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RESUMEN

El problema actualmente sobre la resistencia antibiotica en Sreptococcus pneumoniae, la
importancia en nuestro ambito geogréfico y las consecuencias sobre €l tratamiento
antibiético de las infecciones neumocdcicas fue el motivo del actu a estudio.

Se han estudiado 100 cepas de Streptococcus pneumoniae cuyos aislamientos fueron
recolectados de nifios menores de 5 afios que fueron enviados a la Unidad de patdgenos
Respiratorios del Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinic a (INLASA)
provenientes de la Red de Laboratorios de Bacteriologia Clinica de Bolivia asi como de
algunos Laboratorios privados durante € periodo de Julio 2000 a Diciembre 2005. El
estudio fue de tipo descriptivo de Corte Transversal.

La busgueda de los fenotipos de resistencia a macrdlidos fue detectado por la prueba del
Doble Disco de Susceptibilidad y Resistencia, donde se observo que € 83% de |as cepas no
presentaban ningun fenotipo de resistencia, sin embargo € 17% s presentaban alguno de
los fenotipos.

El predominio de Streptococcus pneumoniae macrolido resistentes fue del 17%(17) de los
cuales 65% (11) eran resistentes a Eritromicina y sensibles a Clindamicina asignados como

fenotipo M (Mecanismos de Resistencia por Eflujo) y 35%(6) eran resistentes a
Eritromicina y Clindamicina asignados como fenotipo MLSB de Tipo Constitutivo
(Mecanismo de Resistencia por Metilasas) en ninguno de los casos se observo e fenotipo

MLSB de tipo inducido

Los resultados revelan que del total de los aislamientos que presentan |os mecanismos de
resistencia a macrolidos 41%(7) proceden de Hemocultivos y 35% (6) de Liquido
Cefdorraquideo y 24%(4) de otros fuentes de aidamiento. El 53%(9) tienen como
diagnostico Neumonia, 35%(6) Meningitis y 12%(2) otros diagno sticos. La mayoria de los
aislamientos con la Resistencia procedian de nifios menores de 1 afio con un 53%(9).

Por otro lado se observa que no existe dependencia entre € tamizaje de oxacilina y
mecanismos de resistencia a macrolidos ya que los resultados muestran un mayor
porcentaje para SP 65%(11).En cuanto a la Serotipificacion cabe sefialar que los serotipos
gue predominan en € estudio fueron € 14 con 29.4%(5) y 19F con un 23.4%(4) esto
coincide con los datos de orden de frecuencia de los Serotipos d e Bolivia.

El nivel de resistencia encontrado en el estudio es de bajo nivel ubicando asi a nuestro pais
entre aquellos con bagja resistencia a macrélidos comparado con otros paises a nivel
mundial.



SUMMARY

Actualy the problem of the antibiotic resistance at the moment in Sreptococcus
pneumoniae, the importance thing in our geographic scope and of the consequences on the
antibiotic treatment of the neumococycal infections was the purpose about this present
study.

Have been studied 100 Streptococcus pneumoniae ‘s strain, it was collected children s
under five years old, it was sent at Respiratory pathogens Area of the National Laboratory
of Reference in Bacteriology Clinical (INLASA); it “s originating of the Network of
Laboratories of Clinical Bacteriology of Bolivia as well as of some Private Laboratories
among the period of Julio 2000 to December 2005. The study was of descriptive type of
Cross sectional.

The search of the resistance “s macrdlidos phenotypes was detect by the of Susceptibility
and Resistance “s Double Disc test. The result was 83% of the strains didn’t have resistance
“s phenotype; other 17% expressed some phenotype of resistance.

Sreptococcus pneumoniae “s macroélidos resistant predominance was 17%(17) of which
65% (11) was Erythromycin resistant and Clindamicyn sensible assigned as phenotype M
(mechanisms of Resistance by Eflujo) and 35%(6) w as Erythromycin and Clindamicyn
resistant to assigned phenotype MLS-B of Constitutive Type (Mechanism of Resistance by
Metilasas) didn "t observe phenotype MLSB of induced type.

About the results was observed that of the total of the strains with macrdlidos mechanisms
of resistance, 41 %( 7) come from Hemocultivos, 35% (6) come from Cefaorraquideo
Fluid and 24 %(4) other source of isolation. 53% (9) had Neumonia “s diagnosis, 35 %(6)
Meningitis and 12 %(2) other diagnoses. Most of the strains with 53 %(9) came from
younger children under five years old.

Was observed that it doesn’t exist dependency between Oxacilina Test and Macrdlido “s
resistance “s mechanisms because the results showed a greater percentage for SP 65%
(11).About predominate serotype, 14 with 29.4%(5) and 19F with 23.4%(4) the most
important, agree with database of frequency of Bolivia s Serotypes.

The level of resistance found in the study is of low level thus locating to our country
between those with low resistance to macrdlidos at compared world -wide level with other
countries.



I.INTRODUCCION

Las infecciones de las vias respiratorias son una causa habitua de consulta médica, siendo
bien conocido que arededor del 60% estan producidas por virus. Sin embargo en una
proporcion considerable de casos, dichas infecciones obedecen a una etiologia bacteriana,

especiamente por Streptococcus pneumoniae y en menor medida por Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis u otros patdgenos. Streptococcus pneumoniae es un
comensal comun en € tracto respiratorio superior humano aislandose en un 5 -70% de la
poblacién adulta sana. El estado de portador sano vari a con la edad, ambiente y época del
ano, la tasa de portadores es inferior en adultos que viven sin nifios en e hogar. Este

porcentgje es mucho mas alto durante los meses de invierno, en los nifios (30 -40%) que en
los adultos (10-20%) y en comunidades cerradas (50-60%) que en la poblacion general

humana (27%).*

Streptococcus pneumoniae se ubica dentro de las principales prioridades como problema de
salud publica tanto los paises industrializados como aguellos menos desarrollados. Es

responsable de elevada morbilidad y letalidad ya que es uno de los principales agentes
causales de una gran variedad de cuadros clinicos, infecciones benignas que afectan al

tracto respiratorio superior como la otitis media y sinusitis agudas, e infecciones severas

como septicemia, meningitis debido a la entrada directa de los microorganismos a través
de una fistula que comunique la nasofaringe con €l espacio meningeo y por otro lado la
neumonia. La neumonia, como sindrome es responsable de la muerte de aproximadamente

4 millones de nifios bgjo 5 afios de edad y de un nimero similar de adultos sobre 60 afios en

el mundo, la mayoria de estas muertes son atribuiblesa S. pneumoniae como agente Unico o
asociado a virus respiratorios. Segun datos aportados por € BID, en Latinoamérica se
producen cada afio 9.000 casos de meningitis bacteriana aguda (MBA), con un 10% de
letalidad promedio y 30% de secuelas. Actualmente, S. pneumoniae es la segunda causa de
MBA en Chile, responsable del 15,2% de los casos, después de Neisseria meningitidis que
se asocia a 48,6%. Haemophilus influenzae tipo b ha disminuido en forma importante su
incidencia (inferior al 5% en 1999) como consecuencia de la incorporacion de la vacuna
conjugada anti Hib en el PAI enjulio de 1996. (Diaz M et a).*

! Camponovo Rossana C. Problemas de resistencia en Sreptococcus pneumoniae




Con € paso del tiempo e impacto de las infecciones por S. pneumoniae se ha acentuado.
En las Ultimas dos décadas se ha producido un cambio en la epidemiologia de las
infecciones por este agente, con un aumento real de la incidencia, especidmente de
infecciones sistémicas como meningitis, en paises menos privilegiados. Otro aspecto nuevo
gue destacar es la aparicion de brotes de infecciones invasoras por S. pneumoniae en
algunas comunidades cerradas como guarderias y jardines infantiles.

Ahora bien la Penicilina durante mucho tiempo constituia el tratamiento de eleccion a
infecciones causadas por S. pneumoniae ya que hasta hace poco mas de 10 afios atras
permanecid susceptible, cuando comenzo6 a observarse con fuerza creciente € incremento
en su resistencia por lo que los Macrolidos llegaron a constituir una alternativa en €l
tratamiento de neumococos por o tanto, para su uso se debe tener conocimiento de la
existencia o no de resistencia frente a este grupo de antimicrobianos y su fenotipos
asociados.

Por lo tanto es importante realizar este trabajo ya que se debe tener en consideracion la
resistencia y los patrones de resistencia en las diferentes &reas geograficas de Bolivia ya
que € desarrollo de laresistencia antibidtica de Streptococcus pneumoniae es un hecho en
todo e mundo y se debe tener consideraciones cuando se €elija un tratamiento antibiético
en un paciente determinado, a su vez € incremento de dicha resistencia se ha

correlacionado con un uso excesivo de antimicrobianos.

2 Seral Cristina Seral. Distribution of resistance genes tet(M), aph3_-I11, catpC194 and the integrase gene of Tn1545 in
clinical Sreptococcus pneumoniae harbouring erm(B) and mef(A) genesin Spain.




II. DISENO TEORICO
MARCO REFERENCIAL

Modelo Teorico

INFECCIONES RESPIRATORIAS

I

CUADROS CLINICOS

INVASIVOS NO INVASIVOS

Streptococcus pneumoniae

CULTIVO Y ANTIBIOGRAMA |—» TRATAMIENTO
FALLA EN EL
RESISTENCIA »| TRATAMIENTO

MECANISMOS DE RESISTENCIA
(MACROLIDOS)

Sreptococcus pneumoniae es capaz de producir diferentes cuadros clinicos que afectan al
tracto respiratorio superior, como la otitis media, mastoiditis y sinusitis 6 € tracto
respiratorio inferior como la neumonia. Entre los cuadros clinicos extrarespiratorios destaca
la meningitis que puede ser debida a la entrada directa de los microorganismos a través de
una fistula que comunique |a nasofaringe con el espacio meningeo 6 bien puede s er una
complicacion de la neumonia bacteriana, sinusitis o endocarditis.

En los ultimo afios se han producido cambios importantes en la epidemiologia de la
infeccién neumococica, por lo tanto para redizar €l tratamiento antimicrobiano y evitar la
fadla en e tratamiento se debe tener en consideracion diferentes factores tales como la
resistencia y los patrones de resistencia del &rea geogréfica, asi como otros factores tales
como la aergia alos medicamentos.



MARCO TEORICO

1. Historia

Inicialmente S. pneumoniae fue denominado "microbio septicémico de la saliva' por
Pasteur y Micrococcus pasteuri por Sternberg en 1881, afio en €l cual ambos investigadores
lo aislaron por primera vez. En 1886, este microorganismo fue denominado neumococo por
Fraenkel debido a que causaba enfermedad pulmonar. Posteriormente, segun sugerencia de
Weichselbaum (1886), en 1920, fue denominado Diplococcus pneumoniae debido a su
morfologia, En 1974, en la octava edicién del Manual de Bacteriologia de Bergey, €
neumococo fue denominado Streptococcus pneumoniae (Chester 1901), denominacion alin

vigente.®

2. Morfologia e | dentificacién
2.1. Descripcion del agente

Sreptococcus pneumoniae  pertenece a género  Streptococcus de la familia
Sreptococcaceae. El género Streptococcus esta conformado por cocos Gram positivos,
anaerobios facultativos, catalasa negativa y citocromo -oxidasa negativa. Los estreptococos
clinicamente relevantes son homofermentadores y € producto final de la fermentacion de la

glucosaes el 4cido l&ctico.’

2.1.1. Morfologia macr oscopica y microscopica. Condiciones de cultivo

Sreptococcus pneumoniae es una de las especies del género Streptococcus
perteneciente a la familia Streptococcaceae. Es € agente etiologico mas comin de las
neumonias bacterianas y la segunda causa de meningitis en los Estados Unidos.

S pneumoniae es un diplococo Gram positivo, encapsulado, lanceolado, que

frecuentemente se presenta en cadenas rectas y cortas.

® Organizacién Panamericana de la Salud. Programa Especial para vacunas e Inmunizacion (Sireva) . Manua de
Streptococcus pneumoniae.2002




Presenta un crecimiento difuso en los caldos, y en agar tiene el aspecto de colonias
pequeiias, grisaceas y mucoides (acuosas), rodeadas de una zona verde de a- hemdlisis

parcia (hemalisis a) en el agar sangre ovina al 5% (ver preparaci 6n en el anexo 1).

Una lupa o un microscopio (30X -50X) es util para diferenciar morfoldgicamente a las
colonias de neumococos de las de Streptococcus viridans, que también producen una zona
verde de hemdlisis en € agar sangre ovina a 5%. El cultivo en agar sangre ovina, presenta
colonias lisas, pequefias, brillantes, circundadas por un halo verde de o hemdlisis. Son
anaerobios facultativos y algunos aislamientos clinicos son ex igentes en CO 2. E
neumococo pierde su viabilidad a 60° C por 30 minutos, se lisa facilmente, es soluble en
bilis desoxicolato 10%, sensible ala optoquina (clorhidrato de etilhidrocupreina) y muchos
serotipos son virulentos para € raton. Puede perder su caracteristica de Gram-positivo

después de la fase logaritmica.®

Las colonias de S. pneumoniae en medio de cultivo sdlido, exhiben una zona de depresion
central causada por una autolisis parcial. Con € enveecimiento del cultivo, ocurre una
pérdida de la viabilidad de estas bacterias cuando crecen en ausencia de catalasa y

peroxidasa, debido ala acumulacién de peréxido de hidrégeno. 3

Las colonias jovenes de neumococos son abultadas, como las de S. viridans, pero después
de 24 a 48 horas de cultivo, las colonias se achatan y puede formarse una depresiéon en €
centro de cada una de €ellas (apariencia umbilicada), esto no ocurre con S. viridans. El
aspecto mucoide de S. pneumoniae dependera de cuan fresco sea el medio y de laatmosfera
de incubacion. Cuanto mas fresco sea el medio, més mucoides pareceran los cultivos.

Algunos serotipos como € 3 tienen un aspecto muy mucoide.

% Organizacion Panamericana de la Salud. Programa Especial para vacunas e Inmunizacion (Sireva) . Manual de
Streptococcus pneumoniae.2002




2.1.2. Condiciones de cultivo

S. pneumoniae es un microorganismo dificil de cultivar (fastidioso), por lo que
requiere medios enriquecidos para su aislamiento primario; tales como agar tripticasa soya
o0 agar infusidn cerebro corazén, enriquecido s con 5% de sangre ovina desfibrinada, sangre
de caballo o sangre de conejo. Para obtener una recuperacion adecuada de S. pneumoniae
se requiere que los medios utilizados para tal fin contengan aminoacidos, péptidos, purinas,
pirimidinas y vitaminas, suplementos que generalmente se encuentran en las bases
comerciales que contienen extracto de carne.

Para un éptimo crecimiento de S. pneumoniae en medios liquidos, es importante que los

medios utilizados sean caldos suplementados con carbohidratos fermentable s.

Existen numerosas bases comerciales que pueden ser usadas para preparar los medios
enriquecidos con sangre, las més conocidas son: Columbia, tripticasa soyay Todd Hewitt.
Paralelamente existen caldos de cultivo que favorecen la buena recuperacion de S.
pneumoniae, como € cado Todd Hewitt, la infusion cerebro corazén y e cado

enriquecido de tioglicolato.?

2.1.3. Condiciones atmosféricas

S. pneumoniae es anaerobio facultativo; La mayoria de los aislamientos presentan un
crecimiento relativamente bueno, pero ocasionalmente se observan colonias pequefias.
Algunos aislamientos son dependientes de CO2 (5-7 %), atmosfera que favorece €
crecimiento. Cuando se cultiva en forma aerébica S. pneumoniae acumula gran cantidad de

H202. El rango de temperatura a la cua se debeincubar S. pneumoniae es de 30 -36° C.

2.2. Componentes dela superficiede S. pneumoniae y antigenicidad.

L os principales componentes de la superficie del neumococo son: la membrana plasmética,

lapared celular y la capsula

® Organizacion Panamericana de la Salud. Programa Especial para vacunas e Inmunizacion (Sireva) . Manual de
Streptococcus pneumoniae.2002




La pared celular consiste de un esgueleto de péptido -glucano, tipico de las bacterias Gram
positivas. En este esqueleto se anclan € polisacarido capsular, € polisacarido C de la pared

celular y las proteinas.

a) Polisacarido capsular

Los neumococos presentan Antigenos capsulares donde la cgpsula neumocdcica esta
congtituida por polisacéaridos complejos que forman geles hi dréfilos sobre la superficie de
los microorganismos. Estos polisacaridos son antigénicos y representan la base para la

separacion de |os neumococos en diferentes serotipos. 4

El polisacérido capsular es un determinante esencial parala antigenicidad del ne umococo y
todo € sistema de la clasificaciéon en serotipos se basa en su diversidad antigénica, es €

responsable de la diferenciacion de ésta Unica especie en 90 serotipos.

El PS fue descrito como € primer antigeno, no proteico, inductor de anticuerpos en
humanos. La cdpsula se sintetiza répida y extensiva mente durante la fase logaritmica del
crecimiento bacteriano y el antigeno PS puede ser detectado en el suero y orina de

pacientes con enfermedad neumocacica.

Los estudios de la estructura quimica de éste antigeno revelan que la mayoria de los tipos
poseen una capsula cargada negativamente (excepto 7, 14 que son neutros) y poseen
componentes acidos como €l acido glucurénico (en los tipos 1, 2, 3, 5,8, 9A Y 9V) o
fosfato en enlaces fosfodiéster (en los tipos 6A, 68, 11A, 15F, 19F, 19A Y 23F). Los
estudios inmunolégicos demuestran que € antigeno PS, es independiente y puede
interactuar directamente con las células 8 parala produccién de anticuerpos.

La cpsula consiste en polimeros de ato peso molecular conformados por unidades
repetitivas de oligosacéridos, ligados por enlaces covalentes a la pared celular. El
polisacarido se denomina sustancia soluble especifica (soluble specific substance, SSS). La
cipsula es considerada e principal factor de virulencia de esta bacteria, debido a su

resistenciaalafagocitosis.

4 Joklik K. Wolfgang; Willete P. Hilda. Microbiologiade Zinsser.




b) Polisacarido de la pared celular.

