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Introduccion

EL PROBLEMA DE LAS RESISTENCIAS A LOS ANTIBIOTICOS

La resistencia bacteriana es un fenémeno extraordinariamente frecuente y en
continua evolucidn, que afecta a un nimero cada vez mas importante de antibidticos.
Las bacterias, especialmente las patdogenas humanas, poseen poblaciones con
capacidad infinita de mutacion, capaces de diseminar el cardcter de resistencia, no
s6lo de forma vertical (por mutaciones cromosoémicas), sino también de forma
horizontal, a través de plasmidos, transposones e integrones, procedentes de las mas
variadas especies y géneros bacterianos, y que pueden proveer a una bacteria de
elementos que codifiquen resistencia a antibidticos (Hughes y Datta, 1983). Estos
procesos han hecho que, microorganismos frecuentes en la etiologia de las
infecciones, tanto comunitarias como hospitalarias, hayan desarrollado diferentes
grados de resistencia a antibioticos que, inicial o recientemente, eran considerados de
mayor eficacia terapéutica. El resultado tltimo de esta resistencia es la disminuciéon o
desaparicion de la eficacia del tratamiento antibidtico.

Ademas, la adquisicion de resistencia antibiotica no es un fenémeno aislado,
también es importante la capacidad de las bacterias para ir adquiriendo o acumulando
resistencia a varios antibidticos. Asi, el calificativo de “bacteria multirresistente” se
aplica a aquellos microorganismos que presentan resistencia a 3 6 mas grupos de
antibioticos no relacionados entre si, y utilizados habitualmente en el tratamiento de
las infecciones producidas por éstos (Canton y cols., 1999). En general, la
multirresistencia se debe a la adquisicion de varios mecanismos, aunque, en algunas
ocasiones, uno de ellos puede afectar a antibidticos de diferentes familias (es lo que
se denomina resistencia pleiotropica, siendo la impermeabilidad un ejemplo de ésta).

Este hecho es multifactorial y est4 en relacion con la acumulacion de mutaciones en




Introduccion

los patogenos resistentes, la formacion de estructuras genéticas complejas capaces de
acumular genes de resistencia por diferentes mecanismos de integracion y
recombinacion, la persistencia de las poblaciones bacterianas bajo la accion selectiva
de los antibidticos y la capacidad de compartir material genético mediante el proceso
de conjugacion (Baquero, 1997).

Por otro lado, el término “resistencia cruzada” hace referencia a los
mecanismos que afectan a antibidticos de la misma familia (Cantén y cols., 1999).
Un buen ejemplo lo constituye la resistencia a meticilina en estafilococos, ya que se
ven afectados todos los antibidticos betalactamicos. Ademas, los estafilococos
resistentes a meticilina se podrian considerar como patdgenos multirresistentes, ya
que, habitualmente, suelen presentar mecanismos que afectan a otros antibidticos
como aminoglucoésidos, macrdlidos, fluorquinolonas, etc. (Cantén y cols., 2006).

Los microorganismos multirresistentes pueden agruparse en dos apartados
generales, no siempre excluyentes. El primer grupo incluiria a aquellos
microorganismos que han adquirido este caracter por mutacion o adquisicion de
genes de resistencia; como ejemplos destacarian Staphylococcus aureus meticilin-
resistente (SARM), S. aureus con sensibilidad intermedia a glucopéptidos (GISA) o
los enterococos resistentes a vancomicina (ERV), entre otros. En un segundo grupo
tendriamos a aquellos microorganismos que presentan resistencia intrinseca a
diferentes familias de antibidticos por uno o varios mecanismos. En este grupo se
incluirian, por ejemplo, los enterococos, con resistencia intrinseca a cefalosporinas,
aminoglucoésidos o cotrimoxazol, por ejemplo.

La persistencia de las poblaciones bacterianas y la asociacion de los genes de

resistencia a estructuras genéticas complejas, han contribuido a que algunos de estos
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genes de resistencia estén ampliamente difundidos, y no sélo entre las bacterias
patogenas, sino también entre las que conforman la microbiota medioambiental y la
microbiota colonizante en el ser humano (Alekshun y Levy, 2006). En términos
clinicos, la coseleccion y el impacto ecologico sobre los microorganismos resistentes
presentes en la microbiota, ha sido calificada como un dafio colateral derivado de la
utilizacion de los antibidticos, de manera que los nuevos deberian evitar, o al menos
minimizar, estos dafios colaterales.

A continuacion estudiaremos los posibles mecanismos de resistencia
antibiotica que, potencialmente, podrian estar presentes en las tres especies
bacterianas objeto del presente trabajo: Staphylococcus aureus, Enterococcus

faecalis y Streptococcus agalactiae.

ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

La mayoria de antibioticos empleados en la practica clinica, tanto a nivel
hospitalario como a nivel de la comunidad, pertenecen a este grupo, debido a sus
caracteristicas fundamentales: elevada eficacia, baja toxicidad, amplio espectro de
actividad y amplio margen terapéutico.

Los antibioticos betalactimicos son moléculas quimicamente diversas pero
que tienen en comun la presencia de un anillo betalactdmico en su estructura. Este
consiste en un heterociclo de cuatro dtomos con un oxigeno en posicion [ con
respecto al nitrogeno de la lactama. Aunque este ciclo aislado es esencial, y define la
estructura basica del antibidtico, sin embargo, carece de actividad, por lo que
necesita estar asociado a otros anillos, y, dependiendo de éstos, se obtienen los

diferentes antibidticos de esta familia. Dichas diferencias se traduciran en cambios en
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el espectro de actividad, resistencia antibiotica y propiedades farmacocinéticas

(Gutiérrez y Fresnadillo, 2006).

La clasificacion basica (tabla 1) de los betalactimicos incluye penicilinas,

cefalosporinas, inhibidores de las betalactamasas, carbapenemas y monobactamas

(aunque éstos ultimos s6lo son activos frente a microorganismos gramnegativos).

Tabla 1. Clasificacion de los antibioticos betalactamicos

PENICILINAS

Sensibles a betalactamasas

Bencilpenicilina, Fenoxibencilpenicilina, Ampicilina,
Amoxicilina, Piperacilina, Carbenicilina, Ticarcilina,

Mezlocilina, Azlocilina

Resistentes a betalactamasas

Meticilina, Nafcilina, Oxacilina, Cloxacilina, Dicloxacilina
Asociaciones con inhibidores de betalactamasas:
Amoxicilina-clavulanico, Ampicilina-sulbactam, Piperacilina-

tazobactam

CEFALOSPORINAS

Primera Generacién

Cefazolina, Cefalotina, Cefradina, Cefalexina, Cefadroxilo

Segunda Generacion

Cefamandol, Cefuroxima, Cefonicida, Ceforanida, Cefaclor,

Cefprozilo, Cefoxitina, Cefotetan, Cefmetazol

Tercera Generacion

Ceftriaxona, Cefotaxima, Ceftazidima, Ceftizoxima,
Ceftibuteno, Cefdinir, Cefixima, Cefpodoxima, Cefoperazona,

Cefditoreno

Cuarta Generacion

Cefepima

CARBAPENEMICOS

Imipenem-cilastatina, Meropenem, Ertapenem

MONOBACTAMICOS

Aztreonam
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Su mecanismo de accion deriva de la similitud estructural del anillo
betalactamico con el dipéptido D-alanina-D-alanina (Tipper y Strominger, 1965) que
le permite interaccionar con diversas proteinas enzimaticas con actividad de
transpeptidasas y carboxipeptidasas situadas en la superficie de la membrana
plasmatica bacteriana, y que son moléculas encargadas de modelar la configuracion
definitiva de la capa del peptidoglucano, ademas de guiar su reorganizacion durante
la division de las bacterias. A estas proteinas de membrana las conocemos,
genéricamente, como proteinas fijadoras de penicilina (penicillin binding proteins o
PBP) (Spratt, 1983). La actividad antibacteriana de los betalactadmicos esta, pues, en
relacion con su capacidad para interferir, de forma competitiva, en la actividad de las
PBPs.

