical Laboratory Standars, 1999. Villanova, Pennsylvania,
USA.
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