El polisacarido C es e carbohidrato especifico de especie, que es componente
estructural principal de la pared celular de todos los neumococo s, esta distribuido de
manera uniforme por fueray por dentro de la pared. Es un polimero de &cido teicoico que
contiene fosfocolina como principal determinante  antigénico. La fosfocolina es
responsable de la aglutinacién de los neumococos o por ciertas p roteinas de mielomay por
la interaccion de polisacérido C con una beta-globulina sérica en presencia de calcio. Esta
beta globulina sérica, conocida como proteina C reactiva (PCR) no es un anticuerpo sino
una proteina que se encuentra presente en bajas co ncentraciones en la sangre normal pero
que esta elevada en los pacientes con enfermedades inflamatorias agudas. Ademas de la
fosfocolina e polisacarido C contiene gaactosamina, glucosa, fosfato, ribitol y una
tridesoxidiaminohexosa. La estructura completa de la unidad que se repite ha sido
delucidada y se ha demostrado que es idéntica en €l polisacarido C derivado de varios tipos

de neumococos.*

El polisacéarido de la pared bacteriana, denominado también polisacarido C (C -PS) es un
complejo de ribitol de &cido teicoico sustituido con colina llamada sustancia C, principal
componente de la pared celular del neumococo. Esta ligado covalentemente a péptido -
glucano a través de residuos de &cido muramico. , esta es mejor conocida por su capacidad
para combinarse con una globulina beta inespecifica que aparece en €l suero durante ciertas
infecciones. La cantidad de éste antigeno varia de cepa a cepa, pero esigual en cas todos

los tipos del heumococo (antigeno comun).

4 Joklik K. Wolfgang; Willete P. Hilda. Microbiologia de Zinsser.




El C-PS puede activar € sistema del complemento por la via aterna. Estudios de
proteccion realizados en ratones, con anticuerpos policlonales y monoclonales anti -C~PS,
han demostrado que |os anticuerpos son protectore s contra dosis letales, para determinados.
serotipos. Pero, los anticuerpos anti -C-PS presentes naturalmente no son protectores en la
evolucion de la enfermedad neumocdcica aguda, debido probablemente a que las cepas
encapsul adas estan cubiertas con € pol isacarido capsular 10 que vuelve al C-PS inaccesible

alos anticuerpos anti -C-PS.

c) Antigeno de For ssman.

Esta formado de acido lipoteicoico y acido teicoico, similar a polisacarido C de la
pared celular y esta ligado covalentemente a lipidos. El antigeno de Forssman se encuentra
uniformemente distribuido en la membrana plasmética y también esta localizado en las
moléculas de C-PS expuestas en la superficie. Las partes lipidicas de este antigeno estan

ancladas en la doble capa de lipidos de la m embrana plasmética del neumococo.

La presencia de este antigeno inhibe fuertemente la autolisina neumocdécica y también
regulala actividad de la enzima mureina hidrolasa, que tiene actividad en lalisis bacteriana.
Todos los neumococos son susceptibles a la lisis, durante la fase estacionaria del
crecimiento y es durante esta fase que e antigeno Forssman es excretado. La pérdida de
éste antigeno regulador resulta en la degradacion de la pared celular bacteriana. Los
estudios de inmunizacién de ratones con este antigeno no han demostrado proteccion

contralainfeccion neumocadcica

Empero a diferencia del antigeno C esta distribuido de manera uniforme en la superficie
externa de la membrana celular. El antigeno F es un potente inhibidor de la N -
acetilmuramil-L alanina amidasa, 10 que sugiere un papel fisioldgico especifico, para los
acidos lipoteicoicos en laregulacion in vivo de la actividad de peptidoglucano hidrolasa en

el microorganismos.*

4 Joklik K. Wolfgang; Willete P. Hilda. Micraobiologia de Zinsser.




d) Proteina A.

Es una proteina de superficie (PspA), con estructura antigénica variable en las
diferentes cepas de neumococo. Es una proteina transmembranal, de dificil purificacion y
de funcién desconocida. Parece ser requerida para un a completa expresion de la virulencia
del neumococo pues esta presente en la mayoria de los aislamientos recuperados de
pacientes. En model os murinos, la inmunizacion pasiva con antisueros poli y monovalentes
contra PspA asi como la inmunizacion activa con esta proteina ha demostrado proteccion

contralos diferentes serotipos de neumococo

€) Proteina M

Es una proteina tipo especifico que inmunologicamente es independiente de los
polisacéridos capsul ares.
No se ha demostrado ninguna correlacién entre la presencia de un tipo especifico de
proteina M y € tipo de microorganismo sobre la base del polisacarido capsular. Los

anticuerpos contra la protefna M no son protectores. *

4 Joklik K. Wolfgang; Willete P. Hilda. Microbiologia de Zinsser.




2.3. Factoresdevirulencia
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Figura 1. Estructurade la pared celular de S. pneumoniae.

Factoresdevirulencia
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Lavirulencia del neumococo ha sido atribuida a sus diferentes estructuras, principalmente a
las de la superficie. Algunos de los factores de virulencia tales como la capsula y las
proteinas de superficie determinan laresistencia alafagocitosis por | os polimorfonucleares,
lo que permite un mecanismo de escape €ficiente de las defensas del hospedero. Otros
factores de virulencia como la pared celular y la neumolisina estan involucrados en la

inflamacién causada por lainfeccion.


www.scielo.cl/fbpe/img/rci/v18s1/fig01.gif

El proceso inflamatorio del hospedero es el responsable de la mayoria de los sintomas de la
enfermedad neumocdcica, por lo tanto, los factores inflamatorios bacterianos son los

directos responsables por la mortalidad causada por €l neumococo invasor.

2.3.1. Deter minantes de pat ogenicidad
a) Capsula polisacaridica.

La virulencia y la invasividad del neumococo varian de acuerdo con los serotipos y
depende de la composicidn quimica y de la cantidad de polisacarido capsular producido.
Estas diferencias determinan la supervivencia de la bacteria en la circulacion y las
posibilidades de ocasionar enfermedad invasora, relacionada con la activacion del
complemento y su depdsito en la capsula, resistencia a la fagocitosis y capacidad para
inducir anticuerpos. Como g emplo, las cepas de neumococo del tipo 3 y 37 producen gran
cantidad de materia capsular, pero difieren en cuanto alavirulencia en animales. El tipo 3,
compuesto por un polimero de glucosa y écido glucurdnico, es considerado como uno de
los serotipos mas virulentos y con alta capacidad invasora. El serotipo 37, a pesar de poseer
una cdpsula compuesta de homopolimeros de glucosa, se asocia rara vez con enfermedad.
Otros experimentos de desafio en animales, con el empleo de cepas capsul ares mutantes del
mismo serotipo, han exhibido una virulencia proporciona ala cantidad de material capsular

producido.

A pesar de ser la capsula €l principa factor de virulencia, el mecanismo completo de su
accion en e hospedero no es completamente conocido. Se sabe que € PS purif icado no es
toxico; varias capsulas son altamente polares e hidrdfilas, por lo cua interfieren con la
interaccion de la bacteria con el fagocito. La capacidad de ingestion y destruccion por €l
fagocito del hospedero exige que € microorganismo esté cubierto por anticuerpos o

complemento para |a opsonizacion.



b) Pared celular

Los é&cidos teicoicos y los fragmentos de peptidoglucano de la pared celular son los
que causan la inflamacién. Estos componentes son tan potentes que se comparan con €l
lipopolisacarido (LPS) de las bacterias Gram negativas. Durante la lisis bacteriana estos
activan la via aterna del complemento, lo que estimula a su vez, la produccién. de
citoguinas y da como resultado fiebre y chogque. Cuando estos componentes se inyec tan en
forma purificada, inducen una inflamacion similar a la que se observa después de la
infeccion con la bacteria total

Un aspecto fundamental en e proceso inflamatorio es la lisis bacteriana debida a los
antibiéticos beta lactdmicos los que liberan grandes cantidades de fragmentos de pared
celular, produciendo un dafo irreversible en €l paciente y en ocasiones la muerte.

c) Neumolisina.

Pneumolisina (o neumolising). Desde & punto de vista fisioldgico puede considerase
una toxina, ya que destruye la membrana de los gldbulos rojos y es la responsable de la o
hemdlisis que se observa cuando se cultiva S. pneumoniae en medios con sangre y en
ambiente de anaerobiosis. La pneumolisina se relaciona inmunolédgicamente con la
estreptolisina O producida por |os estreptococos b -hemoliticos del grupo A. En infecciones
experimentales en congjos produce anemia hemoliticay necrosis aveolar, pero no esta bien

definido su rol patogénico en las infecciones humanas.

Es una hemolisina sensible a la temperatura y €l 0, relacionado desde el punto de vista
inmunologico con la estreptolisina O. Se considera a la neumolisina responsable de la

hemdlisis observada cuando se encuentra a Streptococcus pneumoniae en anaerobiosis.

Es una citotoxina de gran importancia para la virulencia del neumococo. E s una proteina
intracelular, la cua no se secreta y solamente se libera cuando ocurre lisis bacteriana. Su
peso es de 52,8 kDa y la secuencia de aminoécidos es homologa a las hemolisinas

producidas por S. pyogenes y Listeria monocytogenes.



Esta proteina esta involucrada en el mecanismo de escape de |a bacteria contra la respuesta
inmune del hospedero. Esta toxina se une a colesterol de la membrana de la célula

eucariotica alaque destruye atravées de laformacion de poros.

Estudios en ratones han demostrado que cepas mutantes deficientes en la produccién de
neumolisina, tienen menor virulencia. En humanos, € titulo de anticuerpos contra la
neumolisina aumenta en pacientes con neumonia, |0 que indica que esta proteina es
producida por la bacteria cuando se multiplica en el hospedero. Otros estudios en e mismo
tipo de animal, han demostrado que la neumolising, en forma inactiva, produce anticuerpos
protectores. Por |o tanto, esta proteina, en forma conjugada con € polisacérido capsular,

podriaincrementar |a eficacia de una vacuna.

d) Neuraminidasa.

Neuraminidasa. Es una enzima capaz de hidrolizar las glucoproteinas y los glucolipidos
celulares y por lo tanto tendria un papel importante para ayudar a la diseminacion y
multiplicacion de S. pneumoniae en los teidos infectados. Disminuye la viscosidad del
mucus que reviste € epitelio respiratorio y altera la estructura de los oligosacéridos,

exponiendo |os receptores y facilitando la colonizacion.

Es una proteina de 107 Kda y esta asociada con la par ed celular, causa dafio en €
hospedero separando € &acido sidico termina de las glicoproteinas, glicolipidos y
oligosacaridos presentes en la superficie de las células y en fluidos corporales. Esta

separacion facilitariala adhesion de labacteriaalas células epiteliales del hospedero.
Los modelos de inmunizacion activa con la neuraminidasa purificada han demostrado un

aumento en la sobrevida de los ratones después de la infeccion con e neumococo, |o cual

sugiere una contribucion de ésta proteina con la patogenicidad del neumococo.

! Camponovo Rossana C. Problemas de resistencia en Streptococcus pneumoniae. Rev. Chil. Infectol.2002




Facilita € acceso neumococico a los pulmones mediante € adelgazamiento de las
secreciones mucinosas. Activa contra glucoproteina y glucopeptidos celulares y puede

desempefiar un papel de diseminacién del neumococo por los tejidos infectados. °

2.3.2. Enzimas autoliticas.

Estas enzimas estan relacionadas con e proceso de division bacteriana (separacion de
las células hijas) y de la transformacion genética; parecen estar relacionadas con funciones
biolégicas basicas del neumococo. Estan localizadas en la membrana celular. En la forma
inactiva se unen al &cido lipoteicoico y através de éste alamembranade lab acteria.

La principal enzima autolitica es la N -acetil-muramico-alanina amidasa (autolisina), la cual
rompe la union entre el &cido muramico y la alanina del mucopéptido de la pared celular,
durante |a fase estacionaria del crecimiento de la bacteria. La lisis del neumococo por sales
biliares ocurre a través de la activacion de ésta enzima.

En modelos animales, las mutantes autolisina negativas han demostrado ser menos
virulentas que las cepas silvestres y la inmunizacion activa de ratones con esta protein a ha

conferido proteccidn contralainfeccion.

Recientemente, se ha demostrado que la autolisina es activada por la lisozima humana,
factor de defensa del hospedero, que es liberada durante la infeccion y la inflamacion, e

induce asi lalisis del neumococo, |o que aumenta el proceso inflamatorio

Proteinas de superficie pspA y psaA . Estas proteinas podrian participar en la adherencia

inicial alacéulablanco.

a) Autolisina. Denominada también amidasa, es una enzima que hidroliza la capa de
peptidoglicano en un sitio especifico: entre e &cido N -acetil murdmico y € residuo aanina
del puente peptidico. La actividad de la amidasa depende de la presencia de fosfato de

colina en e &cido teicoico de la pared celular. La actividad de la amidasa en presencia de

® Stuart Walker. Microbiologia .1%d.México: Mc Graw. Hill Interamericana S.A



colina permite la division celular; si bien esta es una funcion basica de la bacteria, no esta
claro el papel delaautolisinaen lavirulencia bacteriana. *

Las amidasas 6 autolisinas neumococicas hidrolizan la capa de péptido glicano a nivel del
&cido N-acetil murédmicoy € residuo de alanina del puente peptidico.

La actividad de la amidasa neumocdcica se observa en cultivos méas antiguos cuando €l
crecimiento prolongado sobre el Agar dalugar alalisis de las bacterias en €l centro de la

colonia. Esto confiere la apariencia de donas a las col onias mas antiguas.

La solubilidad en bilis se debe a la activacion de una amidasa en bilis que rompe € enlace

entrelaaaninay e 4cido murdmico en el peptidoglucano neumocécico. °

b) Proteasa dela Inmunoglobulina A.

Proteasa paralgA. Las cepas de S. pneumoniae producen una proteasa que hidrolizae
inactivalainmunoglobulina A1 presente en las mucosas, |0 que facilitaria su adherenciay
colonizacién inicial. Es interesante considerar que estas IgA protea sas son producidas
también por otras bacterias capaces de producir infecciones invasoras severas como H.

influenzae tipo b y N. meningitidis. °

Las proteasas de la Ig A son enzimas extracelulares presentes en bacterias, como S.
pneumoniae, que causan infeccién en las mucosas de humanos. Estas proteinas son
excretadas en € medio de cultivo, principamente a inicio de la fase logaritmica de

crecimiento.

LalgA proteasarompe la unién prolil -treonil de la molécula de IgA, en los fragmentos Fab
y Fc asi impide € blogueo de la adherencia por la IgA secretora. La funcidon de ésta
proteasa en la patogénesis de las infecciones neumocdcicas no estd todavia bien
determinada

! Camponovo Rossana C. Problemas de resistencia en Streptococcus pneumoniae. Rev. Chil. Infectol.2002
® Stuart Walker. Microbiologia .1%d.México: Mc Graw. Hill Interamericana S.A




c) Hialorunidasa

Aproximadamente 99% de los aislamientos clinicos producen esta enzima, que cliva €l
acido hiauronico, componente del tegjido conectivo del hospedero. Es secretado

activamente en el medio de cultivo durante lafase logaritmicadel crecimiento bacteriano.

d) Peréxido de hidrogeno

Estudios recientes, en animales, han sugerido la accion téxica oxidante del perdxido de

hidrogeno producido por el neumococo, en las células epiteliales del hospedero.

2.3.3. Mecanismos de Patogenicidad

La infeccién neumococica en e hombre se manifiesta de varias maneras. Puede variar
desde e estado de portador, sin infeccion del tracto respiratorio, a un cuadro invasivo de
neumonia, meningitis, endocarditis, bacteriemia o a infecciones purulentas como otitis
media y conjuntivitis entre otras. La bacteriemia puede ocurrir en asociacion con una
faringitis hasta una septicemia fulminante con plarpura y hemorragia de las adrenales
(sindrome de Waterhouse-Friderichsen). La meningitis neumococica es la complicacion

mas comun de una sinusitis, mastoiditis, otitis 0 neumonia.

S. pneumoniae es un habitante normal de la nasofaringe humana; su nimero es limitado por
la competencia con otros microorganismos de la nasofaringe e igualmente por los
mecanismos de defensa especificos del hospedero. La enfermedad generalmente se asocia
con la adquisicion de una nueva cepa, seguida por la ateracion de la microb iota y no
depende de un estado de portador prolongado. Por lo tanto, € estado inmune del hospedero

en & momento de la colonizacion, asi como la virulencia de la nueva cepa adquirida
determinardn si e neumococo lo invadira o no. El dafio de la mucosa de | a nasofaringe
debido a una infeccion viral, bronquitis asmética o a humo, alcohol u otras drogas,

predispone a la infeccién neumococica y aumenta la colonizacion bacteriana debido a una
mayor exposicion de receptores del hospedero ala adherencia del neum ococo.



El mecanismo por € cua e neumococo migra de la nasofaringe a los pulmones o a la
circulacion es poco conocido. Se sabe que después de la colonizacién, € microorganismo

debe sobrepasar 10s mecanismos de defensa especificos para poder invadir. E | efecto toxico
de la neuraminidasa y del peroxido de hidrogeno y la accion de la IgA proteasa puede tener

importancia en esta fase de la infeccién, y puede aumentar la probabilidad de que la
bacteria alcance directamente € torrente circulatorio o latrom pa de Eustaquio.

En 15 a 30% de los pacientes con una infeccion neumococica la bacteria alcanza €l torrente
circulatorio; donde sobrevive protegido por la capsula que impide lafagocitosis. En el caso
en gue la bacteria alcance el pulmon, por esa otra via encuentra una nueva linea de defensa
que son los macréfagos aveolares. Nuevamente la capsula le permite sobrevivir. Es la
respuesta inflamatoria la que causa dafio en los tgjidos pulmonares y puede resultar en una
alteracion de los mecanismos de intercambio de gases, o que puede llevar a cuadros de

insuficiencia respiratoria.

La meningitis ocurre cuando la bacteria infecta las meninges, produciendo una inflamacion
local que altera la barrera hemato-encefdlica. Cuadros sobreagudos pueden llevar a la
muerte en pocas horas o evolucionar favorablemente pero con secuelas (sordera, ceguera,

pardlisis, etc.).

2.4. Defensas del hospedero.

La inmunidad humora tiene importancia en la resistencia adquirida contra el
neumococo. La cdpsula polisacaridica es inmunogénica, e induce anticuerpos protectores

tipo especifico T -independientes.

Los anticuerpos anti-PS promueven la opsonizacion de la bacteria. Los microorganismos
también pueden ser opsonizados por la activacion de la via clasica o de la via altern a del
complemento. Las bacterias opsonizadas son rdpidamente ingeridas por los fagocitos y
eliminadas. Los polisacaridos son reconocidos por mecanismos independientes de las
células T, por lo tanto, ellos no estimulan anticuerpos de ato nivel de afinidad,

particularmente en nifios menores de 2 afos.



Tampoco inducen células de memoria necesarias para una respuesta anamnésica. Si la
funcionalidad de las células B esta disminuida, como ocurre en los nifios pequefios o en los
inmunocomprometidos como los pacientes con SIDA, € riesgo de las neumocdcicas

Sistémicas aumentan.

2.5. Tratamiento

En el pasado los neumococos eran sensibles de manera uniforme a la penicilina G de
modo que todas las enfermedades neumocacicas se trataban con penicilina. En la act ualidad
con frecuencia unaresistenciarelativaalapenicilina
Las formas aternativas con eficiencia demostrada incluyen cefalosporinas, eritromicina 'y
la clindamicina. Como la actividad de las tetraciclinas frente a Streptococcus pneumoniae

resulta menos predecible, no se deben emplear en los pacientes graves.