Sin embargo, la accion bactericida de los antibidticos betalactamicos no esta
ligada directamente a la interferencia con la sintesis del peptidoglucano, sino que el
bloqueo de las PBPs permite la actuacion de enzimas hidroliticas (autolisinas
endogenas) en las bacterias que disponen de ellas, y como consecuencia se produciria
la lisis bacteriana (Tomasz, 1979). Las bacterias que carecen de autolisinas son
inhibidas, pero no destruidas (efecto bacteriostatico y no bactericida del antibiotico

betalactamico).

Mecanismos de resistencia

En la actualidad, mas del 90% de los aislados clinicos de Staphylococcus spp.
son resistentes a penicilina debido a la produccion de penicilinasas (figura 1), siendo
éste el mecanismo mas comun de resistencia a los antibioticos betalactamicos en este

género (Marin y Gudiol, 2003). Estas enzimas estan codificadas por el gen bla,
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normalmente localizado en un plasmido, e hidrolizan las penicilinas dando lugar a
acido penicilanico, inactivo. Debido a que el principal mecanismo de resistencia de
las bacterias grampositivas a los antibidticos betalactdmicos son las betalactamasas
plasmidicas, su capacidad de ser transmitidas entre las diferentes especies es muy
alta y, por tanto, se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza (Murray y
Mederski-Samaroj, 1983).

La concentracion minima inhibitoria (CMI) en aislados de S. aureus
totalmente sensibles a penicilina G es de, aproximadamente, 0,01 pg/ml. Por el
contrario, la CMI de antibidticos resistentes a las penicilinasas como oxacilina o
cefalosporinas es 10 veces superior. Por esta razon, penicilina G sigue siendo una de

las mejores opciones frente a estafilococos sensibles a penicilina.

Figura 1: Resistencia a betalactaimicos en Staphylococcus spp.

Los primeros betalactamicos resistentes a la accion de las penicilinasas, como
las penicilinas semisintéticas, meticilina y nafcilina, estuvieron disponibles en los
anos 50. Ironicamente, el primer aislado de S. aureus resistente a meticilina (a los
que comunmente se les denomina cepas SARM) se describié poco tiempo después

(Jevons, 1961), y la prevalencia de este tipo de aislados se ha ido incrementando
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progresivamente desde entonces, constituyendo el problema de resistencia mas
importante en este género. Ademas, desde su aparicion, estas cepas se han
caracterizado por la presencia de resistencia anadida a otros antibidticos no
betalactdmicos.

El mecanismo de resistencia a meticilina no estd mediado, sin embargo, por
penicilinasas, sino por la proteina PBP2a (figura 1), una PBP de baja afinidad por los
antibidticos betalactamicos que estd codificada por el gen mecA. Este gen, de
aproximadamente 2 kb, se encuentra situado en un complejo movil (complejo mec)
formado por el propio gen de resistencia a la meticilina y sus genes reguladores
(mecl y mecR) que residen en una isla genémica denominada staphylococcal cassette
chromosome mec (SCCmec) que, ademas, contiene el complejo del gen ccr (que
codifica las recombinasas responsables de su movilidad), y, en numerosas ocasiones,
transposones y genes que codifican resistencia a antibidticos no betalactamicos. Los
estudios de evolucion genética y analisis de estructura poblacional y polimorfismo
del elemento SCCmec han demostrado que el gen mecA ha sido transferido a aislados
de S. aureus sensibles a meticilina en mas de 20 ocasiones y que este proceso se
produjo, al menos, en 5 6 mas linajes filogenéticamente distintos (Enright y cols.,
2002). Actualmente se conocen 5 tipos de SCCmec (I a V) en S. aureus. Los tipos I,
IV y V codifican resistencia s6lo a antibidticos betalactadmicos, mientras que los tipos
IT y III presentan también la capacidad de codificar resistencia a otros antibidticos
(Ito y cols., 2003). Ademas se ha estudiado la relacion de estos linajes con las cepas
de SARM vy su origen o procedencia, de manera que los tipos I, II y III se relacionan
con cepas de origen nosocomial y los tipos IV y V estan relacionados con los

aislados procedentes de la comunidad (Ma y cols, 2002; Okuma y cols., 2002).
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Debido a la baja afinidad que muestra la PBP2a por los betalactamicos, puede
encargarse del ensamblaje del peptidoglucano de la pared celular cuando las PBPs
normales estan inhibidas por estos antibidticos (de Jonge y Tomasz, 1993). Aunque,
potencialmente, la presencia de una PBP de baja afinidad confiere una alta
resistencia a todos los betalactamicos, la PBP2a necesita que los precursores de la
pared celular contengan una peptidoglicina en la cara interna de la cadena adosada a
la L-lisina de la posicion 3 del péptido inicial, al igual que otros requerimientos tales
como una D-glutamina amidada en posicion 2 del péptido. Proporcionar este sustrato
adecuado a la PBP2a requiere la funcionalidad de numerosos genes accesorios
implicados en la maquinaria normal de construccion de la pared (de Lencastre y cols.,
1999). Estos mecanismos incluyen mas de 20 regiones determinantes, algunas de las
cuales, como femABC y fhmB, son responsables de afadir los restos de glicina
necesarios para que la PBP2a funcione. Cualquier alteraciéon en estos elementos
disminuye la expresion de resistencia a meticilina aunque esté presente la PBP2a. Se
puede afirmar, por tanto, que no todos los aislamientos que tienen el gen mec
expresan de igual modo la resistencia a meticilina y al resto de antibidticos
betalactamicos. Existen estirpes con expresion constitutiva, con alto grado de
resistencia, y otras poblaciones heterogéneas que presentan diferentes sensibilidades
dependiendo de la presencia de genes auxiliares o esenciales para la expresion (genes
fem y fhm) y estd condicionada por la produccion simultanea de betalactamasas, las
caracteristicas del medio y las condiciones de crecimiento (Chambers, 1997; de
Lencastre y cols., 1994).

Otro inconveniente de este mecanismo de resistencia es que contiene s6lo un

dominio transpeptidasa y ha perdido la actividad transglucosidasa. Por tanto, para
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ensamblar con éxito el peptidoglucano, la proteina PBP2a necesita incluir el dominio
transglucosidasa de una PBP estafilocdcica normal, como la PBP2 (Pinho y cols.,
2001). En estos casos, el desarrollo de farmacos efectivos debe incluir betalactamicos
que puedan bloquear las PBPs normales de estafilococos y ademas, a la PBP2a (Lim
y Strynadka, 2002; Tomasz, 2003).

Se considera que una cepa de S. aureus es resistente a meticilina cuando su
CMI es igual o superior a 16 ug/ml, o cuando la CMI a oxacilina es igual o superior
a 4 pg/ml (CLSI, 2007). Como se ha comentado, algunas cepas de SARM presentan
una expresion heterogénea de la resistencia a meticilina, aunque todas las células
sean portadoras del gen mecA. En estos casos la deteccion fenotipica de la resistencia
a meticilina en el laboratorio puede mejorarse mediante el aumento del indculo
bacteriano, la incubacion en las pruebas de sensibilidad a 30° C, la utilizacion de
medios suplementados con cloruro de sodio y el uso combinado de oxaciclina y
cefoxitina como antibidticos marcadores (Martinez, 1999; Torres, 2002). Otras
técnicas para la deteccion de la resistencia a meticilina son la deteccion del gen mecA
por PCR o la deteccion de la PBP2a por aglutinacion con latex. Esta ultima es una
técnica rapida y sencilla, que se ha desarrollado comercialmente, y cuya sensibilidad

y especificidad son similares a las de la PCR (Martinez, 1999).