La eleccion de un plan de tratamiento antibiotico empirico es una tarea compleja, para la
que debe tenerse la suficiente informacion en relacion a: 1os gérmenes mas frecuentemente
responsables de esa infeccion, su patrén de sensibilidad en €l medio, € estado de gravedad
del enfermo y otras caracteristicas del huésped. Estos planes tienen que ser renovados
permanentemente, porque como consecuencia de su uso se van seleccionando cepas
resistentes y porque constantemente se esta trabgando en la elaboracion de nuevos
antibioticos con e fin de lograr mayor eficacia, menor toxicidad, menos efectos
secundarios ylo mayor facilidad de administracion.
Teniendo en cuenta las innumerables variables de cada situacién clinica, no es posible
establecer normas rigidas de tratamiento. Lo que se pretende es proporcionar los
conocimientos basicos para que los planes terapéuticos sean e resultado de un

razonamiento 14gico.

Las recomendaciones de tratamiento para neuropatia aguda comunitaria son un esfuerzo

para ayudar aracionalizar el uso de los antibiéticos.

« Neumoniapor Streptococcus pneumoniae: contintia siendo el agente causal mas
frecuente. L os betal actamicos son |os agentes de eleccion, y dentro de ellos la

penicilina G.



La introduccion en el mercado de nuevos macrélidos y azalides como la azitromicinay la
claritromicina, con la posibilidad de administrar dosis Unicas, por cortos periodos con una
mayor vida media plasmética y € acanzar mayores concentracio nes intracelulares, ha
revolucionado el tratamiento de la sepsis respiratoria de forma ambulatoria. ©

Las dosis son variables, |0s esquemas terapéuti cos mas aceptados son |os siguientes:

e Azitromicina 500 mg viaora € primer diay 250 mg viaora diarios los 4 d.
siguientes.

o Claritromicina: 500 mg viaora diariosde 3 a5d.

Otras opciones terapéuticas la constituyen el uso de las tetraciclinas (doxiclina),
clindamicina y sulfaprim. La combinacion de una penicilina con inhibidores de
betalactamasas (amoxicilina + acido clavulanico) constituye una aternativa eficaz, con
estudios que reportan hasta el 93 % de tasa de erradicacion de la sepsis por neumococo del
tracto respiratorio inferior.’

En los Ultimos afos aparecen cepas de Sreptococcus pneumoniae resistentes a penicilina,
lo que ha provocado grandes problemas a escala mundial. Esta resistencia se transmite a
otros betalactamicos, los glicopéctidos (vancomicina y teicoplamina) son los antibidticos a

utilizar en estos casos. ®

3. RESISTENCIA BACTERIANA

Los antimicrobianos han reducido la mortalidad de las enfermedades infecciosas pero
no han disminuido la prevalencia de las mismas. El uso de agentes antimicrobianos ha
provocado la evolucion de las poblaciones bacterianas hacia formas cada vez mas
sofisticadas que les permite eludir la intervencién del hombre, en su aspiracion por

controlar |os procesos infecci0osos.

® Davis Bernard. Tratado de Microbiologia. 3%d.México: Editores Salvat; 1984

" Depardieu Florence and Courvalin Patrice Mutation in 23S rRNA Responsible for Resistance to 16 -Membered
Macrolides and Streptograminsin Streptococcus pneumoniae. American Society for Microbiology: Jan. 2001

8 Gundian J: Gassiot Nufio C, Pifio AP, Gmez Ramos M, Hernandez Lima L. Tratamiento de la Neumonia
Extrahospitalaria




Las bacterias naturalmente resisten frente a determinadas drogas desconocidas desde la
produccién misma del farmaco, pero es motivo de interpretacion distinta; la resistencia
adquirida en e curso de los afios 6 aun en poco tiempo por ciertas bacterias, por esto es
conveniente separar para su estudio la resistencia natura y la resistencia adquirida y de

esta los distintos medios de obtenerla. °

3.1. Resistencia Natural, I ntrinseca 6 Constitutivo

Es la resistencia denominada como primaria 'y definida como una insensibilidad de
todas las bacterias aisladas de unaespecie.
La resistencia natural es la ofrecida por | as bacterias de una misma especie 6 cepa frente a
determinado antibiotico, se destaca que esta capacidad de resistencia al farmaco es comun
en todos los integrantes de la especie. Citamos como gemplo préctico a Pseudomonas

aeruginosa, naturalmente resistente ala penicilina.*® ***2

3.2. Resistencia Adquirida

Laresistencia de la bacteria a uno o varios antibioticos puede lograrse en el transcurso por
dos mecanismos bésicos. por mutacion de las caracteristicas de su cromosoma 6 por la
adquisicion de material genético por ubicacion extracromosomico. La resistencia adquirida
se diferencia de la natural ¢ primaria porque se alcanza de un modo parcial por pocos 6

muchos integrantes de una misma especie 6 cepa pero no por latotalidad. %%

d) Resistencia cromosomica: La resistencia cromosdémica se origino por una mutacion

espontanea cuya frecuencia ha sido estimada en 10 a la 102 potencia. Este nlimero
potencial adquiere significado a causa de acelerado crecimiento de las especies
bacterianas. Se ha calculado que en ocho horas se suceden 36 generaciones de

bacterias. La velocidad de multiplicacion explica la presencia de un mutante

9 Moreno Jaime; Phadanouvong Vienviley; Castafieda Elizabeth. Vigilancia Molecular de aislamientos invasores de
Streptococcus pneumoniae resistentes ala penicilina en nifios Colombianos menores de 5 afos . 2004.

10 Bergolio Remo M. ANTIBIOTICOS.5.ed.. Bogota: Ed. Médica Panamericana

Cercenado Mansilla Emilia. Resistencia a los antimicrobianos. Madrid. Espafia: Hospital General Universitario”
Gregorio Marafion”tm

12 pacheco Chirinos Julio. Los mecanismos de resistencia microbiana.




resistente y si |a especie esta sometida a una droga, se van deteriorando |as bacterias
y solo sobreviven aguellas con r esistencia cromosomica propia.

Este modo de adquirir resistencia se califica como espontanea y discontinuo con una
frecuencia notoriamente menor que la resistencia de origen extracromosomico, ya
gue no hay propagacién a especies diferentes.

Practicamente todos |os bacilos gramnegativos producen a gunas betal actamasas de

origen cromosomico.

b) Resistencia Extracromosomica: La resistencia adquirida extracromosdmico se

obtuvo por incorporacion de materia genético que se sitla por fuera del

cromosoma, denomina también resistencia transferida O resistencia mediada por

plasmidos.

Se producen en mayor cantidad que los de origen cromosdmico que pudiera tener

la bacteria huésped. Dentro de este grupo se encuentran las  betalac tamasas de

espectro extendido.

4. MECANISMOS DE RESISTENCIA EN STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE:

Los mecanismos de resistencia més extendidos, referidos a las diferentes familias de
antibi6ticos en el caso de esta bacteria son los siguientes:

4.1. Resistencia a betalactamicos:

Alteracion de las proteinas de union alapenicilina (PBP), con baja afinidad por el farmaco.
4.2. Resistencia a macrdlidos:

Modificacion de la metilasa ribosomica (gen erm AM) y expulsion activa (gen mef E)

4.3. Resistencia a fluoroquin olonas:

Mutacion de la topoisomerasa |V. La mutacion en parC confiere resistencia de bajo nivel,
y una segunda mutacion en parC 0 la mutacion simultanea de parC y gyrA, confieren

resistenciade alto grado.™ ** °

13Jénuregui Peredo L.E. Antimicrobianos: Uso Terapéutico en Infectologia Clinica.1%d..Bolivia: Plural;2002

% Gundian Gonzéles J, Barreto Penie J, Rodriguez Rodriguez MA, Pino Alfonso P, Alonso LimN. MACROLIDOS.

!> Giovanetti Eleonora. Presence of the tet (O) Genein Erythromycin- and Tetracycline-Resistant Strains of Streptococcus
pyogenes and Linkage with either the mef(A) or the erm(A) Gene. Antimicrobial agents and Chemotherapy. American
Society for Microbiology: 2003.




5.BLANCO DE ATAQUE DE LOSANTIMICROBIA NOS

5.1. Antimicrobianos que afectan la biosintesis de la pared bacteriana

La pared bacteriana es una estructura que protege a la célula de los cambios
osméticos del medio externo ademés de conferirle rigidez.

El peptidoglicano estaformado por largas cadenas de polisacaridos en las cuales se alternan
en forma linea N-acetilglucosamina (NAG) y é&cido N-acetilmuramico (NAM) estas
cadenas estan unidas en forma cruzada por puentes peptidicos mediante enlaces amida con
los grupos de D-aanina del acido N-acetilmuramico. La sintesis del peptidoglicano se ha
dividido en tres etapas, siendo la primera intracitoplasmética, la siguiente etapa es
intramembranosay el Ultimo paso es extramembranoso.

Los antibiéticos que actlian sobre la pared bacteriana i mpiden los sucesivos pasos de la
sintesis de la pared bacteriana, como consecuencia de esta interferencia, la célula bacteriana
sin pared no resiste los cambios osmaticos, se hincha y estalla, entre estos antibiéticos

podemos mencionar a

5.2. Antimicrobianos que afectan la biosintesis de acidos nucleicos

Labiosintesis de DNA bacteriano es inhibida por dos mecanismos:

a) mediante lainhibicion de una topoisomerasa.

b) mediante laformacion de compuestos toxicos

5.3. Antimicrobianos que afectan la biosintesis proteica

5.3.1 Inhibicidn de latranscripcion.

Consiste en la inhibicion de la subunidad B de la enzima RNA polimerasa DNA
dependiente, que lleva a la inhibicién de la sintesis de RNA mensgjero; este transmite la

informacién del DNA que es necesaria paralainformacién proteica normal.



5.3.2. Inhibiciéon de latraduccion.

La inhibicidn de la proteosintesis bacteriana se logra mediante la unién de la molécula de

antimicrobiano ala subunidad 30 S 6 50 S del ribosoma bacteriano.

Dentro de este grupo se encuentran aminoglucésidos, tetracilinas, macrélidos, lincosaminas
y estreptograminas

6. CLASIFICACION DE LOS MACROLIDOS, LINCOSAMINAS Y
ESTREPTOGRAMINAS

6.1. MACROLIDOS
6.1.1. Propiedades Generales

Con € descubrimiento en € afo 1952 de la eritromicina se incorpora a arsenal de los
antimicrobianos una nueva familia: la de los macrélidos. Este compuesto fue aislado por
Mc Guire y colaboradores en los productos metabdlicos de una cepa de Streptomyces
eruthraeus obtenida en una muestra de suelo recogida en archipiélago filipo. Mas de 3
décadas después y a pesar de no tener un efecto tan amplio como los betalactamicos y las
quinolonas o los aminoglucocidos, la incorporacion de nuevos compuestos a la familia,
hace que se consideren de el eccion contra9 microorganismos y como primera opcion frente
aotros.

Son antibidticos naturales y semisintéticos de medio espectro. Son primariamente
bacteriostaticos.

El termino macrocilido una serie de antibiéticos que se caracterizan guimicamente por
poseer en su estructura y un anillo lactonico u olido sumamente grande, macrocilico.
Comprende varios antibidticos e principal es la eritromicina'y € menos importante es la
espiramicina, como todos los antibiéticos de amplio espectro, son predominantemente

bacteriostéticos.



6.1.2. Clasificacion delos macr dlidos

Macrélidos de 14 &tomos |Macrdlidosde 15 atomos |Macradlidos de 16 atomos
Eritromicina Azitromicina Josamicina
Roxitromicina Midecamicina
Claritromicina Mioacamicina
Oleandomicina Roxitamicina
Diritromicina Espiramicina

6.1.3 Estructura quimica

Todos estos compuestos poseen un anillo macrociclico lactonico en cuya cadenas
lateral se efectlian sustituciones con varios azlcares complegos. Los macrolidos de mayor
uso terapéutico tienen anillo de 14(claritromicina, diritromicina, eritromicina,
roxitromicina) ,15(azitromicina) y16 (diacetilmidecamicina, espiramicina y josamicina)
&omos. Los compuestos de 14 &omos tiene uno o dos azucares ligados a un anillo por
uniones glicosidicas ay b. En | os compuestos de 16 d&tomos un amino azucar une a anillo
lactonico con los dos azlcares que se encuentran unidos uno a otro.

Los compuestos de 15 aomos han sido producidos por lainsercion de un nitrégeno en €

anillo de la eritromicina A. Este grupo realmente no pertenece alos macrdlidos sino a los
azdlidos pero la actividad de la azitromicina es tan similar a la de los macrdlidos, pero la
actividad de la azitromicina es tan similar a la de los macroélidos que por ssimplificacion se

laincluye en este grupo.*®

Estructura quimica de la Eritromicina

http://www.sepeap.es/libros/M EDI CINE98/Arti kul u/m7204.pdf
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6.1.4. Mecanismo de accion

Todos los macrdlidos inhiben la sintesis de proteinas actuando sobre la funcion de los
ribosomas, bloqueando la reaccién de translocacion del aminoacil -RNA de transferencia y

por ende la sintesis de polipéptidos bacterianos.
a. Inhibicién delasintesis delaproteina50 s
b. Accién bacteriostética bacteriana dependiendo de la concentraciéon (pH =alcalino

aumenta la capacidad de difundir en | as bacterias)

a Inhibicion delasintesisdelaproteina50 s

Los macrdlidos se unen de forma reversible a varias proteinas (L22 y L 27) de la
subunidad 50s del ribosoma en el sitio blanco especifico que es la molécula 23s del RNA
ribosdémico, promueven la disociacion de tRNA -peptidico del ribosoma durante la fase de
elongacién. Bloquean las reacciones de translocacion (macrélidos de 14 y 15 domos) en la
cual la cadena de péptido en crecimiento se desplaza del sitio aceptor a donador por esta
particularidad se proscribe su combinacién con otras drogas qu e compiten con € sitio
similar de fijacion en e ribosoma como la clindamicina y el cloranfenicol, 6 de
transpeptidacion, que actlan en la fase previa a la que es bloqueada por lo de 14 aomos

(macrdlidos de 16 atomos),que intervienen en la sintesis proteica.

b. Accidén bacteriostatica bacteriana dependiendo de la concentracion (pH=alcalino

aumenta la capacidad de difundir en | as bacterias)

Al igua que otros antibioticos que inhiben la sintesis de proteinas son bacteriostéticos, sin
embargo pueden ser bactericidas dependiendo de su concentracion, inéculo, densidad de la

poblacién y su fase de crecimiento en la que se encuentre. ®

8 Gundian J; Gassiot Nufio C, Pifio AP, Gomez Ramos M, Hernandez Lima L. Tratamiento de la Neumonia
Extrahospitalaria




Posee un ef ecto postantibiético y mayor actividad a un pH alcalino, se concentran dentro de
los macrofagos y polimorfonucleares 1o que resulta favorable para e tratamiento de

infecciones producidas por patégenosintracelulares. *

Los macrdlidos desarrollan una actividad antibacteriana lenta, predominantemente tiempo
dependiendo y con efecto postantibiotico (EPA). La actividad se considera bacteriostética
frente a la mayoria de los microorganismos. Sin embargo a concentraciones elevadas, en
medio alcalino y/o frente a determinados microorganismos como S pyogenes y S
pneumoniae, especialmente cuando se hallan en fase de crecimiento logaritmico, pueden
comportarse como bactericidas. Las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) son
sensiblemente inferiores a pH acalino (=8) porque la forma no ionizada difunde mejor a
través de la membrana citoplasmética. La adicion de suero reduce la CIM (aumenta la
actividad) de algunos macrolidos particularmente la de azitromicina y espiramicinay en
menor grado lade laclaritromicina.

Telitromicina es bactericida frente a S. pneumoniae y con efecto postantibiotico es mas
prolongado que e de los macrdlidos, probablemente en relacion con la tasa de disociacion

mas lenta del complgjo estélido-ribosoma producto de su mayor afinidad por € ARNTr.

EFECTO ANTIINFLAMATORIO

Macrdlidos y cetdlidos tienen efecto antiinflamatorio independientemente de su actividad
antimicrobiana.
Se han descrito varios lugares de accion (reduccién de la liberacion de citocinas

proinflamatorias 6 de oxidantes, aceleracion de la apoptosis de los neutrofilos) que al

parecer no interfieren con la actividad antibacteriana de los leucocitos. ™

4 Gundian Gonzéles J, Barreto Penie J, Rodriguez Rodriguez MA, Pino Alfonso P, Alonso LimN. MACROLIDOS.

15 Giovanetti Eleonora. Presence of the tet (O) Genein Erythromycin- and Tetracycline-Resistant Strains of Streptococcus
pyogenes and Linkage with either the mef(A) or the erm(A) Gene. Antimicrobial agents and Chemotherapy. American
Society for Microbiology: 2003.




6.1.5. Far macocinética

De forma general nos referimos a las caracteristicas de la eritromicina como
compuesto tipico del grupo. La Eritromicina se absorbe en la parte superior del intestino
delgado, penetra y difunde en cas todos los tejidos excepto en € encéfao y liquido
cefalorraguideo. Penetra el liquido prostético, atraviesa la barrera placentaria, sin embargo

no es teratdgena y al canza bajas concentraciones urinarias.

Se concentra fundamentalmente en & higado y se excreta por la hili s, esta en relacion
proporcional a aumento de las concentraciones con las dosis administrativas. Por este
motivo en las hepatopatias 0 enfermedades que cursen con ictericia obstructiva deben ser

utilizadas a dosis més bajas que las usuales.

La vida media plasmatica es de una y media horas, pero las concentraciones histicas
permanecen por un tiempo mayor. La mayor parte de la droga es inactiva por desmetilacion
hepatica, no es eliminada por didlisis peritoneal ni por hemodidisis. Por todas las
caracteristicas anteriores no constituyen medicamentos de eleccion en infecciones del
sistema nervioso central, la sepsis urinaria, la endocarditis infecciosa y las infecciones
estafilocécicas graves. *°

6.1.6. Espectro de actividad antimicrobiana
Eritromicina: Su espectro incluye:

Gram positivos: S aureus. S. pyogenes, S pneumoniae (Alrededor de 15% de cepas
sensibles a la penicilina son resistentes y un 30% de las cepas resistentes a la eritromicina)
estreptococos viridans, S. agalactiae, Peptostreptococos, C. diptheria, Clostridium spp.

Listeria monocitogenes, B.anthracis, P. acnes

1® Garcia Rodriguez JA., Garcia Sanchez E. Resistencia Bacteriana a Antimicrobianos




6.1.7. Resistencia

Existen |os siguientes mecanismos de resistencia a los macrolidos

a. Resistencia Intrinseca, Natural 6 Constitutiva: Estos grupos de antibiéticos por ser
hidrofobos atraviesa mal la membrana externa por lo que los bacilos gramnegativos
presentan resistencia natural, es €l caso de las enterobacterias y pseudomonas en las que
el defecto de permeabilidad impide €l paso del compuesto através de lapared celular.

Los antimicrobianos liposolubles pueden difundirse facilmente a través de las
membranas citoplasmaticas de las células eucariotas, permitiendo € tratamiento de
infecciones intracelulares, sin embargo las caracteristicas de la membrana externa
asimétrica de las bacterias gramnegativas impide € libre pasgje de las drogas, tanto

liposol ubles como hidrosolubles

b. Resistencia Adquirida. Mediada por plasmidos o transposones que codifican la
enzima metilasa, la cual modificael RNA del ribosoma causando una disminucion en la
afinidad por ¢ antibiético.®

Se han identificado |os siguientes mecanismos de resistencia:
b.1.Aparicion de cambios estructurales del lugar de union del macrdélido a  ribosoma
b.2.Existencia de bombas de expulsion (Eflujo de macrdlido s)

b.3.Mutaciones en |os genes ribosomicos de ARN

b.1.Aparicién de cambios estructurales del lugar de unién del macrdlidoal ribosoma

Las modificaciones del lugar de union al ribosoma pueden consistir en:
a) metilacion de un residuo de adenina 'y cam bios en la secuencia de bases del ARNr de la
subunidad 23 S

b) alteraciones de la proteina ribosdmica L4.

19 Klaasen Corne; Mouton Johan. Molecular Detection of the Macrolide Efflux Gene: To Discriminate or Not To
Discriminate between mef (A) and mef (E). American Society for Microbiology




a) Produccién de metilasa ribosdmica, |a metilacién del ARNr 23S

Obedece a la presencia de una enzima (metilasa) codificado por genes denominados
erm localizados en plésmidos y/o transposones que pueden expresarse de forma
congtitutiva o inducible. La induccion se ha relacionado con la presencia de cladinosa
(azlcar) en los macrdlidos de 14 y 15 atomos. Los macrélidos de 16 &omos, clindamicina
y telitromicina no inducen la actividad de la metilasa por que carecen de este azlicar. La
resistencia adquirida puede ser inducible 6 constitutiva. En la resistencia inducible e gen
que codificala enzima metilasa entra solo en actividad cuando el organismo se ve frente a
antibiético. Los macrdlidos de 14 y de 15 &omos inducen la desrepresion del gen. La
metilasa una vez activada hace que la bacteria se vuelvaresistente atodos los macrdlidos y
a la clindamicina. Los macrdlidos de 16 aomos (dia cetil -midecamicina, espiramicina,

josamicina) no inducen esta desrepresion del gen, ni su resistencia.

Laresistencia por metilaciones que impiden la union de los farmacos a ribosoma 50s esta
codificada por plasmidos en transposones, es cruzada y puede ser inducible (en macrélidos
de 14 y 15 &omos) y constituti va (macrélidos de 16 &omos y lincosaminas) y aparece en
COCOoS gram positivos y negativos, también la produccion de enzimas transferasas puede

determinar resistencia de estafilococos paralincomicinay clindamicina.

En la resistencia constitutiva € gen codificador esta presente en todos los organismos
resistentes y producen resistencia cruzada hacia todos los macrélidos, lincosaminas y las
estreptograminas. Si la expresion es constitutiva el mRNA del erm (B) es activo y su
traduccion por los ribosomas per mite la metilacion constitutiva de 1os ribosomas mientras
se sintetizan. Si es inducible e RNA del erm (B) se sintetiza pero en una conformacion
inactiva y llega a ser activo solamente en la presencia de inducir macrolidos. Para € gen
erm la capacidad de induccion de los macrdlidos depende de la estructura antibicética, €

nlmero de &omos en € anillo lactona determina la capacidad e induccion. *’

o Lectercq Roland; Courvalin Patrice. Resistance to Macrélidos and Related Antibioticsin Sreptococcus pneumoniae.
Antimicrobial agents and Chemotherapy




Se han identificado 21 clases de genes erm. En neumococos la resistencia esta mediada por
erm (B), En S pyogenes por erm (B) 6 erkm(A) y en S. aureus por eem(B) 6 erm(A).En
funcién del gen que codifica la metilasa esta incorpora uno o dos grupos metilos en €
nucledtido. La monometilacion origina resistencia cruzada a todos los macrdlidos, la
clindamicina y la estreptogramina B(quinupristing).El fenotipo de resistencia resultante se
conoce como fenotipo MLSB .La dimetilacion confiere resistencia ademés a telitromicina
Telitromicina es activa frente a cepas de neumococos resistentes a los macrolidos por
presencia de erm (B) y frente a cepas de Streptococcus pyogenes con resistencia inducible,
pero no lo es frente a S. pyogenes con resistencia constitutiva ni frente a S aureus con
resistencia inducible o constitutiva .Synersid es activo frente acepasde S aureus con €
fenotipo de resistencia MLSB. Si bien estas cepas son resistentes a quinupristing, la
resistencia no es cruzada con daforpristinay la sinergia de la asociacion se mantiene, sin

embrago el efecto suele ser bacteriostatico.

Las mutaciones cromosdmicas gue generan cambios de la proteina L4 o de la secuencia de
bases del ARNr 23S. La mutacion de la proteina L4 altera la estructuraterciaria del ARNr

23 Sen e dominio V einfluye indirectamente en la afinidad por el macrdlido.

Esta modificacion del blanco es secundariaa la adquisicion de un gen erm que codifica una
enzima que desnaturaliza un residuo especifico de la adenina (A2058) en &l rRNA 23s. Esta
alteracién induce un cambio conformacional en la subunidad ribosomal 50s que bloquea €
atascamiento ML SB.

El erm (B) inicialmente llamado (AM) primero fue caracterizado en € plasmido pAM77 en
el Streptococcus sanguis Al aislado en la placa dental en 1978. El gen se distribuye no
solamente en S, pneumoniae sino en una variedad de otras especies de estreptococcus,
enterococos y enterobacterias. En neumococos € gen es llevado por los transposones
conjugativos, la transposicion ocurre de cromosoma a cromosoma de los aislados de

Streptococcus pneumoniae.



La extension clénica de las cepas resistentes y la transferencia horizontal explica €l alto
predominio del gen erm (B) en neumococo eritromicina —resistente en ciertos paises. Las
cepas que pertenecen a lingje 23F o0 6B como parte de Tn 3872 ¢ de una forma modificada
de Tn 916 y de elementos de Tn 1545 y se pueden intercambiar en neumococo por la

transformacion.’

Fenotipo MLSg Constitutivo

Mecanismo de Resistencia por Metilasas (MLSB Congtitutivo)

http://jcm.asm.or g/cqgi/content -nw/full/39/4/1311/F1

u Lectercq Roland; Courvalin Patrice. Resistance to Macrélidos and Related Antibiotics in Streptococcus pneumoniae.
Antimicrobial agents and Chemotherapy
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Fenotipo ML Sg Inducido

Res stencia por Metilasas (MLS

http://jcm.asm.or g/cqgi/content -nw/full/39/4/1311/F1
Clinical Infectious Diseases 2003; 37:1257-1260

b) Alteraciones de la proteinaribosdmica L4

Las mutaciones se seleccionan durante el tratamiento y pueden observarse cuando se
emplea un macrélido en monoterapia de una infeccion por S aureus y H .pylori . Se han
descrito mutaciones de las proteinas L22 y L4 que confieren que confieren resistencia a
quinupristina.

Los fenotipos de resistencia MLSg (mediado por la presencia de metilasa) y M (debido a
una bomba de expulsion) son transferibles mediante transposones. En general e fenotipo
MLSg origina un nivel de resistencia a macrélidos mayor > (CIM 16mg/l) que e fenotipo
M (CIM 1-16mg/l).

% Bean David C. and Klena D. John Prevalence of erm(A) and mef(B) erythromycin resistance determinants in isolates
of Streptococcus pneumoniae from New Zealand. 2002
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b.2.Existencia de bombas de expulsion (Eflujo de macr 6lidos)

Estos no modifican €l blanco, sino por € contrario bombean de la célula o de lam embrana
celular guardando las concentraciones intracelulares y ribosomas libres del antibidtico, se
trata de la existencia de una bomba de expulsion activa del macrélido codificada por € gen

mef que bombea fueraalos macrélidos de 14 y 15 &omos.

La presencia del sistema de Eflujo fue descrita y establecida firmemente en 1996 por
Stcliffe et.al, este sistema de resistencia fue reconocida y caracterizada a macrolidos de
bajo nivel alos que tengan 14 y 15 &omos pero no muestran ninguna resistencia cruza da a
los de 16 d&tomos (lincosaminas y estreptograminas B) 6 sus andlogos. Este fenotipo fue
referido como fenotipo M y esta en contraste con e fenotipo MLSB que es de alto nivel. El
mismo afio clancy et.al. identifico el gen responsable del sistemade efl ujo en e Spyogenes
y fue denominado mef (E). Este gen fue depositado en las bases de datos de DNA vy se
podria considerar la secuencia de referencia para € gen mef(A).Tait -Kamradt et.al
identifico mas adelante un gen similar en e S pneumoniae y en ese momento fue sefialado

mef (E) 21, 24, 25, 29,30

La resistencia de Eritromicina de las bombas se ha descrito en varios organismos Gram
positivos. Sin embargo la resistencia adquirida a los macrdélidos detectada recientemente es
eflujo activo en Streptococcus pneumoniae, €l gen responsable de eflujo inicialmente fue
[lamada mef (E) debido a ser cercano al gen mef(A) de Streptococcus pyogenes, ambos con
identidad del 90% en € nivel del DNA vy seinsertan en sitios diferentes del cromosoma.

Y cgee Ledley. The antibiotics surveillance forum of south Africa Serotype 19F Multiresistant Pneumococcal Clone
Harboring Two Erythromycin Resistance Determinants [ erm(B) and mef(A)] in South Africa. 2001

# Kresken Michael High Prevalence of the ermB Gene among Erythromycin-Resistant Streptococcus pneumoniae
Isolates in Germany during the Winter of 2000-2001. 2004 Vol. 48, No. 8

% Morosini Marfa-lsabel. In Vitro Activity of Telithromycin against Spanish Streptococcus pneumoniae Isolates with
Characterized Macrolide Resistance Mechanisms. 2001. Vol. 45

“Hoon Song Jael. Macrolide resistance and genotypic characterization of Streptococcus pneumoniae in Asian countries

% 500 Ko Kwan and Hoon Song Jae. Evolution of Erythromycin-Resistant Streptococcus pneumoniae from Asian

Countries That Contains erm(B) and mef (A)Genes.2004




La bomba mef (A) pertenece ala clase principal, contiene 12 dominios de transmembrana
gue atraviesa la membrana citoplasmaticay €l eflujo es conducido por |a fuerza motiva del

proton. Se ha identifi cado pocos substratos y parece ser especifica a Eritromicinay a sus

derivados incluyendo Azitromicina, porque los macrolidos de 16 atomos (lincosaminas y
18,19

estreptograminas B) no son substratos de labomba.

Mecanismos de Resistencia por

http://jcm.asm.or g/cgi/content -nwi/full/39/4/1311/F1

b.3.Mutaciones en los genesribosdomicos de ARN

El mecanismo de resistenciaesraro pero con frecuencia resulta en resistencia a macrolidos

y estreptograminas. Se conoce con el fenotipo MS. %

6.2. LINCOSAMINAS
6.2.1. Propiedades Generales

Las lincosaminas forman un grupo pequefio de antibiéticos con una estructura
diferente de todos los otros antibidticos. Los compuestos que ocurren en forma natural

(aidlados de Streptomices lincolnesis) son lalincomicinay la celesticetina.

18 Cresti Stefania; Lattanzi Maria ; Zanchi Alessandra; Montagnani Francesca; Pollini Simona; Cellesi Carla; Rossolini
Gian Maria. Resistance Determinants and Clonal Di versity in Group A Streptococci Collected during a Period of
Increasing Macrolide Resistance American Society for Microbiology .2002

B Klaasen Corne; Mouton Johan. Molecular Detection of the Macrolide Efflux Gene: To Discriminate or Not To
Discriminate between mef (A) and mef (E). American Society for Microbiology.2005

20 Manual de pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana. Seccion Sreptococcus pneumoniae
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Una modificacion quimica de la lincomicina ha resultado en la clindamicina, la cua por
su mayor actividad antimicrobiana y mejor absorcion intestinal ha remplazado a la

lincomicina.

6.2.2 Estructura quimica

La clindamicina es e derivado 7-deoxi 7-cloro de la lincomicina. Es una base débil que es
soluble en agua como sal. Sus formulaciones son la sal de hidrocloruro (cgpsula ord), €l

ester de palmitato (suspension oral) y el ester de fosfato (solucion parenteral).

CH, CH,

| |
N. H H—C—C
|
¢ —NH—CH
CH,CH,CH, | b o H
H SCH,

Estructura quimica de la Clindamicina
http://www.sepeap.es/libros/M EDI CINE98/A rtikulu/m7204.pdf

6.2.3. Mecanismo de accion

Las lincosaminas son inhibidoras de la sintesis de proteinas. Se unen a la subunidad
50S de los ribosomas en un punto de fijacion muy similar (s no es idéntico) a de los
macrolidos y a del cloranfenicol. Por lo tanto cada uno de estos antibi6ti cos pueden inferir
en la accion de otros. Las lincosaminas inhiben lainiciacion de la formacion de la cadena
de péptidos por medio de su accién sobre los ribosomas que alin no han comenzado la
formacion de péptidos. Interfieren con la peptidil - transferasa lo que inhibe la formacion de
uniones entre péptidos y no permite la formacion de una cadena. Son consideradas
bacteriostéticas pero en ciertos casos tienen accion bactericida. Tienen la capacidad de
potenciar la opsonizacion y fagocitosis de las bacterias a concentraciones subinhibitorias
por medio de ateraciones en la superficie de la célula bacteriana, lo cual favorece la
fijacion de complemento y por ende la fagocitosis y lisis intracelular. La clindamicina
interfiere con la adherencia de S aureus ala fibronectina lo cual previene la colonizacion

con este microorganismo.


http://www.sepeap.es/libros/MEDICINE98/Artikulu/m7204.pdf

También interfiere con la formacion de la biomembrana del glicocalix con la produccién
de latoxinaresponsable del sindrome de choque téxico, ambos producidos por S. aureus.

6.2.4. Espectro de actividad antimicrobiana

Su actividad se limita a cocos Gram positivos aerobios, organismos anaerobios y
protozoos. Los cocos Gram positivo sensibles incluyen: S pneumoniae, S. pyogenes, S
bovis, estreptococos viridans. Los estafilococos tienen sensibilidad variable paralo cua se
necesita confirmacion del laboratorio. Los estafilococos resistentes a la eritromicina pueden
ser sensibles o resistentes a la clindamicina en e tratamiento de la infeccion. La
clindamicina es bactericida frente a la mayoria de los cocos Gram positivos (estreptococos

y estafilococos).

6.2.5. Resistencia

La resistencia puede ocurrir durante el tratamiento. Ocurre por mutaciones
cromosdmicas 6 por transferencia de plésmidos. Las mutacione s cromosdmicas producen
cambios en la estructura de los puntos de fijacion de los ribosomas o por fala de union
entre la clindamicinay la subunidad 50S del ribosoma (causada por la metilacion del RNA

ribosomal 23S). Los plasmidos producen alteraciones en las metas del antibidtico.

6.3. ESTREPTOGRAMINAS
6.3.1. Propiedades Generales:

Las estreptograminas constituyen una clase Unica de antibioticos naturales derivados
del Streptomices pristinaspiralis. Se incluyen se incluyen en esta familia a las mikacinas,
pristinamicinas, ostreomicinas y virginamicinas. El primer farmaco desarrollado en este
grupo fue la pristinamicina. La cual a causa de su limitada solubilidad acuosa ha sido
utilizada solamente como formulacion oral en el tratamiento de inf ecciones leves causadas

por el Saureus.



La pristinamicina contienen dos subunidades. la pristinamicina IA y la pristinamicina 1A
gue son macrolactonas que pertenecen a la familia de las estreptograminas B y A
respectivamente. Estos macrolactonas son b acteriostéticos invidualmente pero cuando
actian en combinacion producen una accién sinérgica que es bactericida. Su insolubilidad

en medio acuosa no ha permitido €l desarrollo de unaformulacion intravenosa.

Algunas modificaciones estructurales hechas a las macrolactonas de la pristinamicina ha
permitido e desarrollo de derivados sintéticos que son solubles en € agua. Uno de estos
derivados son € Synercid el cual combinala quinupristina(una pristinamicina del grupo 1A)
y ladafopristina (una pristinamicina del grupo I1A) en unas proporcién de 30:70 para crear
una formulacion intravenosa. El Synercid tiene la caracteristica principal de ser activo

frente alas cepas de Enterococcus faecium resistentes a la vancomicina.

6.3.2. Estructura quimica

Este farmaco conformado por la quinupristina y la dalfopristina que son derivados

semisintéticos de la pristinamicina

6.3.3 Mecanismo de accion

Las estreptograminas son compuestos funcionalmente relacionados a los macrélidos
(eritromicina) y las lincosaminas (clindamicina) pues tienen la capacidad de ligarse a la

subunidad 50S de | os ribosomas para inhibir la sintesis de proteinas bacterianas.

6.3.4. Actividad antimicrobiana

Su actividad antimicrobiana mas importante es contra las cepas de Enterococcus faecium
resistentes a la vancomicina y multiresistentes a otros antibidticos. Esta actividad es
inhibitoriay no es bactericida.

También es activo frente a las cepas de S aureus (sensibles y resistentes a Meticilina),
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae (incluyendo cepas resistentes a la
penicilina y a los macrdlidos) Corynebacterium jekeium y Streptococcus agalactiae. Su

actividad frente a estos microorganismos es bactericida.



Su actividad bactericida se extiende a los organismos Gram negat ivos e intracelulares
asociados con infecciones respiratorias incluyendo: H. influenzae, N. meningitidis, M.

catarrhalis, Leginella spp, Micoplasma pneumoniae.

6.3.5. Resistencia

El método mas comin contra las estreptograminas ocurre por accion de la familia de
genes erm (eritromicina resistente a metilasa) y se denomina MLSB (Macrdlidos,
Lincosaminas y estreptograminas).Estos genes codifican por accién de una enzima que
disminuye € grado de fijacion de la eritromicina, clindamicinay las estre ptograminas de |

grupo B hacialos organismos.