Evolucion de la resistencia
El incremento en las cifras de prevalencia de infecciones por SARM a partir
de la década de los 80, ha sido un hecho que podemos constatar en distintos entornos

geograficos.
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En Europa, dicha prevalencia ha oscilado desde menos del 1% en 1980, hasta
el 30% en 1991, con una distribucion similar entre los diferentes paises (Voss y cols.,
1994). Por su parte, en Estados Unidos, la prevalencia de SARM aislados en
hospitales aument6 de un 2,1% en 1975 al 35% en 1991 (Panlilio y cols., 1992). En
un informe del Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY con datos referidos
a afios posteriores, 1998 a 2004, la prevalencia de SARM tuvo la siguiente
distribucion (Moet y cols., 2007): Europa, 22,8%; Norteamérica, 35,9% vy
Latinoamérica, 29,4%.

Este curso ascendente en la prevalencia de SARM también se ha constatado
en Espafia. Tras el primer brote de SARM descrito en 1981 (Pérez-Trallero y cols.,
1981), la resistencia a meticilina se incrementd desde un 1,5% en 1989, a un 17,9%
en 1996, alcanzando incluso cifras en torno al 30% en algunos hospitales en la
década de los 90 (Asensio y cols., 2006; Cuevas y cols., 2004). En estudios
posteriores estas cifras se han mantenido, asi, en el estudio European Antimicrobial
Resistance Surveillance System (EARSS) del afio 2000, con aislados clinicos
obtenidos de pacientes con bacteriemia en 31 hospitales espanoles, se encontr6 un
porcentaje de SARM del 28% (Oteo y cols., 2002), y en el estudio EARSS 2000-
2002 (Oteo y cols., 2004) sobre una muestra de 40 hospitales espanoles, la
resistencia a meticilina se detectdo en 762 aislamientos de S. aureus (24,5% de los
aislados clinicos de esta especie). Por ultimo, en el estudio espafiol de Vigilancia de
la Resistencia a los Antimicrobianos (VIRA) del afio 2006 en el que participan
hospitales de toda Espaia, se confirma que la cifra de SARM actual de nuestro pais
es del 29%, con lo cual parece que la tendencia se estabiliza, en los ultimos afios, en

torno al 30% (Picazo y cols., 2006).

-11 -
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Aunque, inicialmente, la aparicion de SARM se consider6 un problema
principalmente hospitalario, se ha detectado un progresivo incremento en las
infecciones producidas por SARM de origen comunitario (Chambers, 2001). Al
principio se pensd que estos aislados habian surgido a partir de los aislamientos
hospitalarios, que habian escapado de su ambiente original y penetrado en la
comunidad. Sin embargo, la epidemiologia clinica y microbioldgica indica que
estamos viviendo dos evoluciones separadas. Por un lado, los aislados en el hospital
son multirresistentes y estan asociados a factores de riesgo como la hospitalizacion o
la cirugia, vivir en una residencia y tener un catéter o dispositivo en una via (Salgado
y cols., 2003). Por otro lado, los SARM aislados en la comunidad presentan pocas
corresistencias y producen, fundamentalmente, enfermedades cutaneas y neumonia
grave en personas sanas. Ademas, aunque tanto las cepas hospitalarias como las
procedentes de la comunidad albergan el gen mecA, son muy diferentes en cuanto a
su origen (tipos de SCCmec ya comentados). Por tanto, los dos tipos de organismos
no son iguales (Udo y cols., 1993). Practicamente todos los SARM que afectan a
pacientes de riesgo suelen ser del tipo multirresistente, mientras que aquellos
pacientes sin riesgo se infectan por el tipo mas sensible, pero clinicamente mas
invasivo debido a la presencia, en la mayoria de estos aislados, de la toxina citolitica
denominada leucocidina de Panton-Valentine (Vandenesch y cols., 2003).

La asociacion de resistencia a macroélidos, lincosamidas, estreptograminas,
quinolonas, aminoglucdsidos, rifampicina o tetraciclinas, es variable en funcion de
los aislados (Sorlézano y cols., 2007). En Espana, los aislados hospitalarios
obtenidos entre los afios 1990 a 1995 se caracterizaban por presentar este patron de

multirresistencia, con resistencia a casi todos los antibioticos disponibles en la
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practica clinica, a excepcion de glucopéptidos, cloranfenicol y cotrimoxazol
(Aparicio y cols., 1992; Cercenado y cols., 1997; Dominguez y cols., 1994; Oteo y
cols., 2002). Esta estirpe, denominada Clon Ibérico o ST247-MRSA-I se detectd por
primera vez en 1989 en un brote en el Hospital Universitario de Bellvitge
(Dominguez y cols., 1994), y se disemind a otros paises como Portugal (Sanches y
cols., 1995), Alemania (Witte y cols., 1997), Escocia, Italia (Mato y cols., 1998),
Republica Checa (Melter y cols., 1999), Bélgica (Deplano y cols., 2000), Polonia
(Krzyszton-Russjan y cols., 2002), Suecia (Murchan y cols., 2003) e, incluso,
Estados Unidos (Roberts y cols., 1998). Desde 1996 ha disminuido la presencia de
este clon en Espafia; asimismo, se redujo, en paralelo, la resistencia a gentamicina y
rifampicina, aunque no a ciprofloxacino, que ha ido en aumento (Vindel y cols.,
2006). Actualmente, estan tomando fuerza otras cepas epidémicas, como por ejemplo,

ST125-MRSA-IV (Chaves Sanchez y cols., 2008).

Entre el género Enterococcus spp. la especie patdogena mas frecuentemente
aislada es E. faecalis, constituyendo del 60% al 80% de los aislados clinicos de este
género (Martinez-Odriozola y cols., 2007) y, ademads, constituye uno de los
principales microorganismos de la flora de las diversas mucosas del hombre. Es una
de las causas mas frecuente de infecciones urinarias, peritonitis posquirurgicas y
peritonitis terciarias, asi como bacteriemias primarias y secundarias (Pallarés y cols.,
1993). Su importancia, tanto a nivel clinico como epidemioldgico, radica en su
capacidad para incorporar elementos genéticos con propiedades virulentas y de
resistencia antibidtica, que mejoran su capacidad adaptativa a entornos complejos

como es el medio hospitalario (Malani y cols., 2002).
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Por lo general, los antibidticos betalactamicos son menos activos frente a los
enterococos que frente a los estafilococos, presentando un efecto fundamentalmente
bacteriostatico (Gutiérrez y Fresnadillo, 2006). Sin embargo, el fenotipo mas
frecuente, tanto en E. faecalis como en E. faecium incluye sensibilidad a penicilinas.

La resistencia a ampicilina, al igual que al resto de penicilinas, estd mediada
fundamentalmente por betalactamasas (Cercenado y cols., 1990) que pueden tener un
origen estafilococico (Gutiérrez y Fresnadillo, 2006). Sin embargo, en E. faecium es
relativamente frecuente también encontrar cepas resistentes a penicilina, ampicilina y
amoxicilina-acido clavulénico por alteracion de la PBP5, siendo este mecanismo de
resistencia muy poco frecuente en E. faecalis (Ligozzi y cols., 1996).

En Espafia no es muy frecuente la resistencia a ampicilina en la especie E.
faecalis. Asi, en un estudio reciente sobre aislados clinicos de enterococos obtenidos
durante los afos 2001 a 2006, se puso de manifiesto que la prevalencia actual de
resistencia a ampicilina en esta especie, en nuestro pais, es del 1,3%, mientras que
para la especie E. faecium esta cifra es del 65,1% (Oteo y cols., 2007). En Estados
Unidos la prevalencia de resistencia a ampicilina en E. faecalis se sitia entre un
0,9% y un 1,8%, y para E. faecium entre un 69% y un 83% (Huycke y cols., 1998),
aunque datos mas recientes incrementan la resistencia en esta ultima bacteria a tasas
de hasta el 90% (Mutnick y cols., 2003).