Los genes de resistencia pueden ser constitutivos o inducibles. Los organismos con genes
constitutivos son resistentes a todos los macrélidos, lincosaminas y las estreptograminas.
L os organismos con genes de resistencia inducible por 1o general se mantienen sensibles a
las estreptograminas del tipo B. Afortunadamente la presencia de genes de resistencia hacia
las estreptograminas del grupo B no modifican ni la actividad de las estreptograminas del
grupo A ni € efecto sinérgico de la combinacion de componentes de los grupos A y B. Se
han identificado otros mecanismos de resistencia incluyendo las modificaciones

enzimaticas simultaneas de |las estreptograminas del grupo A y B causadas por Saureus.

Estas modificaciones confieren resistencia de Synercid y a otras combinaciones de
estreptograminas del grupo A y B mantienen su actividad frente a aguellos organismos que
manifiestan resistencia solamente contra uno de los componentes A 6 B. En contraste las
cepas bacterianas resistentes al Synercid y alas otras combinaciones de estreptograminas A
y B muestran modificaciones enzimaticas sean del componente A o de las de los

componentes (A y B). =

B Jauregui Peredo L.E. Antimicrobianos: Uso Terapéutico en Infectologia Clinica.1%d..Bolivia: Plural;2002



7. EPIDEMIOLOGIA

S. pneumoniae es la principal causa de neumonias bacterianas y de otitis media aguda
en todo € mundo. También € neumococo es uno de los agentes méas frecuentes de
meningitis después de N. meningitidis y H. influenzae. La neumonia neumococica es
considerada como una de las més prevalentes y serias tanto en los paises desarrollados
como en desarrollo y afecta en primera instancia a los individuos con factores de riesgo. La
neumonia neumocacica es responsable de 10 a 25% de todas las neumonias, estimandose
una tasa de mortalidad mundial de mas de 1 millon de decesos anuales en nifios menores de

5 anos.

La enfermedad neumocacica es més frecuente 1os 2 primeros afios de vida, disminuyendo
luego rapidamente después de los 10-15 afios y volviendo a aumentar su incidencia en los
mayores de 65 afos. S. pneumoniae infecta exclusivamente a hombre, no existe otro
reservorio en la naturaleza. La tasa de portador nasofaringeo es del 20 a 40%, la cual

depende del periodo estudiado y de la poblacion.

Laviade transmision del neumococo es aérea, a través de goticas de saliva de portadores o
de enfermos. Es un organismo sensible al calor, a frio y a la desecacion, por lo tanto la
transmision requiere de un contact o estrecho de persona a persona. Todas las edades, razas
Y Sex0s son susceptibles a esta enfermedad.

Los estudios, realizados en muchos paises, sobre la distribucion de los serotipos
prevalentes, han demostrado que la frecuencia varia con € tiempo, € cu adro clinico, la
edad y laregién geogréfica.

Los portadores pueden albergar diferentes serotipos a mismo tiempo o en tiempos
diferentes, de modo continuo o intermitente. La distribucion de los serotipos en pacientes y
portadores sanos menores de 2 anos, es diferente ala de los adultos. Algunos serotipos son
aislados en todas las edades en cuanto otros son aislados més frecuentemente de nifios (6A,
68, 14, 18, 19F, 19A, 23F).



Ha sido demostrado que |os serotipos mas comunes que causan enfermedad invasora en los
paises desarrollados difieren de los aislados en los paises en desarrollo. Por lo tanto, la
serotipificacion sistematica del neumococo, es un instrumento epidemiol 6gico fundamental

ya que el conocimiento de la distribucién de serotipos mas frecuent es, en una determinada
poblacién, en un periodo dado, permitira la formulacion de una vacuna adecuada para la

poblacion en riesgo.

[11. ANTECEDENTES

La resistencia a Eritromicina en el Streptococcus pneumoniae se ha observado desde 1967
y e cua fue e primero en divulgar multiresistencia en aislados de Streptococcus
pneumoniae en Sur Africa en 1978. La resistencia del macrdlido en e neumococo ha

aumentado considerablemente durante los 5 afios pasados en varios éreas geogréficas. %

En un estudio realizado en Alemania entre el afio 2000 y 2001 que cubria 13 laboratorios
clinicos en Microbiologia, un total de 307de Streptococcus pyogenes y 333 aislados de
Streptococcus pneumoniae procedentes de infecciones respiratorias de pacientes no
internados menores de 16 afios de los cuales 40.5% tenian € genotipo mef A (Fenotipo
M),38.1% tenfan &l genotipo ermA y 9.5% tenian el erm B(fenotipo MLS) #

De 4281 cepas de Sreptococcus pneumoniae aislados a partir de procesos invasivos 'y del
tracto respiratorio de diferentes edades en Germania, 399(9.3%) eran resistentes a
Eritromicina, 226(56.6%) tenian e mef(A) fenotipo M y 168 (46.6%) tenian el gen erm (B)
fenotipo MLSB.?

M cgee Ledey; Clubmen Keith . The antibiotics surveillance forum of south Africa Serotype 19F Multir esistant
Pneumococcal Clone Harboring Two Erythromycin Resistance Determinants [ erm(B) and mef(A)] in South Africa.
American Society for Microbiology. 2001

22 Reinert Ralf Rene. Conferring Resistance to Macrolides in Streptococcus pneumoniae Clinical Strains Isolated in
Germany.2003

% Reinert Ralf Rene . Antimicrobial Resistance of Streptococcus pneumoniae Recovered from Outpatients with
Respiratory Tract Infections in Germany .2001




De 595 aislados de Sreptococcus pneumoniae pacientes no internados con infecciones
respiratorias recogidos a partir de 17 laboratorios de microbiologia en Alemania durante
2000-2001, 84 eran eritromicina resistentes y de estos € 84% tenian € gen erm(B)estos
procedian de paises de Europeos tales como Bélgica, Francia, Italia, Espafia, mientras que

el gen mef(A) fue encontrada predominante en EEUU y Canada %

Un total de 203 aislados clinicos de Streptococcus pneumoniae fueron recogidos de 14
hospitales Esparioles que representaban a 14 diversas areas geograficas obtenidos a partir
de procesos invasivos de los cuales en 14 aislados fue detectado e gen erm(B) fenotipo
MLSYy en 5 aislados se detecto el gen mef(A) fenotipo M. 2

En un estudio realizado en Italia se recogieron 65 cepas de Streptococcus pneumoniae a
partir de vias respiratorias atas (la mayoria de los aislados) y muestras de procesos
invasivos, 14 aislados tenian € fenotipo MLSB constitutivo, 44 fueron asignados al

fenotipo parcialmente inducible MLSB i y 1 tenia & fenotipo M mediado por el eflujo.
Todos los MLS constitutivo e inducible tenian € gen erm (B) de la resistencia a la

Eritromicinay todos los aislados del fenotipo M tenian el gen mef(A) 6 & mef (E). %

Fueron aislados 468 cepas de  Streptococcus pneumoniae de varios centros durante € afio
2000 y 2001 en Rusia a partir de vias respiratorias y de LCR de pacientes cuyas edades
comprendian 1 mes y 85 afios, la distribucion méxima fue encontrada de 2 a 10 afios,
siendo e mecanismo mas frecuente de eflujo con 5 cepas, seguido del gen erm (B) MLSB

constitutivo que f ue encontrado en 4 cepas de Streptococcus pneumoniae. *°

%K resken Michael. High Prevalence of the ermB Gene among Erythromycin-Resistant Streptococcus pneumoniae
Isolates in Germany during the Winter of 2000-2001 and In Vitro Activity of Telithromycin. Antimicrobial agents and
Chemotherapy. American Society for Microbiology . 2004

% Morosini Maria-lsabel. In Vitro Activity of Telithromycin against Spanish Sreptococcus pneumoniae |solates with
Characterized Macrolide Resistance Mechanisms. 2001

% Montanari MariaP. Phenotypic and Molecular Characterization of Tetracycline - and Erythromycin-Resistant Strains of
Streptococcus pneumoniae.2003

Klaasen Corne; Mouton Johan. Molecular Detection of the Macrolide Efflux Gene: To Discriminate or Not To
Discriminate between mef (A) and mef (E). . Antimicrobial Agents and Chemotherapy: 2005 Vol. 49




Un Total de 85 aislados clinicos de Sreptococcus pneumoniae eritromicina- resistentes fue
recogido de varios laboratorios Italianos de los cuales 65 aislados € gen erm (AM)

asignados como macrolidos, lincosaminas y streptograminas (MLSB) de tipo constitutivo y
los 20 restantes llevaban €l gen mef (E) asignado como fenotipo M, no se encontré a

ningun fenotipo MLSB inducible. %

Ciento veinticuatro aislados Streptococcus pneumoniae de eritromicina-resistentes fueron
recuperados a partir de muestras 0jo, oido, esputo, muestras nasales en Nueva Zelandia para
determinar la presencia de la resistencia en Macrdlidos, € gen erm(B) fenotipo MLS, fue
detectado en 118(95.2%) y el gen mef(A) en 83(66.9%) de los aislados.?®

En un estudio de la vigilancia de Streptococcus pneumoniae de lared Asiatica del grupo
ANSORP procedentes de 10 paises Asi@ticos durante 1998 -2001 se rediz0 la
caracterizacion fenotipicay genotipicay los mecanismos de resistencia siendo 5 55 aislados
de los cuales 216(38.9%) eran susceptibles, 10 (1.8%) eran intermedios y 329(59.3%) eran

resistentes a Eritromicina.

La metilacién en €l ribosoma codificado por € erm (B) era e mecanismo més comin de

resistencia. En la mayoria de los paises Asiaticos excepto en Singapur, Malasia y Hong -
Kong fue encontrado el genotipo mef A en un 50% de las cepas de Streptococcus
pneumoniae. El nivel de Resistencia de Eritromicina en Streptococcus pneumoniae en la

mayoria de |os paises Asi&ticos excepto en Tai landia e Indiafue muy Alta.

La resistencia a Eritromicina de 110 aislados de Streptococcus pneumoniae en paises de
Asiadebido ala extension clonica de agunos multidrogas resistentes muestra que 45(41%)

tenian e gen eem (B) fenotipo MLS, mientras que e 23(21%) contenian €l erm (B) vy €

mef (A), 42(38%) contuvieron solamente el mef(A) fenotipo M.

%" K ozlov Roman S. . Antistreptococcal Activity of Telithromycin Compared with Seven Other Drugs in Relation to
Macrolide Resistance Mechanismsin Russia. 2003

% Bean David C. and KlenaD. John Prevalence of erm(A) and mef(B) erythromycin resistance determinantsin isolates
of Streptococcus pneumoniae from New Zealand. 2002

% Hoon Song Jae. Macrolide resistance and genotypic characterization of Streptococcus pneumoniae in Asian countries: a
study of the Asian Network for Surveillance of Resistant Pathogens .2004




Los aislados que contenian e erm (B) y & mef(A) fueron obtenidos de la China, Hong -
Kong, Corea, Malasiay Vietnam. ¥

En el Hospital General de PLA y delaUniversidad Beijing en China se aislaron 192 cepas
de Streptococcus pneumoniae de estos 149 eran Eritromicina-resistentes, de los cuales la
mayoria 89.2% expresaban €l fenotipo MLSB constitutivo e inducible, de los 149 aislados,

el 79.1% tenian e gen erm (B) fenotipo MLSB, & 10.1% tenian e gen mef(A) y erm (B)

simultaneamente y 10.8% |levaban el gen mef(A) fenotipo M.

En laregion Asiaica e erm (B) 6 fenotipo MLSB mediado por la resistencia de alto nivel
es un mecanismo predominante de la resistencia en aisados Streptococcus pneumoniae
invasores de en China, Vietnam, Corea, Taiwan y del Japdn mientras que € mef(A)
fenotipo M es mas comin en aislados de Hong-Kong, Singapur y Tailandia. El indice de
los aislados eritromicina —resistentes que contienen erm (B) y e mef(A) es mas ato en

Vietnam, Corea, Malasiay otras regiones.

Un tota de 2245 aislados de Streptococcus pneumoniae fue recogido a partir de 63
laboratorios clinicos de Canada de los cuales 901(40%) fueron muestras de sangre,
578(24%) de vias respiratorias bajas, 439(20%) de muestras conjuntivales, 217(10%) de
oido, 44(2%) de LCR y 66(2%) de otros sitios. De 2203 aislados 768(35%) eran menores
de 15 anos, 731(33%) eran pacientes comprendidos entre 15 y 64 afios y 707(32%) de
pacientes ancianos. La resistencia que presentaban era la siguiente: macrdlidos 11.1%,
clindamicina 5.7%, cloranfenicol 2.2%, levofloxacina 0.9% , gatifloxacina 0.8%,

moxifloxacino 0.4% y cotrimoxazol 11.3%. *

%0 500 Ko Kwan and Hoon Song Jee. Evolution of Erythromycin-Resistant Streptococcus pneumoniae from Asian
Countries That Contains erm(B) and mef (A)Genes. Journal of Clinical Microbiology .2004

*!Tiemei Zhao. Resistance Phenotypes and Genotypes of Erythromycin -Resistant Streptococcus pneumoni ae Isolatesin
Beijing Shenyang, China. Antimicrobial agents and Chemotherapy. 2004

% |_ow Donald E.; Azavedo de Joyce; Karl Weiss, Mazzulli Tony; Kuhn Magdalena; Church Deirdre; et. al. Isolates of
Streptococcus pneumoniae in Canada during Antimicrobial Agents and Chemotherapy .Antimicrobial .2002




Se obtuvieron 20 aislados de Streptococcus pneumoniae como parte de la vigilancia en
Europa Oriental, Canada y EEUU, en 17 aislados se observd e fenotipo MLSB y 3

presentaron e fenotipo M.

El predominio de MLSB y fenotipo M varia geograficamente en los EEUU y Canada donde
esta 20% y d 9% la resistencia del macrélido en Streptococcus pneumoniae
respectivamente predomina el fenotipo M. En Europa el predominio de la resistencia del

macrdlido es fenotipo ML S8 (30%).%*

Durante 2 afios de estudio 2000-2002 en € servicio de Navarra se obtuvieron 465 aislad os
de Streptococcus pneumoniae procedentes de aislados invasores 166/465(35.7%) procedian
de Hemocultivos y LCR, & 7.2%(12/166) era de LCR. Las muestras respiratorias
representaban 61.3%(284/465) y € resto 3%(13/465) correspondia a otros origenes. Del
total 291(63.8%) fueron sensibles a Eritromicina y clindamicina, 141(30.9%) fueron
resistentes a Eritromicina y Clindamicina (fenotipo MLSB) y hubo 24(5.3%) aislados

resistentes a Eritromicina pero no a clindamicina, fenotipo M. *

Se estudiaron 190 aislados de Streptococcus pneumoniae invasores con SPD recuperados
de nifios menores procedentes de diferentes regiones de Colombia entre Enero de 2000 a
Diciembre 2003, 53% procedian de hemocultivos, 35% de LCR, 16% de liquido pleural y
6% de otros liquidos corporales. El 44% de los pacientes tenian como diagnostico
Neumonia, 39% meningitis y 17% otros procesos (sepsis, peritonitis). La mayoria de los

aislamientos procedieron de nifios (57%) y nifios menores de 2 afios (67%). °

% Tait-Kamradt Amelia; Clancy Joanna, Cronan Melissa; Dib-Hajj Fadia; Lillian; Wondrack Wei Yuan. Sutcliffe mefE
Is Necessary for the Erythromycin-Resistant M Phenotype in Streptococcus pneumoniae. American Soci ety for
Microbiology: Antimicrobia agents and Chemotherapy.

34 Hoban Daryl J.; Aleksandra k. Wierzbowski; Kim Nichol; George g. Zhanel Macrolide-Resistant Streptococcus
pneumoniae in Canada during 1998-1999: Prevalence of mef(A) and erm(B) and Susceptibilities to Ketolides. American
Society for Microbiology. 2001

% satas A, Gil; Mozon A.; Torroba L.; Barricarte A.; Irnrc Garcia JJ.; Petil A. et. al. Sensibilidad antibidticay
recomendaciones de tratamiento para Streptococcus pneumoniae. 2004
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IV.JUSTIFICACION

Existen estudios realizados en otros paises sobre la busgueda de |os fenotipos de resistencia
a Macrdlidos donde se observa un aumento de un 20-30% a nivel mundial donde se
evidencia una resistencia de bajo nivel y de alto nivel o resistencia cruzada a este grupo de
antimicrobianos |o que lleva al fracaso terapéutico y posteriormente la muerte.

En Bolivia no existe ningun estudio sobre la busqueda de estos fenotipos de resistencia
frente a Macrdlidos en Streptococcus pneumoniae por o tanto € presente trabagjo podra
aportar a conocimiento sobre la presencia de estos fenotipos como mecanismo de

resistencia en Streptococcus pneumoniae con ayuda de la prueba del doble disco.

Esta informacién sobre uno de los mecanismos de resistencia presentado por esta bacteria
Primero dara a conocer € porcentgje de resistencia a este grupo de antimicrobianos
Segundo esta informacion ayudara a médico clinico a tomar decisiones en cuanto a

tratamiento frente a infecciones causadas por Streptococcus pneumoniae orientando a uso
racional de antibiéticos y de esta manera evitar € incremento acelerado de resistencia
Tercero € Laboratorio de Microbiologia debera reaizar la caracterizacion fencotipica de
dicha bacteria ya que resulta fiable el uso del método de difusion del doble disco parala
deteccion de los mecanismos de resistencia siendo que esta prueba permite diferenciar el

fenotipo como mecanismo de resistencia a Macrdlidos debido a modificaciones y/o

alteraciones en € lugar de accion de estos antimicrobianos que posteriormen te seran

evidenciados en € antibiograma.



V.OBJETIVOS

A.OBJETIVO GENERAL

Detectar los fenotipos de resistencia a macrdlidos de Streptococcus pneumoniae aislados a
partir de procesos infecciosos en nifios menores de 5 afios en diferentes region es de Bolivia
durante el periodo de Julio 2000 a Diciembre de 2005

B. OBJETIVOSESPECIFICOS

- Describir la distribucion encontrada de |a resistencia frente a macrdlidos en cepas
de Streptococcus pneumoniae

- Detectar los fenotipos de resistencia frente a macrolidos en Streptococcus
pneumoniae

- Describir la distribucion de los fenotipos y mecanismos de resistencia encontrados
segun el grupo etareo.

- Establecer ladistribucién de |os fenotipos y mecanismos de resistencia encontrados
de acuerdo con lafuente de aislamiento.

- Describir la distribucion de los fenotipos y mecanismos de resistencia encontrados
segun diagnaostico.

- Establecer la distribucién de los fenotipos y mecanismos de resistencia encontrados
de acuerdo a Tamisgje alaOxacilina.

- Describir ladistribucién de los fenotipos y mecanismos de resistencia encontrados
segun €l Serotipo.