Las cefalosporinas no son utiles en el tratamiento de infecciones por este
microorganismo ya que es intrinsecamente resistente debido a la imposibilidad de

¢éstas para unirse con las PBP (Murray, 1990).
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Streptococcus agalactiae es una bacteria colonizadora habitual de los tractos
respiratorio, gastrointestinal y urogenital en la especie humana. Es una causa
frecuente de infecciones graves en neonatos, incluyendo bacteriemias, neumonias y
meningitis, y, para evitar estas infecciones neonatales es necesario el tratamiento
antibidtico de mujeres embarazadas portadoras. Ademas, en la década de los 90 se
experimentd un incremento importante de las infecciones producidas por dicha
bacteria, principalmente en personas adultas inmunocomprometidas (Waite y cols,
1996).

El tratamiento de eleccion en las infecciones por S. agalactiae es penicilina G
o ampicilina, puesto que la sensibilidad a estos antibidticos es practicamente del
100% y se ha mantenido asi a lo largo de los afios en distintas areas geograficas
(Andrews y cols., 2000; Betriu y cols., 1994; Meyn y Hillier, 1997; Simoes y cols.,
2004; Sorlozano y cols., 2007). En caso de pacientes con alergia a betalactamicos se
recomienda utilizar clindamicina o vancomicina (CDC, 2002).

Si bien en el estudio de Betriu y cols. (1994) la tasa de resistencia de esta
bacteria a betalactamicos fue del 0%, se aislaron algunas cepas que presentaban
resistencia intermedia (2% para penicilina G y 8% para ampicilina). En Estados
Unidos, un estudio similar al espafiol, obtuvo una tasa del 0% de aislados con
resistencia intermedia, tanto para penicilina G como para ampicilina (Meyn y Hillier,
1997). Esta diferencia con el estudio espafiol puede estar en relacion a un aumento
del consumo de ampicilina en la profilaxis de mujeres embarazadas durante el parto,
asi, esta descrito que el hecho de utilizar ampicilina en lugar de penicilina G favorece
la seleccion de mutantes resistentes a betalactdmicos debido al espectro de actividad

mas amplio que posee (Amstey, 1994; CDC, 2002). A lo largo de los afios se ha
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detectado un incremento en la aparicion de cepas de S. agalactiae con resistencia
intermedia a penicilina y ampicilina, llegando a tasas del 17% y 15%,
respectivamente (Simoes y cols., 2004). Esto indica que deberia realizarse una
monitorizacion de los pacientes a la hora de utilizar penicilina o ampicilina pero que
no tienen por qué dejar de utilizarse en la practica clinica.

En la década de los 80, empezaron a surgir casos de fracaso del tratamiento
antibiotico en infecciones por S. agalactiae con tolerancia a betalactamicos, que
daban lugar a infecciones neonatales recurrentes (Kim y Anthony, 1981). En este
caso, el fenomeno de la tolerancia se define como el aumento de la CMI entre 16 a
32 veces la CMI habitual, lo que se traduce en una accién bactericida mas lenta,
ademas de que son necesarias concentraciones de antibidtico mayores para provocar
la accion bactericida del antibidtico. Esta tolerancia a penicilina es debida a la
formacion de PBPs especificas que, en presencia de los antibidticos betalactamicos,
reemplazan la funcion de las PBPs sensibles en la sintesis de la pared celular
(Reinscheid y cols., 2002). Existen datos sobre la prevalencia mundial de dicha
tolerancia que la situan entre un 4% y 13% durante las décadas de los 80 (Broadbent,
1984; Kim y Anthony, 1981) y de los 90 (Balboa y cols., 2000). Sin embargo, en este
mismo periodo hay estudios espafioles con cifras de tolerancia a penicilina en torno
al 17% (Betriti y cols., 1994).

Como alternativa a esta situacion, y para conseguir resultados eficaces, estd
recomendado aumentar la dosis de betalactadmicos, o bien, asociar un aminoglucdsido
(McCracken, 1983).

En cuanto a cefalosporinas y carbapenémicos, hay que decir que, aunque se

consideran una excelente alternativa a penicilina y ampicilina (Bayer y cols., 1982;
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Jacobs y cols., 1982) sin embargo, la alta eficacia, la baja capacidad de seleccion de
resistencias por parte de las penicilinas y el menor coste, hacen que éstas siguan
considerandose el tratamiento de primera linea en infecciones y profilaxis frente a S.

agalactiae.

GLUCOPEPTIDOS

Los glucopéptidos son antibidticos con estructura peptidica que, como los
betalactdmicos, también inhiben la sintesis del peptidoglucano (Barna y Williams,
1984). Vancomicina y teicoplanina son los Unicos representantes de este grupo
utilizados en clinica. Se caracterizan por presentar una estructura central
heptapeptidica que se encuentra unida a distintos azucares y restos de aminoacidos
(Reynolds, 1989).

Nuevos antibioticos pertenecientes a la familia de los glucopéptidos, que
podrian comercializarse proéximamente son dalbavancina (ya comercializada en
Estados Unidos), oritavancina y telavancina, que presentan mejoras en su
farmacocinética y en el espectro de accion, mostrando actividad frente a aislados
VISA y enterococos con fenotipo VanA (King y cols., 2004; Pace y cols., 2003).

Los glucopéptidos actiian por afinidad con el residuo D-alanina-D-alanina del
extremo carboxiterminal de los precursores del peptidoglucano, impidiendo su
ensamblaje, por eso, al igual que los antibidticos betalactdmicos, actian sobre
bacterias en fase de crecimiento (Betriu y Picazo, 2006)

Su voluminosa estructura dificulta que puedan atravesar la membrana
citoplasmatica, por lo que han de actuar después de que se produzca la translocacion

de los precursores del peptidoglucano a la superficie de la membrana citoplasmatica,
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unidos al lipido transportador (undecaprenil pirofosfato). La union del glucopéptido
al resto D-alanina-D-alanina, producido por la formacién de cinco puentes de
hidrogeno, bloquea la incorporacion de las subunidades del disacarido pentapéptido
en el peptidoglucano naciente por accion de glucosiltransferasas (Reynolds, 1989).
Como consecuencia de todo ello, se produce la acumulacion de precursores y la
inhibicion de las reacciones catalizadas por las transpeptidasas y carboxipeptidasas,
que no reconocen los sustratos para la sintesis del peptidoglucano.

Al igual que con los betalactamicos, también actian las autolisinas, Yy,
finalmente, se produce la lisis de la bacteria. Secundariamente, al inhibirse el
crecimiento celular, se altera la permeabilidad de la membrana y se afecta la sintesis
de ADN, ARN y proteinas.

Son bactericidas frente a la mayoria de microorganismos grampositivos,

excepto frente a enterococos (Betrit y Picazo, 2006).

Mecanismos y evolucién de la resistencia a glucopéptidos

Los mecanismos de resistencia a glucopéptidos en S. aureus son distintos
segun se trate de aislados con sensibilidad reducida o resistencia intermedia (aislados
tipo VISA o GISA, de vancomycin o glycopeptide intermediate-resistant S. aureus) o
verdaderos aislados resistentes a glucopéptidos (aislados VRSA o GRSA, de
vancomycin o glycopeptide-resistant S. aureus).