- Establecer la distribucion de los fenotipos y mecanismos de resistencia encontrados

de acuerdo ala ciudad



VI. DISENO METODOLOGICO

A.DETERMINACION DE LA POBLA CION

La poblacién en estudio son todas las cepas de Streptococcus pneumoniae gue llegaron ala
Unidad de Patdgenos Respiratorios del |aboratorio de Referencia en Bacteriologia Clinica
(LNRBC) de INLASA durante el periodo comprendido entre Julio de 2000 a Diciembre de
2005

B. RECOLECCION DE LASMUESTRAS

Los aislamientos fueron recolectados de nifios menores de 5 afios que cursaban con IRAS
y Meningitis procedentes de la Red Bacteriana de la Vigilancia Neumo -Hib de Bolivia
abarcando ademas L aboratorios privados.

C. DISENO DE ESTUDIO
1. Tipo de Investigacion: Observacional Descriptivo

2. Tipo de Estudio: Corte Transversal
D. TAMANO DE LA MUESTRA
Para obtener una muestra representativa es necesario recurrir  a muestreo. El tipo de

muestreo que se €eligid en e presente estudio es de tipo No Probabilistico ya que se

trabajaron con todos los aislados durante €l periodo de estudio.



E. MATERIAL

Equipos

- Autoclave (Safeti)

- Estufade Cultivo (WTC Hinder)
- Vitek

- Tarjetade Biker- Ham

Material deVidrio

- Matraz Erlenmeyer de 500ml
- CagasPetri

- Probetas 250 ml y 100ml

- Tubosde Hemalisis

- Hisopos de Algodén

- AsaBacterioldgica

- Portaobjetos

M edios de Cultivo

- Caldo Cerebro Corazon

- Tripteina Soya Agar (Laboratorio Britania s.a.)Lote 425

- Mueler Hinton Agar (Laboratorio Britanias.a.)Lote 263y Lote 296
- Extracto de Levadura (Laboratorio Britania s.a.)Lote 527

- Leche Desnatada en Polvo (Skim Milk Powder)(OXOID)

- Sangre de Carnero

Reactivosy Discos de A ntibiograma

- Discos de Eritromicina( 15ug) Becton Dikinson and Company(BBL)
- Discos de Clindamicina( 2ug) Becton Dikinson and Company(BBL)
- Discos de Optoquina (Laboratorio Britanias.a.)

- Solucién de Desoxicolato 10%

- Cloruro de Sodio (BDH)Lote K2148032 507

- EscaladeMac. Farland 0.5

- Aceitede Inmersion



F.METODOSY PROCEDIMIENTO
1. POBLACION Y LUGAR

1.1. POBLACION (Aislados Bacterianos)

Se trabajaron con 100 cepas de Streptococcus pneumoniae obtenidas a partir de procesos
invasivos (Hemocultivos y Liquidos estériles ) excepto una muestra que procedia de un
proceso no invasivo(muestra conjuntival) en nifios menores de 5 afios cuyos aislados
provienen de diferentes hospitales publicos, instituciones asi como de algunos Laboratorios
privados que representan a 4 departamentos (La Paz, Santa Cruz, Cochabamba y Sucre)
comprendidos durante € periodo de Julio 2000 a Diciembre de 2005 los cuales

representan ala Red de Laboratorios de Bacteriologia Clinicade Bolivia.

1.1.1. Instituciones participantes

La Paz:
- Hospital Ovidio Aliaga
- Hospital Obrero
- Hospital San Gabriel
- SELADIS
- LabClinics
Cochabamba:
- Escuela Técnicade Salud
- German Urquidi
Santa Cruz:
- Hospita del Nifio Mario Ortiz Suarez
- Hospital japonés
Sucre:
- Hospital Santa Béarbara



1.2. LUGAR (Laboratorio de Referencia en Bacteriologia Clinica -LRBC)
1.2.1. Descripcion del @mbito de estudio

El laboratorio de Bacteriologia Clinica forma parte del Instituto Naciona de Laboratorios
de Salud “Néstor Morales Villazon”es un laboratorio Nacional de Referencia paralared de
Laboratorios de Bacteriologia Clinica en Bolivia, con un sistema de vigilancia
Epidemiolégica de los patdgenos bacterianos prevalentes a través de procesos de
normalizacion, capacitacion, supervision, controles de calidad externo e interno e
investigacién bajo la dependenciadel Ministerio de Salud.

Actualmente el laboratorio cuenta con 7 areas donde e equipamiento con €l que cuenta y
la tecnologia con la que trabgja permite redlizar trabgjos en las diferentes areas como
aquellas encargadas de las enfermedades de transmision sexual, Investigacion, Genética
Bacteriana y Patdgenos Respiratorios.

El area de patdgenos respiratorios se encarga de realizar la vigilancia epidemiologica de
Streptococcus pneumoniae, Haemophylus y otr os estreptococcus por o que recibe,
confirmay procesa todos |los aislados que llegan ala Unidad

INLASA queda ubicado en Miraflores en la calle Rafael Zubieta N° 1889(Lado del Estado
Mayor) Casilla M-10019 Teéfonos 2226048-2226670 Fax 591-2-228254 E-MAIL:
inlasa@unete.com. La Paz-Bolivia

Ref. Laboratorio de Referencia en Bacteriologia Clinica (LNRBC)

1.2.2. Periodo de levantamiento de infor macion

Las cepas de Streptococcus pneumoniae con los que se trabajo representan a periodo
comprendido entre Julio 2000 a Diciembre 2005

Los aislados bacterianos eran recogidos en € medio de transporte Amies con Carbén y
luego enviados al LNRBC excepto aquellas muestras que procedian del Hospital del Nifio

Ovidio Aliaga (La Paz) que eran procesadas en el mismo labo ratorio.


inlasa@unete.com

La identificacién de los aislados fueron confirmadas en e laboratorio por pruebas
convencionaes y normas establecidas por la Red SIREVA (Sistemaregiona de Vacunas) y

por €l Programa especial paravacunas e inmunizacion (SVI).

a) Tincion Gram

En las bacterias Gram positivas € cristal violetase fijaalapared celular y con laadicion de
lugol (mordiente) se produce el complejo cristal violeta —yodo € cua es resistente a la

decol oracion con alcohol acetona

El decolorante en las bacterias gram negativas actia como un solvente de los lipidos
presente en los poros de la pared que aumentan de tamario liberando el complego cristal

violeta-yodo, tomando |a bacteria el colorante de contraste (safranina-fucsina basica).

b) Prueba dela Catalasa

Procedimiento:

-Con una aguja o0 asa bacteriol gica recoger una colonia de un cultivo puro de 18 a 24 horas
de incubacion (de la parte central de la colonia evitando arrastar el medio)

-Colocar la colonia en un portaobjetos

-Agregar una gota de peroxido de hidrogeno al 3% sobre la colonia. (Anexo N° 1)

[nter pretacion:

Laformacion de burbujas por laliberacidn de oxigeno indica una reaccion positiva

La ausencia de burbujas indica unareaccion negativa

c) Prueba Optoquina

Procedimiento:

-Con la ayuda de un hisopo estéril tomar una 0 dos colonias asiladas de un cultivo 18 -
24hrs. y de forma homogénea estriar una sola vez la placa de agar sangre

-Con una pinza, colocar un disco de optoquina sobre la siembra realizada

-Aplicar una suave presion a disco para que se adhiera (teniendo cuidado de no hundir en
el medio)



-Incubar a 35° con 5-7% de CO2 durante 18 a 24 hrs.* (Anexo N° 1)
[ nter pretacion:

Discos de 6mm
Halo deinhibicion > 14mm indica sensibilidad. Prueba Positiva
Halo deinhibicion 6 a 13 mm sensibilid ad dudosa

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia Clinica — INLASA
Manual de Streptococcus pneumoniae

d) Prueba dela Solubilidad en bilis
Procedimiento:

-A partir de un cultivo puro de 18 a 24 hrs. preparar una susp ension del microorganismo en
solucion fisiol6gica estéril con unaturbidez igual al tubo N°2 de laescalade Mc Farland
-Para cada microorganismo utilizar dos tubos, rotular una prueba (P) y otro control (C)
-Colocar en cadatubo 0.5ml de la suspension del microorganismo

-Afadir a tubo (P) 0.5 ml de desoxicolato de sodio y a tubo (C) 0.5ml de solucién
fisiol6gica estéril

-Mezclar suavemente |os tubos

-Incubar a35°C en bafio Maria 6 en la estufa durante 2hrs. *® (Anexo N° 1)

% Rosales Rojas P, Ruiz Aranda E. Manual de procedimientos Bacteriol 6gicos para_Streptococcus pneumoniae, H.
influenzae y N.meningitidis. 2005




I nter pretacion:

Se debe redlizar haciendo la comparacion de los tubos (P) y (C), a las dos horas de

incubaci6n.
' -_rc:.

——— w  —

w-- n ll_\-“

Fuente: Laboratorio de Bacteriol ogia — INLASA Fuente: Laboratorio de Bacteriologia -INLASA

Manual de Streptococcus pneumoniae Manual de Streptococcus pneumoniae
Solubilidad en Bilis (+) Solubilidad en Bilis (-)

€) Tamisaje de oxacilinay Serotipificacion

Los resultados obtenidos de estas pruebas fueron copiadas de registros de la Unidad de
Pat6genos Respiratorios del Laboratorio de Bacteriologia Clinica - INLASA

2. Almacenamiento

Todos los aislados de Streptococcus pneumoniae fueron amacenados a —70° en el medio
Skim-Milk 20%(Leche descremada) hasta su uso.



3. Recuperacion delos Aislados Bacterianos

Después del descongelamiento (Cepario del Laboratorio Nacional de Referencia en
Bacteriologia Clinica) fueron sembrados en Agar Soya Tripticasa con sangre de carnero al
5%.

Para |la recuperacion de los aislados mas antiguos (2000 -2001)se utilizaron caldo soya
tripticasa y Agar Soya tripticasa con sangre de carnero desfibrinada al 5% ambos medios
enriquecidos con levadura.

Antes de realizar la prueba de difusion Bauer Kirby se redlizaron 2 repiques en Agar
Sangre a 5%

4. Prueba de Susceptibilidad y Resistencia
4.1. Control de Calidad

Para obtener resultados que garanticen la confiabilidad de la prueba de difus ion en Agar

Bauer Kirby se realizo un procedimiento previo aeste

4.1.1. Control de Calidad del Medio Mueller Hinton con sangre

Donde se tomaron en cuenta dos aspectos € a) frasco y b)el lote

a) Nuevo Frasco: La fecha de vencimiento y la composicion del medio ( pH, cationes,
timina- timidina) para este procedimiento se deberd utilizar cepas ATCC
b) Nuevo Lote:

- Control de Esterilidad: Del lote preparado separar aproximadamente
el 5% paraluego incubar a 35°C durante 48hrs. y observar cualquier
desarrollo

- Profundidad: Cuyo diametro sera de 4mm, siendo que con este
diametro se han estandarizado para obtener los puntos de corte para
la interpretacion de los resultados del antibiograma. Las Cajas petri

también deberan tener |as mismas caracteristicas.



4.1.2. Control de Calidad de discos

La cepa de referencia Sreptococcus pneumoniae ATCC 49619 debera incluirse cada 15
dias cuando se utilice nuevo lote de alguno de los reactivos empleados en la prueba ademéas
es Util para controlar la actividad del antimi crobiano para neumococos donde |os diametros
de inhibicién de la cepa de referencia para los diversos antimicrobianos se encuentra en la
Tabla 3 A del documento de la NCCLS y CLSI (Vol 20 a Vol 25) 2000 a 2005
respectivamente

4.2. Prueba de Difusion en Agar Bauer Kirby

Las pruebas de sensibilidad y resistencia se llevaron a cabo siguiendo |as recomendaciones
del Programa SIREVA (Sistema regiona de vacunas) y € SVI (Programa Especia para
vacunas e inmunizacion) de la Organizacion Panamericanade lasal ud (OPS)

El principio del método involucra la aplicacion de una cantidad determinada de
antimicrobiano (disco de papel) sobre la superficie del Agar Mueller -Hinton con 5% de
sangre de carnero para cultivar a microorganismo, se formara asi por difusion un gradiente
de concentracion de antimicrobiano y la sensibilidad del microorganismo estara indicada

por el tamarfo de la zona de inhibicion del crecimiento alrededor del disco.

» Preparacion del indeulo: (Método de suspension directa)
A partir de un cultivo puro de 18 —24 hrs. de incubacion tomar varias colonias
aisladas colocar directamente un tubo que contenga 3 a 4 ml de solucion
fisiolégica.
El diametro del tubo donde se prepara la escala a ser comparada debera tener
las mismas condiciones en cuant o adiametro de la escala de Mac Farland.

» Estandarizacion del indeulo:
La suspension sera gjustada por comparacion con la escala de turbidez 0.5 de
Mac Farland y con ayuda de la tarjeta de Biker Ham que servira de contraste
parala comparacién de ambos tubos (patrén e indcul 0).
La escala no deberd exponerse a la luz solar, de lo contrario se deteriora y

precipitaes por estarazon que se debe cubrir con papel estafiado.



» Inoculacion de las placas:
Inmediatamente gjustada la suspension introducir un escobill on de algoddn
estéril en el tubo y rotar varias veces, antes de sacarlo presionar firmemente en
las paredes del tubo con € objeto de eliminar el exceso de liquido.
Sumergir un hisopo de algodén estéril en la suspension, rotar varias veces y
gjercer una presion sobre las paredes internas del tubo para quitar € exceso de
liquido, posteriormente sembrar en Agar Mueller Hinton con 5% de sangre de
carnero, estriar en la superficie pasando e hisopo 3 veces y en 3 direcciones
en todala superficie esto para asegurar unadistribucion parejay homogénea.
El indculo debe ser conservado en € medio dentro de los 15min. posteriores a
su estandarizacion ya que tiempos mayores nos dara falsaresistencia.

» Aplicacion de los discos:
Los antibioticos deberan estar fuer a de su conservacion 1 hora antes, esto con
el fin de atemperarlos.
Colocar los discos con los antimicrobianos a probar en la superficie inoculada
con ayuda de una pinza estéril y presionar e disco suavemente sobre la
superficie del Agar paraasegurar el contacto completo con €.

» Incubacion de las placas:
Sin dgjar pasar mas de 15 minutos colocar las cgjas en la incubadora a 35° en
una atmosferade 5 a 7% de CO,, durante 20 a 24hrs.

» Medidadelazonadeinhibicion :
Después del periodo de incubacion medir los didmetros de las zonas de
completa inhibicion de crecimiento. El punto de corte deberd tomarse a area
en el cua no se observa desarrollo de la bacteria
Observar que exista crecimiento confluente en toda la placa, medir las zonas de
inhibicidn sosteniendo la placa en formainvertida.
El didmetro del halo alrededor del disco puede ser convertido a las categorias

susceptibles, intermedias 0 resistentes.



» Interpretacion:
La interpretacion de los resultados asi como los agentes antimicrobianos que
deben probarse para Streptococcus pneumoniae estan descritos en la Tabla 2G
del documento de la NCCLS (Naciona Comité for Clinical Laboratorios
Standard) 2000 a 2004 Vol 20 N° a Vol 24 N° y la CLSI (Clinica and
Laboratory Standars Institute) 2005 (Vol 25 N©).%

4.2.1. Determinacion de los fenotipos de Resistencia

Prueba del doble disco

Los fenotipos de resistencia a macrélidos de los aislados de Streptococcus pneumoniae

fueron determinados por la prueba del doble disco con Eritromicina (15ug) y Clindamic ina
(2ug).

Para detectar |os diferentes fenotipos de resistencia a macroélidos se recomienda colocar €
disco de Clindamicina a 20mm. de Eritromicina en el medio Mueller Hinton con sangre al
5%. La distancia entre los discos de borde a borde puede oscilar entre 15 a 26 mm para
favorecer la induccion de resistencia a clindamicina y visualizar e D -test (Achatamiento
del halo de clindamicina) si este mecanismo esta presente.

Este método es mas sensible y rdpido para detectar y caracterizar las cepas resisten tes a
macrolidos que los métodos de dilucién donde clindamicina puede aparecer falsamente
sensible a las 24 hrs. de incubacion y mostrar su resistencia a las 48 hrs. cuando
corresponde a fenotipo MLSg inducible.

37 Torrico E, Trigoso Agudo C. Manual de procedimientos bauer kirby y su control de calidad . La Paz-Bolivia: OPS /
OMS;2003




De esta manera obtendremos un patréon de antibiograma caracteristico para cada fenotipo

4.2.2. Interpretacion

Los aislados fueron asignados como fenotipo MLSB (Constitutivo e Inducible) y fenotipo
M mediado por laresistencia del macrélido en base a sus patrones de susceptibilidad a los
antibidticos de la NCCLS Y CLSI y la prueba del doble disco (Eritromicina y

Clindamicina) como a continuacion sigue: %%

% Fenotipo MLSg Constitutivo: Otorga resistenciaa Eritromicinay Clindamicina

% Fenotipo MLSg Inducible: Dara un halo de inhibicion pequefio de resistencia a
Eritromicina y un halo asimétrico a clindamicina con un aplanamiento de su halo
hacia €l lado de la Eritromicina con lo que se demuestra que la Eritromicina indujo
la expresion de la resistencia a clindamicina esto también es llamado D -test (
achatamiento de la zona de inhibicién de clindamicina )proxima a disco de

Eritromicina

X/
L %4

Fenotipo M: Aquellos aislados resistentes a Eritromicina y susceptibles a
Clindamicina sin achatamiento (Halo de inhibicién redondo y simétrico)

FENOTIPO MECANISMO INTERPRETACIO INFORME
DE RESISTENCIA N
Ausente Ninguno S Sensiblealos
CLI/LIN/ERY antibi6ticos
MLSg Metilasa Constitutivo R Resistente a
CLI/LIN/ERY CLI/LIN/ERY
MLSg Metilasa Inducible R ERY Resistente a
SCLIN c/a* CLI/LIN/ERY
M Eflujo R ERY Resistente ERY
SCLIN ga** Sensible CLIN /LIN

(*) Con Achatamiento del halo de CLI
(**) Con Achatamiento del halo de CLI

% Duran L, Damian E, Trigoso. Generalidades y procedimientos del antibiograma. Mecanismos de Resistencia en
Macrolidos, Lincosaminas y Estreptograminas.La Paz -Bolivia: INLASA ;2006

% Trigoso Agudo C, Torrico E, RieraE, Aguilar S. Manual de procedimientos bacteriol dgicos en sensibilidad y
resistencia en antimicrobianos OPS/OM S;2003




VIlI. RESULTADOS

TablaN°1
Frecuencia de los mecanismos de Resistencia a macr 6lidos en cepas
de Streptococcus pneumoniae en nifios < 5 afios en Bolivia
Julio 2000 a Diciembr e 2005

M ecanismo de Resistencia Frecuencia Por centaje
Presente 17 17%
Ausente 83 83%

Total 100 100%
Ausente
83%

17%

i Presente @ Ausente

Figura N° 1 De 100 cepas de Streptococcus pneumoniae procesadas por la
prueba del Doble disco 83% no presentaban la resistencia a Macrdélidos, sin
embargo el 17% s presentaban dicharesistencia.