En 1996 se aislo por primera vez, en Japon, una cepa de S. aureus meticilin-
resistente cuyo fenotipo de resistencia incluia, ademas, cierto grado de resistencia a
glucopéptidos (Hiramatsu y cols., 1997a). Esta cepa, aislada de la herida quirargica

de un nifio de 4 meses sometido a una intervencion cardiaca, se denominé Mu50, y
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se caracterizaba por presentar una CMI de vancomicina de 8 pg/ml. Carecia de los
genes van que se asocian a resistencia a glucopéptidos en los enterococos y poseia un
fenotipo VISA, que podria explicarse por un incremento de la sintesis de la pared
celular (Sieradzki y cols., 1999). Fenotipicamente, las cepas VISA se caracterizan
por presentar resistencia moderada o intermedia a vancomicina, mientras que son
sensibles a teicoplanina. Sin embargo, en muchas ocasiones, también existe
sensibilidad reducida o resistencia a teicoplanina, de ahi el uso del término maés
apropiado de cepas GISA.

Al mismo tiempo, el mismo autor también describi6 la presencia de lo que se
denominé heterorresistencia a vancomicina (hVISA). En este caso, la cepa,
denominada Mu3, presentaba una CMI inferior a 4 pug/ml para vancomicina, pero
poseia subpoblaciones (menos de 1/10° unidades formadoras de colonias) resistentes,
capaces de crecer a concentraciones de 6 y 8 ug/ml de vancomicina (Hiramatsu y
cols., 1997b). A partir de entonces y, sucesivamente, fueron apareciendo nuevos
casos de aislados tipo VISA y hVISA en distintas areas geograficas del mundo
(Ariza y cols., 1999; Smith y cols., 1999).

Sin embargo, mas preocupante es la descripcion, a partir de 2002, de cepas de
SARM con alto nivel de resistencia a vancomicina (VRSA), con valores de CMI
superiores a 32 ug/ml, en las que se ha demostrado la transferencia de genes van
desde enterococos (Chang y cols., 2003; Clark y cols., 2005).

Como hemos visto, en aislados sensibles, los glucopéptidos inhiben el
ensamblaje de la pared celular uniéndose al dimero D-alanina-D-alanina terminal y
bloqueando la transpeptidacion. Sin embargo, las cepas GISA tienen una densa pared

celular que contiene una alta cantidad de D-alanina-D-alanina libre, sin formar
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enlaces. Esta cantidad elevada del dipéptido actia como sefiuelo, atrapando las
moléculas de glucopéptidos antes de que alcancen su diana. En estos casos, por tanto,
la resistencia no se produce por transferencia de genes desde enterococos, sino que se
relaciona mas con la presion selectiva que ejerce la presencia del antibidtico (Betrit
y Picazo, 2006). Ademas, se ha visto que los aislados GISA manifiestan aumento en
la expresion de las PBP2a (Torres, 2002).

Se han descrito fracasos terapéuticos asociados, fundamentalmente, a
aislamientos de tipo hGISA (Ariza y cols., 1999), ya que su bajo nivel de resistencia,
y su fenotipo heterogéneo, hacen que sea dificil detectarlos en el laboratorio.
Técnicas especiales, como el cribado con placas que contengan vancomicina (en
concentracion de 4 pg/ml) y el analisis de los perfiles poblacionales, entre otros
procedimientos, son necesarios para detectar estos fenotipos (Walsh y cols., 2001).

Durante el periodo comprendido entre 2001 y 2006 en Espafia, se ha
producido un incremento gradual en las CMI de SARM a vancomicina, y se ha
descrito un caso de SARM con sensibilidad disminuida a vancomicina (CMI de
4ug/ml) (Picazo y cols., 2006). Esta situacion parece cuanto menos preocupante en el
sentido de que es necesario establecer una adecuada vigilancia de estos aislados y
poner en marcha métodos accesorios para detectar rapidamente la sensibilidad

disminuida frente a vancomicina.

La resistencia a glucopéptidos en los enterococos se conoce desde hace mas
tiempo (Arthur y Courvalin, 1993). En estos microorganismos, la resistencia se debe
a la adquisicion de Tn1546 6 Tn1547, dos transposones que codifican una serie de

genes que modifican el precursor que contiene la D-alanina-D-alanina terminal,
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transforméndola en D-alanina-D-lactato. El precursor modificado con D-alanina-D-
lactato presenta una baja afinidad por los glucopéptidos y esto le confiere la

resistencia al microorganismo (figura 2).

Figura 2: Resistencia a glucopéptidos en Enterococcus spp.

Modificacion de
ladiana | D-ala " D-lac_|

El transposén Tnl1546, que codifica el llamado fenotipo resistente VanA, ha
sido transferido a S. aureus, experimentalmente (Noble y cols., 1992), lo que podria
explicar la aparicion de los fenotipos GRSA, como hemos visto anteriormente. Esto
indica que el elemento movil de los enterococos ha pasado al género Staphylococcus
spp. v podria llegar a establecerse, de manera similar a como lo hacen otros
elementos moviles.

La resistencia a vancomicina y teicoplanina de los enterococos es fenotipica y
genotipicamente heterogénea. En Enterococcus spp. se diferencian varias clases:
fenotipos de resistencia adquirida como VanA, VanB, VanD, VanE y VanG,
mediados por los genes vanA, vanB, vanD, vanE y vanG, respectivamente; y

fenotipos de resistencia intrinseca ligada a las especies E. gallinarum (gen vanC-1),
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E. casseliflavus (gen vanC-2) y E. flavescens (vanC-3) (Leclercq y Courvalin, 1997;
Perichon y cols., 1997; Woodford y cols., 1995). En todas ellas, y segiin hemos visto,
el fenotipo de resistencia se debe a la sintesis de un precursor distinto de la D-
alanina-D-alanina, generalmente D-alanina-D-lactato, o bien, D-alanina-D-serina.
Este mecanismo bioquimico de resistencia requiere un sofisticado mecanismo de
regulacion y expresion (Arthur y cols., 1996; Leclercq y Courvalin, 1997; Woodford
y cols., 1995) que hace que cada uno de los fenotipos anteriores se pueda diferenciar
segun 3 factores: grado de resistencia a vancomicina y teicoplanina que confieren,
mecanismo de expresion (inducible o constitutivo) y capacidad de transferencia de

dicha resistencia (Chaves Sanchez y cols., 2008).

Fenotipo VanA

El fenotipo VanA se caracteriza por resistencia de alto grado a vancomicina
(rango de CMI: 64-1024 ng/ml) y a teicoplanina (16-512 pg/ml) y por ser inducible
por ambos glucopéptidos. Los genes responsables de este fenotipo se encuentran en
el transposon Tn1546, que suele estar integrado en plasmidos autotransferibles. Este
transposon estd compuesto por nueve genes que codifican, respectivamente, nueve
polipéptidos con diferente funcion, que participan, de forma compleja, en la
expresion de la resistencia a los glucopéptidos. Hay genes con funciéon de
transposicion (fragmentos ORF1 y ORF2); genes reguladores de aquellos que
codifican la resistencia a los glucopéptidos (vanS y vanR); genes que participan en la
produccion de desipéptidos (vanH, vanA y vanX); y genes que dan lugar a proteinas

accesorias implicadas en la sintesis del peptidoglucano, pero que no son necesarias
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para la resistencia a los glucopéptidos (vanY y vanZ) (Arthur y cols., 1996; Walsh y
cols., 1996).

Las proteinas VanH, VanA y VanX son esenciales para la resistencia. La
primera, VanH, es una deshidrogenasa que cataliza la reducciéon de piruvato a D-
lactato. La formacion de un éster entre éste y la D-alanina es catalizada por la ligasa
VanA. El dipéptido resultante, D-alanina-D-lactato reemplaza al dipéptido D-
alanina-D-alanina en la via de sintesis del peptidoglucano, y, con esta sustitucion, se
elimina la posibilidad de formar un puente de hidrégeno fundamental para la union
del glucopéptido al resto de D-alanina-D-alanina, con lo que el antibidtico no puede
unirse a su diana. Por ultimo, la proteina VanX tiene actividad D, D-dipeptidasa e
hidroliza los dipéptidos de D-alanina-D-alanina que puedan haberse formado.

Las proteinas accesorias VanY y VanZ no son esenciales para la resistencia,
pero su produccion incrementa el grado de resistencia a vancomicina y teicoplanina,
respectivamente. VanY es una D, D-carboxipeptidasa que hidroliza los residuos D-
alanina terminales de los precursores del peptidoglucano que se producen cuando la
eliminacion de los dipéptidos D-alanina-D-alanina por VanX no ha sido completa.
Por su parte, VanZ, participa en la resistencia por un mecanismo de momento
desconocido.

La autofosforilacion de un residuo de serina en VanS (como respuesta a un
estimulo desconocido influido por la presencia de vancomicina) y la posterior
transferencia del grupo fosfato a VanR, hacen que la forma fosforilada de VanR
actiie como activador transcripcional de los genes vanH-A-X. La sefial que reconoce

a VanS es desconocida, pero se sospecha que la acumulacion de precursores del
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peptidoglucano pueda ser la causa del caracter inducible de la resistencia, mucho mas

que la interaccion directa con el antibiotico.

Fenotipo VanB

El fenotipo VanB se define por resistencia de alto grado a vancomicina
(rango de CMI: 4-1024 ng/ml); sin embargo, los aislados siguen siendo sensibles a
teicoplanina (rango de CMI: 0,5-1 pug/ml). Esta resistencia s6lo es inducible por
vancomicina, no por teicoplanina.

También se asocia a transposones, y se han hallado pldsmidos que contienen
los genes de resistencia. La secuenciacion de las zonas adyacentes a vanB parece

indicar que existen genes con funcionalidad similar a vanX, vanH, vanR y vanS.

Fenotipo VanC

El fenotipo VanC se caracteriza por presentar una resistencia de bajo grado a
vancomicina (rango de CMI: 2-32 pg/ml), permaneciendo sensible a teicoplanina
(0,5-1 pg/ml); y esta presente constitutivamente en las especies E. gallinarum (gen
vanC-1), E. casseliflavus (gen vanC-2) y E. flavescens (vanC-3).

El gen vanC, causante de esta resistencia, es una ligasa cuya funcion es la
formacion del dipéptido D-alanina-D-serina, lo que conduce a una disminucion de la

afinidad por vancomicina.

Fenotipo VanD
Los aislamientos de enterococos con fenotipo VanD presentan un bajo grado

de resistencia a vancomicina, con valores intermedios para teicoplanina. El gen
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causante, vanD, codifica una D-alanina-D-lactato ligasa relacionada con los
fenotipos VanA y VanB. La resistencia no es inducida y no se transfiere por

conjugacion (Leclercq y Courvalin, 1997; Perichon y cols., 1997).

En el caso de los enterococos, como hemos visto anteriormente, se produce
una resistencia transferible a vancomicina y teicoplanina que fue descrita por primera
vez en Europa en 1988 (Leclercq y cols., 1988; Uttley y cols., 1988). Rapidamente se
constatd que existia una amplia distribuciéon geografica, aislandose no sdlo en
muestras clinicas, sino también en las heces de individuos sanos y de animales de
granja (McDonald y Jarvis, 1997, Woodford y cols., 1995). En estos tultimos, la
relacion con el consumo de avoparcina (glucopéptido de uso veterinario), un aditivo
alimentario que se usa como promotor del crecimiento animal, ha supuesto la
constatacion de la presion selectiva que ejercen los antibidticos en la seleccion y
diseminacion de los mecanismos de resistencia.

En Norteamérica el fenotipo predominante en E. faecalis es vanB (76,9%)
mientras que en Europa predomina el vanA (85,7%). Esto significa que, en Europa,
predomina la resistencia de alto nivel a vancomicina y teicoplanina entre los
enterococos (Deshpande y cols., 2007). Ademés, en ambos continentes, esta
resistencia a glucopéptidos se asocia a una elevada corresistencia frente a otros
antibioticos.

En un reciente estudio realizado en nuestro pais se cifra la tasa de resistencia
de E. faecalis a vancomicina entorno al 0,4% (Oteo y cols., 2007). Mientras que en
Espaina y Europa las tasas de resistencia a glucopéptidos en aislados clinicos de

enterococos se han mantenido muy bajas, no superando el 2% (Carmona y cols.,
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2003), en Estados Unidos tienen una incidencia mas elevada (17%), en especial en
las unidades de cuidados intensivos y en las unidades hematologicas y renales de
algunas instituciones, en las que alcanzan cifras entre el 10% y el 30% (CDC, 1993).

Por otro lado, se ha visto que en diferentes paises han aparecido los llamados
complejos clonales (CC) de alto riesgo en E. faecalis, de manera que los CC2 y CC9
incluyen cepas de origen hospitalario con resistencia a vancomicina y son causantes
de brotes hospitalarios (Leavis y cols., 2006). En Espafia se han detectado ambos
complejos, pero existe un claro predominio de CC9 sobre CC2 (Ruiz-Garbajosa y
cols., 2007). Se sabe que los CC evolucionan independientemente del ambiente,
dependiendo de la disponibilidad genética y de la presion selectiva ejercida por la
utilizacion de antibidticos, y que son dificiles de erradicar debido a su caracteristica
multirresistencia (Baquero y Campos, 2003).

Algunos de los factores de riesgo para la adquisicion de enterococos
resistentes a glucopéptidos son la administracion previa de vancomicina (en
particular cuando se emplea por via oral como tratamiento de la colitis
pseudomembranosa por Clostridium difficile), la estancia prolongada en el hospital y
la utilizacion de antibidticos de amplio espectro, especialmente cefalosporinas por

via intravenosa (Chadwick y Oppenheim, 1997).

La utilizacién de vancomicina en el tratamiento de infecciones causadas por S.
agalactiae se reserva fundamentalmente para los casos de pacientes que presentan
alergia mayor a penicilinas (Simoes y cols., 2004). A nivel mundial, ain no se ha
detectado ningun caso de resistencia a glucopéptidos en estreptococos del grupo B

(Fernandez y cols., 1998; Liddy y Holliman, 2002; Simoes y cols., 2004). De hecho,
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en los diferentes estudios realizados se pone de manifiesto una sensibilidad del 100%
a vancomicina en los aislados clinicos de esta bacteria, ademas de manifestarse que
penicilina es mas activa que vancomicina a la hora de tratar este tipo de infecciones.
Por lo tanto, seria recomendable reservar este grupo de antibidticos para casos de

resistencia a betalactdmicos y/o pacientes alérgicos.

DAPTOMICINA

Se trata de un derivado de los productos de fermentacion de Streptomyces
roseosporus. Pertenece a la familia de las lipopeptidolactonas. Fue descubierto a
principios de los 80, pero vio suspendida su autorizacion debido a la toxicidad
muscular que presentaba (Grau y cols., 2001). La estructura de daptomicina esta
formada por 13 aminoacidos, 10 de los cuales forman la estructura ciclica central y
los 3 restantes constituyen una pequena cadena peptidica lateral (Cottagnoud, 2008).

Su estructura confiere al antibidtico un mecanismo de accion diferente al de
otros farmacos: se une a la membrana citoplasmatica bacteriana por un mecanismo
dependiente de calcio, sin penetrar en el interior de la célula, causando una rapida
despolarizacion de ésta, con pérdida de su potencial, eliminacién de potasio e
inhibicion de la sintesis de proteinas y de acidos nucleicos, lo que produce la muerte
celular sin lisis bacteriana. Como consecuencia de este mecanismo de accion propio,
no presenta resistencia cruzada con otros antibioticos (Silverman y cols., 2003).