TablaN°2

Distribucion delos Fenotipos de Resistencia a macr6lidos en cepas
de Streptococcus pneumoniae en nifios < 5 afios en Bolivia

Julio 2000 a Diciembre 2005

EM mMLSB

Fenotipos Frecuencia Por centaje
M 11 65%
ML Sg 6 35%
Total 17 100%
MLSB
35% (6)

M
65% (11)

Figura N° 2 Del total de cepas procesadas 17(17%) presentaban resistencia a
macroélidos de los cuales 11(65%) eran resistentes a Eritromicina y sensibles a
Clindamicina asignados como fenotipo M (Mecanismo de Resistencia por
Eflujo) y 6(35%) eran resistentes a Eritromicina y Clindamicina asignados
como fenotipo MLSB de tipo constitutivo (Mecanismo de Resistencia por
Metilasas), en ninguno de los casos se observo € Fenotipo MLSB de tipo

inducible.




TablaN°3
Distribucion de los mecanismos de Resistencia a M acr élidos en cepas de
Streptococcus pneumoniae segun grupo etareo en nifios < 5 afos en Bolivia

Julio 2000 a Diciembre 2005

Grupo etareo M ecanismos de Resistencia Total
% METILASAS | % %

0-11m 3 17.5 % 6 35% 9 53 %
12-23m 1 5.9 % 0 0% 1 | 59%
24-35m 3 17.5% 0 0% 3 | 175%
36-47rm 1 5.9 % 0 % | 1 | 59%
48-60m 3 17.5% 0 % | 3 | 17.5%

Total 65% 6 35% 100%

40,0-

ae

Por cent

12-23m

24-35m
Grupo Etareo

36-47m

EFLUJO mMETILASAS

Figura N° 3 Del total delos aislados de Streptococcus pneumoniae que presentan la
resistencia a macrolidos 17/100 la mayor distribucion de cepas resiste ntes en funcion
al grupo etareo se observa en nifios menores de 1 afio con un 9(53%), de los cuales
el mayor porcentaje de resistencia es debido a Metilasas (Fenotipo MLS g) con un

6(35%).




TablaN° 4
Distribucion delos mecanismos de Resistencia a Macr élid os en cepas de
Streptococcus pneumoniae en funcion ala Fuente de Aisamiento

en nifos< 5 afiosen Bolivia
Julio 2000 a Diciembr e 2005

Fuente M ecanismos de Resistencia Total
de
Aidamiento | er 0 % METILASAS | % %

Sangre 6 35% 1 59% | 7 41 %
LCR 3 17.5% 3 175%| 6 35 %
Liquido Pleural 2 12% 0 0% 2 12 %
Ocular 0 0% 2 12% 2 12 %
Total 11 65% 6 35% 17 | 100%

40,00

35,004

w 30,001

S 25,004

§ 20,00

E 15,00

10,00+

5,004

0,00

LCR

Liquido
Pleural

Fuente de Aislamiento

Ocular

Eflujo M etilasas

Figura N° 4 Del total de los aislados de Streptococcus pneumoniae que presentan
la resistencia a macrélidos 17/100 |a mayor distribucion de cepas resistentes en
funcién alafuente de aislamiento, se observaen aquellos aislados que proceden
de Hemocultivos 7 (41%) de los cuales € mayor porcentge de la resistencia es
debido a Eflujo ( Fenotipo M ) con un 6 (35%) y LCR conun 6(35. %) mostrando
resistencias Eflujo(Fencotipo M) vy
M etilasas(Fenotipo MLSg) con un 3(17.5%).

el mismo porcentgje para ambos




TablaN°5
Distribucion delos mecanismos de Resistencia a Macr élidos en cepasde Streptococcus
pneumoniae en funcion al Diagnostico en niflos < 5 afios en Bolivia
Julio 2000 a Diciembr e 2005

Diagnostico M ecanismos de Resistencia Total
EFLUJO % METILASAS % %
Neumonia 8 A7% 1 5.9 % 9 53%
Meningitis 3 17.5% 3 17.5 % 6 35%
COﬂj untivitis 0 0% 2 12% 2 12%
Total 11 65% 6 35% | 17 | 100%

17.5% 17.5%

Por centaje

/
/
/
/
/
/
-
/

Neumonia Meningitis Conjuntivitis

Diagnaostico

Eflujo @Metilasas

Figura N° 5 Dél total de los aislados de Streptococcus pneumoniae que presentan
resistencia a macrélidos 17/100 la mayor distribucion se encontré en aquellos
pacientes cuyo diagnostico fue Neumonia 9(53%) donde €l mayor porcentge de la
resistencia es debida a Eflujo (Fenotipo M) 8(47%) y Meningitis con un 6(35%)
mostrando € mismo porcentaje para ambas resistencias Eflujo (Fenotipo M) vy
Metil asas (Fenotipo ML Sg).con 3 (17.5%).



Tabla N° 6
Distribucion de los mecanismos de Resistencia a Macrélidos en cepas de
Streptococcus pneumoniae en funcién al Tamizaje de Oxacilina
en niflos < 5 afios en Bolivia
Julio 2000 a Diciembr e 2005

Oxadilina M ecanismos de Resistencia Total
EFLUJO % METILASAS % %
*SP 8 47% 3 175% | 11 65%
**SDP 3 17.5% 3 17.5 % 6 35%
Total 11 65% 6 35% 17 | 100%

* SP =Sensibilidad ala Penicilina
** SDP = Sensibilidad disminuida ala penicilina

4170

175% 17.5%

Por centaje

SP SDP

Tarmissje de Oxadilina

@ Eflujo @ Metilasas

Figura N° 6 D€l total de aislados de Streptococcus pneumoniae que presenta la
resistencia a Macrolidos 17/100 la mayor distribucion se observa en aguellos
relacionados con sensibilidad ala penicilina (SP) con un 11(65%) de los cuales el
mayor porcentaje de laresistencia es debida a Eflujo (Fenotipo M) con 8(47%).




TablaN°7

Distribucion de los mecanismos de Resistencia a Macr élidos en funcién al Serotipo en

cepas de Streptococcus pneumoniae en nifios < 5 afios en Bolivia
Julio 2000 a Diciembre 2005

Seroti M ecanismos de Resistencia Total
otipo
EFLUJO % METILASAS % %
14 5 29.4 % 0 5 29.4 %
19F 1 5.9 % 3 175 % 4 23.4%
6 1 5.9 % 2 0,12 3 17.5%
19* 2 0,12 0 0 2 0,12
rx 1 5.9 % 0 0 1 5.9 %
11* 1 5.9 % 0 0 1 5.9 %
S 0 0 1 5.9 % 1 5.9 %
Total 11 0,65 6 0,35 17 1
30,00
25,004
o 20,004
5 B
5 15 OO—/ 12% 12%
o b
S _|
. 10’00_/ 59%  5.9%
5,004
0,00+
14 19F 6* 19* 7* 11* 5
Serotipo
Eflujo @mMetilasas

Figura N° 7 Del tota de aislados de Streptococcus pneumoniae que presentan
resistencia a macrdlidos 17/100 los serotipos mas frecuentes con mecanismo de
resistencia Eflujo (Fenotipo M) fueron e 14 con 5(29.4%) y 19Fcon 4(23.4%)
respectivamente.



Tabla N°8
Distribucion de los mecanismos de Resistencia a M acr 6lidos en cepas de Streptococcus
pneumoniae en funcion ala Ciudad en nifios < 5 afios en Bolivia
Julio 2000 a Diciembr e 2005

Ciudad M ecanismos de Resistencia Total
EFLUJO |% METILASAS |[% %
Cochabamba 4 23.4% 3 175% | 7 41%
LaPaz 3 17.5% 2 12% 5 29.4%
Santa Cruz 3 17.5% 1 5.9% 4 23.4%
Sucre 1 5.9 % 0 0% 1 5.9 %
Total 11 65% 6 35% 17 100%
25’007 23.4%
20,00 17.5% 17.5%
(]
'§ 15,00+
8
5 10,00
o

Cochabamba La Paz Santa Cruz Sucre

Ciudad

@ Eflujo @Metilasas

Figura N° 8 Del total de aislados de Streptococcus pneumoniae 17/100 la ciudad mas
frecuente en la que se observala resistencia frente a macrolidos es Cochabamba 7(41
%) de los cuales e mayor porcentgje de la resistencia es debida a Eflujo con

4(23.4%).



VIII. DISCUSIONES

% Considerando a los paises Europeos y Americanos en los que se han desarrollado
estudios similares a presente, este es el primer estudio realizado en Boliviadonde €
nivel de resistencia a macrolidos encontrados ubica a nu estro pais entre aguellos con
baja resistencia a nivel mundial ya que se observa que € 83% son sensibles a
macrolidos y solo e 17% tienen resistencia a este grupo de antimicrobianos .(Tabla
N° 1y Figura N° 1).Por lo que se debe ir vigilando la resistencia a este grupo de
antimicrobianos en nuestro pais.

Se ha observado que la resistencia a macroélidos a aumentado en el mundo teniendo
como datos Asia (92%), Europa (45%), EUA (35%) y Argentina (10%).

X/
L %4

Laresistenciaamacrélidos en nuestro pais es bajo niv e siendo la modificacién del
blanco de antimicrobianos €& principa mecanismo de resistencia de los
neumococos, ya que € estudio muestra un porcentagje mayor para € fenotipo
M (M ecanismo de Resistencia por Eflujo)con un 65%(11)( TablaN° 2y FiguraNe 2)esto
esta asociado a diferentes factores y una de ellas es que e Sreptococcus
pneumoniae es atamente competente para la transformacion genética lo cual lleva
al surgimiento de nuevas cepas resistentes en respuesta a la presion selectiva
gjercida por | os antimicrobianos debido a uso indiscriminado de ellos.

Estos resultados coinciden con la literatura y con otros estudios realizados en
diferentes paises tales como América donde la resistencia es de bajo nivel es decir
que predomina el fenotipo M a dif erencia de paises Europeos, Asiaticos y Africanos

donde laresistencia es de ato nivel donde predominan los fenotiposMLS g " 32

X/
£ %4

Los resultados muestran que € grupo atareo més afectado son menores de 1 afio
con un 53% (9) (TablaN° 3y FiguraN° 3), esto es debido a que este grupo representa el
grupo de mayor riesgo ya gque son agquellos que tienen 3 a 4 veces mayor riesgo de
presentar neumonias y otros procesos infecciosos en especial si se asocian afactores

tales como sala de cunas guarderias, d esnutricion, bajo peso y/o patologia asociada.



X/
L %4

X/
£ %4

Ademas en esta edad es cuando € consumo de antimicrobianos es mayor y se
encuentra establecido que existe relacién entre consumo de antimicrobianos y la

aparicion de resistencia.

Los lactantes, nifios menores y pacientes inmunocomprometidos son la edad mas
vulnerable ya que estan particularmente expuestos a padecer infecciones en muchas

ocasiones con riesgo de vida como sucede con la neumonia severa y lameningitis.

La distribucion que se observa en e estudio es mayor para aquel mecanismos
mediado por metilasas con un 35%(6) esto se debe a que en |os procesos invasivos
el esqguema de tratamiento debe ser de amplio espectro y ademés por lo genera se

agregan antimicrobianos que cubran las bacterias mas fre cuentes.

La fuente de aislamiento en la que se observo mayor distribucion de cepas
resistentes fue Hemocultivos con un 7(41%) (TablaN° 4y FiguraN° 4) esto se debe ala
ateracion de los mecanismos de defensa de las vias respiratorias donde
Sreptococcus pneumoniae produce diseminacion hematdgena. Ademas se observo
un 6(35%) en LCR esto puede ser debido a la entrada directa de la bacteria al

espacio meningeo, una complicacion de la neumonia O fracaso terapéutico.

L os resultados mencionados anteriorment e coinciden con la literatura siendo que en
un estudio en el Servicio de Navarra durante 2 afios (2000 -2002) se obtuvieron 465
aislados de Streptococcus pneumoniae de los cuales 166(35.7%) procedian de
Hemocultivos y LCR 12(7.2%).*

Hacia comienzos del afio 2000 se habrian obtenido mas de 4000 aislados, de los que
mas de 1200 fueron apartados por ese pais (Grupo SIREVA) obteniéndose datos de
interés donde la mayoria de |os casos (68%) eran menores de 1 afio con neumoniay
meningitis fueron las localizaciones mas frecuentes.”® En nuestro estudio el 53%(9)

tenian como diagndstico Neumoniay e 35%(6) Meningitis. (TablaN°5y FiguraN° 5).



¢+ Los mecanismos asociados a Tamizagje de Oxacilina muestran € (TablaN° 6y Figura N°
6) un mayor porcentaje relacionado a SP(Sensibilidad a Penicilina) esto es un dato
importante debido a que posiblemente entre ambos grupos de antimicrobianos no

existe dependencia, ya que el mecanismo de accion es diferente.

X/
L %4

Cabe sefidar que los mecanismos de resistencia a macrélidos asoci ados a los
serotipos en orden de frecuencia son e 14 con un 5(29%) y 19F con un 4(24%)
como se observa (TablaN° 7 y Figura N° 7). La literatura menciona que ciertos Serotipos
presentan con mayor frecuencia que otros resistencia a los antimicrobianos. ® Los
resultados obtenidos coincide con datos que se tienen en e LNRBC (Unidad
Patogenos Respiratorios) ya que |os serotipos que predomina en nuestro pais son 14,
19y 6B.

X/
L %4

La vigilancia abarca hospitales con mayor poblacion pediétrica es por esta razén
que el departamento de Cochabamba presenta mayor porcentgje de resistencia a
macrdlidos, siendo que este fue € que envié mayor cantidad de aislados en €
periodo de Julio 2000 A Diciembre 2005.



IX. CONCLUSONES

“ El nivel de resistencia encontrado en las cepas de Streptococcus pneumoniae
procesados en € Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica
ubica a nuestro pais entre aquellos con bagja resistencia a macrélidos a nivel
mundial comparado con otros paises, sin embargo se debe te ner cuidado en la
interpretacion de estos datos ya que por €l nimero de aislamientos procesados

de Streptococcus pneumoniae aln no se puede extrapolar atoda Bolivia.

%+ De 100 cepas de Sreptococcus pneumoniae procesados por la prueba del doble

disco 83% son sensibles a macrolidos y solo 17% resistentes.

X/
L %4

La resistencia de Streptococcus pneumoniae a macrélidos es causado por dos
fenotipos € M (65%) y MLSg (35%) de tipo congtitutivo, en ninguno de las
cepas se observo @ fenotipo inducido, siendo e fenoti po M e responsable de la

mayoriade |as cepas resi stentes.

% Lamayor distribucion de cepas resistentes a Macrélidos que se encontro fue en
nifios menores de 1 aflo. Donde se observo predominio del fenotipo MLS

(Mecanismo de resistencia por Metilasas)

% Lamayor distribucion de cepas resistentes a Macrdélidos que se encontro fue en
aquellos aislamientos que proceden de Hemocultivos seguido LCR. Donde se

observo predominio del fenotipo M (Mecanismo de resistencia por Eflujo)

X/
L %4

La mayor distribucion de cepas resistentes a Macroélidos que se encontré fue en
aquellos con diagnostico de Neumonia seguido de Meningitis. Donde se observo

predominio del fenotipo M (Mecanismo de resistencia por Eflujo).



% La mayor distribucién de cepas resistentes a Macrélidos que pr esentan €l
fenotipo M (Mecanismo de resistencia por Eflujo) fueron sensible ala penicilina
de acuerdo con la prueba de Tamisge de Oxacilina. Donde se observo

predominio del fenotipo M (Mecanismo de resistencia por Eflujo)

% El Serotipo mas frecuente encontrado en cepas resistentes a Macrdlidos con el

fenotipo M (Mecanismo de resistencia por Eflujo) fue el 14 y 19F.

% La mayor distribucion de cepas resistentes a Macrdlidos se encontré en e
departamento de Cochabamba. Donde se observo predominio del feno tipo M

(Mecanismo de resistencia por Eflujo)



X. RECOMENDACIONES

7/
°

X/
L %4

El laboratorio de Bacteriologia Clinica tiene un papel fundamental en la
caracterizacion fenotipica y genotipica de las bacterias por lo tanto se
recomienda realizar un seguimiento de los aislados que evidenciaron
resistencia a macrélidos haciendo uso de la Biologia Molecular para la
caracterizacion de dichas cepas en € estudio genotipico, de esta manera se

podra contribuir en la vigilancia microbiol ogica.

Los principales factores de riesgo para € desarrollo de la resistencia han
sido ampliamente estudiados por o tanto se debe tener conocimiento de la
prevalencia y patrones de Resistencia del area geografica, asi como la

presencia de factores de riesgo de lainfeccion p or cepas resistentes.

El comité internacional de Expertos en € tema junto con asesores de la
divison de Vacunas e Inmunizacion y e Grupo SIREVA aconsgan
desarrollar un sistema de vigilancia para reconocer cambios temporales en
los Serotipos prevalentes y su resistencia antimicrobianay crear un banco
de Streptococcus pneumoniae que permita en un futuro realizar estudios

retrospectivos y evaluar nuevos diagnosticos y terapéuticas.

La serotipificacion de Streptococcus pneumoniae de aislados de nifios
menores de 5 afios con neumonia y meningitis permiten determinar las
potenciales coberturas que proporcionan las formulas de las vacunas |o que

permite disminuir a aquellos portadores nasofaringeos.
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ANEXON°1

PRUEBAS DE DIAGNOSTICO

PRUEBA DE CATALASA

FUNDAMENTO.-

La prueba permite comprobar la presencia de la enzima catalasa que se encuentra en | a
mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que contienen citocromo, la
excepcion principal es Sreptococcus.

La enzima catalasa convierte e perdxido de hidrégeno en oxigeno y agua. La liberacién de
oxigeno se observa por laformacién de burbujas.

MATERIAL .-

Portaobjetos
Perdxido de hidrogeno a 3% (10 vol.)

Control positivo: Staphyl ococcus aureus ATCC 25923
Control negativo: Sreptococcus pyogenes ATCC 19615

PROCEDIMIENTO.-

- Con una aguja o asa bacteriol gica recoger una coloni a de un cultivo puro de 18 a
24 hrs. de incubacion (de la parte central de la colonia evitando arrastrar el medio).

- Colocar la coloniaen un portaobjetos.
- Agregar una gota de peréxido de hidrégeno a 3% sobre la colonia.
- Paraelamente, realizar el mismo pr ocedimiento con los controles.