Es activo frente a las bacterias en fase de crecimiento y en fase estacionaria, y
posee un efecto bactericida frente a patogenos grampositivos, incluyendo
microorganismos resistentes como S. aureus meticilin-resistentes (SARM), S. aureus

con resistencia a vancomicina (VISA o VRSA), enterococos resistentes a
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vancomicina, bacterias grampositivas con sensibilidad reducida a linezolid o
quinupristina-dalfopristina, y estreptococos resistentes a penicilina o a macrolidos
(Diederen y cols.,, 2006; Fluit y cols., 2004). También es activo frente a
microorganismos anaerobios como Clostridium spp. y Propionibacterium spp., entre
otros (Tyrrell y cols., 2006). Sin embargo, no es activo frente a bacterias
gramnegativas, debido a su incapacidad para atravesar la membrana externa.

Su uso clinico fue aprobado en septiembre de 2003 por la Food and Drug
Administration (FDA) en EEUU, y en enero de 2006, por la European Medicines
Agency (EMEA), en Europa, para el tratamiento de las infecciones complicadas de
piel y tejidos blandos causadas por microorganismos grampositivos multirresistentes.

Diversos estudios indican que las CMIs actuales de daptomicina frente a los
aislados SARM no superan los 0,5 6 0,75 pg/ml (Denis y cols., 2006; Jorgen y cols.,
2007). Sin embargo, algunos autores han demostrado que existe un incremento de los
valores de CMI de daptomicina en aislados de S. aureus con sensibilidad reducida a
glucopéptidos, en los que se alcanzan valores iguales o superiores a 2 ug/ml,
pudiendo ser considerados como aislados con sensibilidad reducida a daptomicina
segun los actuales criterios (Cui y cols., 2006; Petersen y cols., 2002).

Sin embargo, en el caso de enterococos con fenotipos VanA o VanB se ha
observado un ligero aumento de la CMI (incrementos de 1 pg/ml a 8 pg/ml), por lo
que la FDA especifica que solo esta aprobado su uso en caso de E. faecalis sensibles
a vancomicina (FDA, 2003), mientras que la Agencia Europea del Medicamento no

hace referencia a este hecho (EMEA, 2007).
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En el caso de S. agalactiae, también daptomicina presenta una excelente
actividad, con valores de CMly, alrededor de 0,25 pg/ml en diferentes estudios
(Critchley y cols., 2003; Streit y cols., 2004).

El mecanismo de resistencia a daptomicina no esta totalmente demostrado,
pero existen diferentes hipotesis surgidas en los ultimos afios. Kaatz y cols. (2006)
produjeron, in vitro, mutantes de S. aureus resistentes a daptomicina por pérdida de
una proteina de membrana que posiblemente interaccionaba directamente con
daptomicina. Otros investigadores han descrito aislados clinicos resistentes a
daptomicina que presentaban mutaciones puntuales en el gen mprF y la insercion de
un nucledtido en el gen yycF. Estos genes codifican, respectivamente, una enzima
lisilfosfatidilglicerol-sintetasa (implicada en la regulacion de la carga superficial de
la membrana celular) y una histidina-sintetasa (implicada en la sintesis de acidos
grasos de membrana), de manera que, la despolarizacion causada por daptomicina y
que causa la muerte en las bacterias, no se produce en este tipo de aislados (Friedman
y cols., 2006; Jones y cols., 2008).

La incidencia real de resistencia a daptomicina en cocos grampositivos es
todavia muy baja. Asi, en un estudio europeo multicéntrico, sélo se encontraron 2
aislados con sensibilidad disminuida a daptomicina (CMI = 2 pg/ml) de entre 4842
aislados de S. aureus, y ninguno de 660 aislados de S. agalactiae (CMlyy =
0,25 pg/ml) (Sader y cols., 2006). Resultados similares se han encontrado en estudios
americanos (Pfaller y cols., 2007; Rouse y cols., 2007)

Jones y cols. (2008) han puesto de manifiesto que el mecanismo de
resistencia a daptomicina incluye varios procesos relacionados y que, si se produce

alguno de los anteriores de manera aislada, da lugar a una disminucién de la
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sensibilidad, pero es necesaria la adquisicion de todos los mecanismos de resistencia
(reduccion de la despolarizacion, engrosamiento de la membrana e incremento en la
carga positiva de la superficie de la membrana) para que se obtengan aislados
claramente resistentes a daptomicina.

Con todo, lo mas preocupante es la posibilidad de aparicion de resistencia
cruzada entre vancomicina y daptomicina, dando lugar a aislados resistentes a
daptomicina por engrosamiento de la membrana (Cui y cols., 2003; Jones y cols.,

2008; Patel y cols., 2006).

AMINOGLUCOSIDOS

Los aminoglucosidos son antibidticos naturales o semisintéticos, de estructura
heterociclica, que actian inhibiendo la sintesis proteica (Williams, 1996b).
Contienen uno o varios aminoazucares unidos mediante enlaces glucosidicos con un
aminociclitol (alcohol ciclico con grupos amino). El primero de ellos fue
estreptomicina, que se aislo a partir de Streptomyces griseus y, posteriormente, a
partir de esta molécula, se desarrollaron el resto de aminoglucosidos semisintéticos
(Schatz y cols., 1944).

Los aminoglucosidos pueden clasificarse segun su estructura quimica en:
aminoglucésidos con aminociclitol (dactinomicina, estreptomicina, kanamicina A,
tobramicina, amikacina, dibekacina, arbekacina, astromicina, apramicina, butirosina,
ribostamicina, isepamicina, gentamicina, sisomicina, netilmicina, neomicina y

paromomicina) y aminociclitoles (espectinomicina y trospectinomicina).

-30 -



Introduccion

Los aminoglucésidos-aminociclitoles poseen actividad bactericida, mientras
que los aminociclitoles so6lo poseen actividad bacteriostatica (Gémez-Lus y cols.,
2006).

Para ejercer su accion es necesario que las bacterias se encuentren en fase de
crecimiento, es decir, necesitan que la bacteria se encuentre en una fase de sintesis
activa de proteinas, puesto que actiian a ese nivel. Ademas, es necesario que accedan
al citoplasma bacteriano y alcancen los ribosomas. Lo consiguen gracias a un
proceso de difusion activa para el que es necesario condiciones de aerobiosis, ya que,
en anaerobiosis, no se puede crear el potencial de 6xido-reduccion necesario para
proporcionar energia al proceso. Por otro lado, una concentracion inadecuada de
cationes divalentes (Ca®" y Mg®"), la hiperosmolaridad y el pH 4cido, inhiben su paso
a través de la membrana celular, reduciendo la accion bactericida de éstos
antibioticos.

Una vez en el interior de la bacteria, los aminoglucosidos inhiben la sintesis
de proteinas. Los que tienen estreptidina como aminociclitol en su estructura (caso de
estreptomicina) interactian so6lo con la unidad 30S del ribosoma bacteriano,
uniéndose a la proteina 12S. El resto, que contienen la 2-desoxi-estreptamina, se
unen a las subunidades 50S y 30S en sitios distintos a la estreptomicina, no
compitiendo con ella. Finalmente, los aminoglucésidos detienen la lectura del
mensaje genético e inducen una falsa lectura del ARNm, lo que se traduce en la
produccion de proteinas no funcionales. Algunas de estas proteinas andmalas se
integran en la membrana celular causando inestabilidad y provocando la apertura de
canales acuosos que permiten la entrada de mas moléculas de aminoglucoésidos. Por

esta razon, la actividad bactericida de estos antibioticos depende de la concentracion;
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asi, a mayor concentracion, mas rapidamente se produce la muerte de la bacteria
(Goémez-Lus y cols., 2006).

Espectinomicina se une a una proteina distinta, la proteina 4S de la subunidad
30S del ribosoma, y, a diferencia del resto de los aminoglucésidos, no causa falsa
lectura en la sintesis proteica de la bacteria (Gémez-Lus y cols., 2006).