LECTURA.-
Inmedi atamente, observar laformacién de burbujas.

INTERPRETACION.-

Laformacion de burbujas por liberacion de oxigeno indica una reaccion positiva.
L a ausencia de burbujas indica una reaccion negativa.



PRUEBA DE LA OPTOQUINA

FUNDAMENTO.-

La optogquina es un compuesto quimico, clorhidrato de etilhidrocupreina, impregnado en
discos de papel filtro a una concentracion de 5 pg que inhibe € crecimiento del
Sreptococcus pneumoniae. Es completamente soluble en agua y se difunde rapidamente en
el medio. Las colonias de S. pneumoniae alrededor del disco son lisadas debido a cambios
de tension superficial, produciendo una zona de inhibicion.

La optoquina (hidrocloruro de etilhidrocupreina), es un compuesto a cua S.
pneumoniae es susceptible en bajas concentraciones (5 ug 0 concentraciones menores) y
por o tanto inhibe su crecimiento.

La optoquina puede inhibir € crecimiento de otros Streptococcus alfa hemoliticos,
pero en concentraciones atas; es soluble en aguay se difunde rapidamente en el medio, por
lo tanto discos de papel de filtro impregnados con optoquina pueden ser colocados
directamente sobre la superficie del agar paralarealizacion de la prueba.

Las células de S. pneumoniae arededor del disco son lisadas debido a cambios de
tension en la superficie, produciéndose una zona o halo de inhibicién. Para la prueba €
quimico es incorporado a discos de papel de 6 mm, en una concentracion de 5 ug. Los
discos se encuentran comercialmente en BBL (Taxo P), Difco (discos para diferenciacion
de optoquina).

El disco es colocado sobre una placa de agar sangre ovina a 5%, la cua ha sido
inoculada a partir de una colonia del aislamiento a investigar. Después de 18 -24 horas de
incubacion a 35° C en ambiente de CO2 (5-7%), la cga es examinada para observar la
inhibicion del crecimiento alrededor del disco.

Zonas de inhibiciones mayores o iguales a 14 mm son interpretadas como
susceptibles, o que permite realizar una identificacion presuntiva del aislamient o como S.
pneumoniae.

Dado que algunos aislamientos de S. pneumoniae son CO2 dependientes, se recomienda la
incubacion en ambiente del CO2 al 5-7%. Si la prueba es incubada en aerobiosis, €

crecimiento bacteriano puede presentarse ligeramente disminuido y se interpreta como una
zona mayor de inhibicién (tamafio falso de la zona de inhibicion)

Algunos aislamientos presentan zonas de inhibicion dudosas o cuestionables (entre 6
y 14 mm), en esos casos se debe realizar como prueba confirmatoria la solubilidad e n hilis;
de esta manera se descartan las especies afa hemoliticas que presentan zonas intermedias
de inhibicion.®

MATERIAL .-

Discos de optoquina (5 ng)
Placa de agar sangre de carnero a 5 %

Control positivo: Streptococcus pneumoniae . ATCC 49619
Control negativo: Streptococcus viridans



PROCEDIMIENTO.-

- Con la ayuda de un hisopo estéril tomar una a dos colonias aisladas y de forma
homogénea estriar una sola vez la placa de agar sangre.

- Con unapinza, colocar un disco de optoquina sobre la siembrarealizada.

- Aplicar una suave presion al disco para gque éste se adhiera (teniendo cuidado de no
hundir en el medio).

- Incubar a35°C con5 - 7% de CO, durante 18 a 24 hrs.
LECTURA.-

Medir en milimetros e didmetro, en milimetros, de la zona claradeinhibic ion.

INTERPRETACION.-

Discos de 6 mm: Halo deinhibicién >14 mm indica sensibilidad. Prueba
Positiva.
Halo de inhibicién de 6 a 13 mm sensibilidad dudosa
Discosde 10 mm:  Halo deinhibicién de >16 mm indica sensibilidad. Prueba positiva.
Halo deinhibicion de 10 a 15 mm indica sensibilidad dudosa.



PRUEBA DE SOLUBILIDAD EN BILIS

FUNDAMENTO.-

Las sales biliares utilizadas en las pruebas de solubilidad en hilis son, por lo generd, €
desoxicolato de sodio y taurocolato de sodio ya que son los compuestos liticos més activos
entre los diversos acidos biliares. Estos se encuentran como aniones cuando estan en un pH
acalino.

El desoxicolato de sodio es un acido monobasico que tiene un pH ligeramente a calino
cuando esta en solucion acuosatal como la sal sodica

L as sales biliares hacen descender latension superficial en lainterfase medio — membranay
también provoca una descomposicion de lamembrana celular.

Las sales de bilis especificamente el desoxicolato y € taurocolato de sodio tienen la
capacidad de lisar S. pneumoniae, cuando en solucion se adicionan a una suspension de
microorganismos (suspension realizada a partir de un cultivo fresco de S. pneumoniae de
18-24 horas en agar sangre ovinaa 5%).

S. pneumoniae produce enzimas autoliticas que son las responsables de la
caracteristica umbilicada de la colonia en cultivos vigjos. La adicién de la solucion de sales
de bilis a la suspension de la bacteria, acelera € proceso de lisis; proceso asoc iado con la
disminucion de latension superficial entre el medio y lamembrana celular bacteriana.

La prueba de solubilidad en bilis se puede realizar a partir de cultivos en caldo o en
agar sangre ovina a 5%. Dado que la solucion de desoxicolato de sodio puede precipitarse
apH de 6,5 0 menor, cuando se realiza la prueba de solubilidad en bilis a partir de cultivos
en caldo, el medio debe alcalinizarse para evitar una reaccion falsa negativa. *

MATERIAL .-

Desoxicolato de sodio a 10 %
Tubo N° de la escal ade Mc Farland

Control positivo: Streptococcus pneumoniae . ATCC 49619
Control negativo: Sreptococcus viridans



PROCEDIMIENTO.-

A partir de un cultivo puro, preparar una suspension del microorganismo en
solucion salina estéril con una turbi dez igual al tubo N° 2 de la escala de Mc
Farland.

- Para cada microorganismo utilizar dos tubos, rotular uno como prueba (P) y otro
como control (C).

- Colocar en cadatubo 0.5 ml de la suspension salinadel microorgani smo.

- Afadir a tubo (P) 0.5 ml dedesoxicolato de sodio y a tubo (C) 0.5 ml de solucién
salina estéril.

- Mezclar suavemente |os tubos.

- Incubar a35° C en bafio Maria o en la estufa durante 2 hrs.

LECTURA.-

Se debe realizar haciendo la comparaciéon de los tubos (P) y (C), a las dos horas de
incubacion.

INTERPRETACION.-

La solucién clara o aclardndose (solubilidad parcial) indica una prueba positiva.
La solucién turbiaindica una prueba negativa.



PRUEBA DE LA OXACILINA

FUNDAMENTO.-

Las penicilinas y cefalosporinas actian uniéndose e inhibiendo la accién de las enzimas
responsables de la sintesis de la pared celular bacteriana llamadas proteinas ligadoras de

penicilina (PLP).

La prueba de difusion en agar o método de Bauer Kirby se basa en laformacion de un hal o
de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor de un disco de papel filtro impregnado

con antimicrobiano a probar (oxacilina 1 ug).

La oxacilina es una penicilina isoxazodlica semisintética, acido estable y de degradacion

lenta que se emplea par deter minar la susceptibilidad ala penicilina.

MATERIAL .-

Hisopos estériles

Pinzas estériles o dispensador

Agar Mueller — Hinton con sangre ovina a 5%
Tubo N° 0.5 delaescalade Mc Farland

Control de disco: Saphyl ococcus aureus ATCC 25923

PROCEDIMIENTO.-

A partir de un cultivo puro de 18 a 24 hrs. de Streptococcus pneumoniae, tomar
varias colonias.

- Colocarlas directamente en solucién fisiol6gica estéril.

- Ajustar la suspensiéon a una turbidez equivaente al tubo N° 0.5 de la escala de Mc
Farland.

- Inmediatamente después, humedecer € hisopo estéril en e tubo, rotarlo y
presionarlo contra las paredes, paraeliminar €l exceso de la suspension.

- Inocular en la superficie seca de las cgas de Agar MH con sangre ovina a 5%,
estriando la superficie en tres direcciones.

- Colocar los discos con los antimicrobianos a probar, presionando suavemente, en la
superficie inoculada con pinzas o dispensador.

- Incubar en una atmésferade 5 a 7% de CO, a 35 ° C durante 20 a 24 hrs.



LECTURA.-

Medir los diametros de completa inhibicién de crecimiento. NO medir la zona de
hemalisis.

INTERPRETACION.-

Un halo deinhibicion = a 20 mm=Susceptible a la penicilina, ampicilina amoxicilina/acido
clavulanico, ampicilina/sulbactam, cefalosporinas de 1°, 2° y 3° generacion, imipenem y
loracarbef.

Un halo de inhibicion < a 19 mm= indica una resistencia franca o susceptibilidad
disminuida ala penicilina, por lo que debera determinarse la CIM.

Interpretar con la tabla NCCLS (Performance Standards for Antimicrobial Disk
Susceptibility Tests).



SEROTIPIFICACION (REACCION DE QUELLUNG)

FUNDAMENTO.-

Es un procedimiento confirmatorio para Streptococcus pneumoniae, e cual utiliza una
mezcla de sueros polivalentes producidos por conejos (anticuerpos) los cuales reaccionan

con €l polisacérido capsular (antigeno) haciendo evidente la capsula al ser observado al
Mi Croscopio.

La reaccion de Neufeld — Quellung no es una reaccion de hinchamiento capsular como
comunmente se asume. Es una reaccion de precipitacion entre € suero especifico y €

antigeno capsular de Streptococcus pneumoniae.

Hasta el momento hay 90 serotipos reconocidos de Streptococcus .pneumoniae. Los
primeros 80 fueron identificados en 1957 y tres més fueron adicionados durante los
siguientes 28 afos. En 1985, Austrian describio € tipo 16A y Henrichsen en 1995 describio
lostipos 10B, 10C, 12B, 25A Y 330.

Es interesante mencionar la manera como los diferentes serotipos de S. pneumoniae
han sido denominados o identificados. El primer serotipo fue llamado F, por primero (first),
y los siguientes serotipos los identificaron con | os sufijos A, B, etc, basados en el orden de
identificacion del descubrimiento. Una excepcion a este sistema de identificacion son los
microorgani smos pertenecientes a serotipo grupo 9.

Si el aislamiento de S. pneumoniae es sensible a la optoquina, la identificacion puede
ser confirmada usando & Omni suero, € cual es una mezcla de sueros polivalentes
producido en congjos, este suero es empleado en la reaccion capsular o prueba de Neufeld
Quellung. El suero contiene 83 antisueros anti -S. pneumoniae y es producido por € Statens
Seruminstitut de Copenhague, Dinamarca.

La reaccion de Neufeld-Quellung no es una reaccién de hinchamiento capsular como
comunmente se asume. ES una reaccion de precipitacion entre el suero especifico
(anticuerpo), que reacciona con € polisacarido capsular (antigeno), haciendo evidente la
cipsula cuando se observa a microscopio. Franz Neufeld publico en 1902 e
descubrimiento de este fendmeno [lamado reaccion de Quellung (hinchazén).

L os titulos de anticuerpos tipo especifico presentes en e omni-suero (>1 :4) pueden
no ser lo suficientemente altos para poner en evidencia o hacer visible las capsulas, pero
pueden producir una aglutinacion microscopica, la cual puede ser considerada como una
reaccion positiva. Esta reaccion es raray es solamente informada cuando no ocurre una
reaccion significativa con uno de |os otros sueros tipificadores en un aislamiento sensible a
la optoquinay soluble en bilis. El titulo bajo del omni -suero puede dar como resultado una
reaccion falsa negativa con cierto aislamientos que son tipificables. Por esta razén, un
aislamiento, no puede considerarse como no serotipificable basado solamente en €
resultado de la reaccidn con € omni -suero.

El omni-suero puede ser usado en examenes directos a partir de mue stras clinicas
como esputos, exudado pleural, liquido cefalorraquideo cuando suficientes bacterias son
visibles a microscopio. Este suero suele unirse alatex o alaproteina A del Staphylococcus
aureus, cepa Cowan (coaglutinacién) en reactivos comerciales.



Los aislamientos de S. pneumoniae son examinados inicialmente con la mezcla de
sueros (titulo >1 :8), y luego con los tipos 0 grupos no especificos (titulo> 1 :16). Las
colonias rugosas pueden presentar una auto-aglutinacion con diferentes sueros, s esto
ocurre la cepa debe considerarse como no tipificable.

Ocasionalmente, agunos aislamientos de Sreptococcus afa ~ hemoaliticos,
especialmente el Streptococcus mitis presentan reaccion cruzada con € omni -suero. Este
tipo de reaccion cruzada parece li mitarse a algunos métodos usados para serotipificar las
cepas como son la inmunofluorescencia, lainmunoel ectroforesis, la aglutinacion de latex y
la coaglutinacion. Esa falsa positividad puede ser explicada por € hecho de que € antisuero
capsular es preparado a partir de células totales, y por lo tanto puede contener anticuerpos
contra &l polisacérido C (C-Ps) comuln a la pared celular de todos |os neumococos. Y a que
ocasionalmente algunas cepas de S. grupo viridans poseen C-Ps, esto produce la reaccion
cruzada observada. Debido a que €l anticuerpo C-Ps es no capsular, la reaccién cruzada no
debe observarse s se utiliza la prueba de Quellung, como técnica o método de
serotipificacion.

El omni-suero, 14 pools y 46 antisueros de tipo 0 grupo se encuentran disponibles
comerciadmente en e Statens Seruminstitut en Copenhagen. El antisuero de ~'tipos’
representa una formula antigénica simple para cada tipo. El antisuero usado para
identificar € "grupo” representa una coleccion de serotipos cada uno con diferente formula
antigénica. El antisuero de "grupo" presentara reaccion cruzada con todos los tipos dentro
del grupo. Para redlizar la identificacion de factor o subtipificacion de grupo se requiere
hacer tipificaciones usando el antisuero que identificael factor; y € tipo a cua pertenece
el aislamiento se determina por € patron de reacciones que se observe con € conjunto
especifico de sueros que determinan el factor. En un conjunto completo existen 60
factores. Los antisueros para identificar factores no se encuentran disponibles
comercia mente.

En 1993 fue estandarizada, una técnica simplificada para la serotipificacion de S.
pneumoniae. El sistema usa 12 pool es y un tablero de identificacion. Con este sistema se
pueden identificar 21 de los serotipos o0 serogrupos mas comunmente distribuidos en €
mundo. Todos esos serotipos forman parte de la vacuna polivalente contra S. pneumoniae
(vacuna con 23 serotipos).

De acuerdo con la experiencia del Centro Nacional para Streptococcus en Alberta, el
serotipo 3 (pool B) ocasionamente no reacciona con el pool. La apariencia mucoide de los
aislamientos es la clave para su identificacion. Los aislamientos con esta morfologia deben
ser estudiadas con €l antisuero de serotipo 3, a pesar de obtener resultados negat ivos con €l
pool B antes de ser clasificadas como cepas no serotipificables. 3



MATERIAL .-

Portaobjetos

Cubreobjetos

Asas desechables de 1 pl

PBS pH 7.38

Azul de metileno a 1% (opcional)
Antisueros polivalentes (12 pools)

PROCEDIMIENTO.-

- Colocar 1 ul de PBS sobre e portaobjetos.

- Tocar con el asa unacoloniade S pneumoniae y suspenderla sobre la gota de PBS
(no debe quedar una suspension densa).

- Afiadir 1 ul del antisuero y mezclar. Se debe tener el cuidado de utilizar una asa
diferente para cada antisuero probado.

- Colocar en €l cubreobjetos una gota de azul de metileno y cubrir la preparacion.
- Colocar una gota de aceite de inmersion sobre el cubreobjetos.

LECTURA.-
Observar a microscopio con € objetivo de 100x.

INTERPRETACION.-

La visualizacion de la capsula, la observacion de un hinchamiento de la bacteria y una
aglutinacion de las bacterias indica una reaccion positiva.
La ausencia de la cipsulaindica una reaccion negativa.



ANEXO N° 2
MECANISMOS GENERALESDE RESISTENCIA

1) Interferenciaen el transportedeladroga atravésdelamembranaoen su
acumulacion citoplasmatica

MECANISMO

DROGASAFECTADAS

Cambios en los canales porinicos
de lamembrana externa.
Alteraciones de la concentracion

de cationes divalentes, por cambios
en los LPS de lamembrana externa
Permeasa

Reflujo

B-lactamicos

Fluoroquinolonas
Aminoglucosidos
Fluoroquinolonas

Eritromicinaen

S epidermidis
Tetraciclinas
B-lactémicos
Cloranfenicol,
Macrdlidos,
Fluoroquinolonas

2) Cambios relacionados con € sitio de accion de la droga

MECANISMO DROGASAFECTADAS
Alteracion de:
- las proteinas ligadoras de B-lactamicos
penicilinas

- laproteina S12 ribosomal

- ladihidroptero sintetasa

- laARN polimerasa
(subunidad )

- ladihidrofolato reductasa

Hiperproduccion de DHFR normal
Hiperproduccion de sustrato

( &cido p-aminobenzoico)
Incorporacion de un nuevo sistema
de ligasas parala sintesis de la pared
celular

Incorporacién de una nueva PLP
(PLP2a) paralasintesisdela
pared celular

Estreptomicina
Quinolonas
Sulfonamidas
Rifampicina
Trimetoprima

Trimetoprima
Sulfametoxazol

Vancomicina

Meticilinay todos los
antibi6ticos B-lactdmicos




3) Inactivacion enzimatica del antimicrobiano

MECANISMO

DROGASAFECTADAS

= Hidrdlisis por B-lactamasas
»= Modificacion por:
- aleniltransferasas
- acdiltransferasas
- fosfotransferasas
= Acetilacion por cloranfenicol -acetil-
transferasa

B-lactdmicos

Aminoglucosidos
Aminoglucosidos
Aminoglucosidos
Cloranfenicol
Tetraciclinas
Macrélidos




ANEXO N°3

Aidamientos recibidos en
Medio de Transporte
(Stuart + carbon activado)

Muestras
(Hospital del Nifio)

| |

Aislamiento Primario

Confirmados en €
UPR-LNRBC l

Pruebas de Diagnostico

Streptococcus pnku moniae |
|

v

Almacenados a -70°
(Medio Skim-Milk)

Recuperacion de las cepas mas antiguas
(Medio de Enriquecimiento)
Caldo Soya Tripticasa + Levaduras

Agar Sangre( 2 Repiques)

l

Pruebas de Susceptibilidad

Prueba del Doble Disco

y Resistencia