Todos estos procesos no son suficientes para explicar la accion bactericida de
los aminoglucésidos, sobre todo si se tiene en cuenta que otros antibidticos que
inhiben la sintesis proteica s6lo muestran accion bacteriostatica. Por ello, se han
propuesto otros mecanismos simultdneos: alteraciones en la membrana
citoplasmatica con salida de elementos intracelulares y alteraciones en el
metabolismo y la respiracion celular (Davies, 1980; Davis, 1987).

Los aminoglucosidos presentan cierta limitacion de accion frente a los cocos
grampositivos, exceptuando a Staphylococcus spp. En los enterococos, la pared se
comporta como una barrera dificil de atravesar por los aminoglucésidos (figura 3),
por lo que la asociacion con inhibidores de la sintesis de la pared celular, como
betalactdmicos o glucopéptidos, produce un efecto sinérgico, al aumentar, de forma
notable, la concentracion intracelular del aminoglucésido. Los estreptococos suelen

ser resistentes a uno o varios aminoglucoésidos.

Mecanismos de resistencia

Frente a estos antibidticos, las bacterias pueden desarrollar diferentes
estrategias, como modificar la unioén en la fraccion ribosomal 30S, lo que representa
una posibilidad poco frecuente de resistencia; poseer bombas de eflujo que expulsan

el antibiodtico fuera de la bacteria; o, la mas importante, modificar el antibidtico fuera
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de la bacteria y de esta forma, ya modificado, dificilmente es capturado por la
bacteria.

La produccion de enzimas modificantes (figura 3), por acetilacion de los
radicales amino, o por fosforilacién o adenilacion de los grupos hidroxilo, representa
la forma mas comun de resistencia a este grupo de farmacos. Estas enzimas,
habitualmente, estan codificadas por genes que residen en elementos genéticos con
gran capacidad de conjugacion, como plasmidos y transposones. Su facilidad para
moverse en distintos replicones, algunos de ellos en numerosos hospedadores, ha
permitido la rapida diseminacion de estos genes de resistencia entre las bacterias. Sin
embargo, en algunas ocasiones se han identificado en el cromosoma bacteriano,
como es el caso de S. agalactiae (Horaud y cols., 1996). Bajo estas circunstancias, se
asocian a posibles funciones metabdlicas, siendo los aminoglucosidos sustratos
accidentales de estas enzimas (Davies y Wright, 1997). Los estudios sobre su
expresion en diferentes microorganismos, en presencia y ausencia de antibidticos,

sugieren que la mayoria de estos genes se expresan constitutivamente.

Figura 3: Resistencia a aminoglucdsidos en cocos grampositivos
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Como hemos comentado, las enzimas modificantes pueden ser
acetiltransferasas (AAC), que acetilan grupos amino del aminoglucésido en un
proceso dependiente de la acetil-CoA; nucleotidil o adeniltransferasas (ANT), que
transfieren un nucledtido monofosfato desde un nucleétido trifosfato a un grupo
hidroxilo del antibidtico, en un proceso dependiente de ATP; y fosfotransferasas
(APH), que fosforilan grupos hidroxilo en un proceso dependiente de ATP (Davies,
1980; Shaw y cols., 1993).

Ademas, existe una enzima bifuncional resultante de la fusiéon de una N-
acetiltransferasa y una O-fosfotransferasa. Es la enzima APH (2°)-AAC (6),
ampliamente distribuida entre las bacterias de los géneros Staphylococcus spp.,
Enterococcus spp. y Streptococcus spp. Esta combinacion protege eficazmente a las
cepas que la producen contra todos los aminoglucésidos actualmente disponibles, a
excepcion de estreptomicina y espectinomicina.

La resistencia a estreptomicina se produce fundamentalmente por el cambio
de uno o dos aminoécidos en la proteina diana 12S (figura 3), por tanto, es una
resistencia de un solo escalon y de alto grado (Gémez-Lus y cols., 2006). Este tipo
de resistencia se ha detectado en aislados de E. faecalis.

El origen de los genes que codifican las enzimas modificantes de
aminoglucoésidos ha sido ampliamente debatido (Davies, 1997; Shaw y cols., 1993).
La hipdtesis mas barajada indica que podrian proceder de organismos productores de
aminoglucoésidos, como un mecanismo de autoproteccion contra el antibiotico
producido. Por un lado, existe la hipdtesis de que estos genes proceden de

organismos como los actinomicetos, y por otro, estd la que sugiere que son
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mutaciones producidas en diferentes enzimas propias del metabolismo de la bacteria

(Cantén y cols., 1999).

Evolucion de la resistencia

Los aminoglucésidos son un grupo de antibidticos imprescindibles en terapias
combinadas en el ambito hospitalario. Los estudios sobre resistencia a los
aminoglucésidos llevados a cabo antes de la década de 1980, revelaron que la
mayoria de los aislamientos estudiados contenian una unica enzima modificante de
aminoglucésidos, mientras que andlisis mas recientes demuestran que los
aislamientos resistentes lo son por combinaciones de varias enzimas y que, incluso,
existen cepas hasta con seis enzimas diferentes. Ademas, los aislamientos resistentes
a los aminoglucosidos lo suelen ser también a otros grupos de antibidticos.

En este sentido, ya hemos comentado que, en S. aureus resistente a meticilina,
el gen mecA, que le confiere esta resistencia, esta casi siempre asociado con genes de
resistencia a aminoglucésidos (Lyon y Skurray, 1987), probablemente como
resultado de la constante presion antibidtica selectiva, mas que por procesos de
recombinacion especifica. En S. aureus la enzima mdas importante es la enzima
bifuncional APH (2"")-AAC (6") (Davies, 1980; Lyon y Skurray, 1987), muchas
veces asociada a la nucleotidiltransferasa ANT (47)(4""). Otras enzimas descritas en
esta especie son fosforilasas APH (3"), APH (3")-Ill y APH (27) y
nucleotidiltranferasas ANT (9), ANT (3"")(9) y ANT (6").

En cuanto a la prevalencia europea de resistencia a gentamicina en S. aureus,
podemos decir que durante la década de los 90 se experiment6 un incremento de un

10%, de forma que, a finales de la década, la resistencia de alto nivel a gentamicina y
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a estreptomicina se situ6é en 0,2% y 2,7%, respectivamente, para SASM, mientras
que fue de 1,2% y 57,3%, respectivamente, en el caso de SARM (Schmitz y cols.,
1999). Las razones de este aumento no estan claras, pero parece relacionarse con
cambios en los patrones de prescripcion antibiotica que producen una presion
selectiva sobre gentamicina. Ademads, en este estudio, se pone de manifiesto que
Espafia es uno de los paises europeos con mayor prevalencia de microorganismos
resistentes a aminoglucésidos. Posteriormente, en el estudio espafiol VIRA de 2006
se vio que la resistencia a gentamicina de SARM ha disminuido con respecto a
estudios anteriores realizados en 2001 y 2004, de manera que la resistencia actual se
situa en 18,5%, mientras que antes era de 30% y 33%, respectivamente (Picazo y

cols., 20006).

Como se dijo antes, el género Enterococcus spp. es intrinsecamente resistente
a los aminoglucosidos (Davies, 1980; Davies, 1997). La resistencia es de bajo grado,
al no poder penetrar el antibidtico adecuadamente en el interior de la bacteria.
Cuando se combinan altas dosis de aminoglucésidos con antibidticos inhibidores de
la sintesis de la pared celular se produce un efecto sinérgico (probablemente porque
los aminoglucdsidos consiguen entrar en mayor cantidad al interior de la bacteria).
Este efecto sinérgico queda anulado cuando la resistencia es de alto grado, debida, en
este caso, a la presencia de enzimas modificantes de aminoglucosidos.
Habitualmente, los aminoglucésidos que suelen combinarse con los inhibidores de la
pared son la estreptomicina y la gentamicina.

En E. faecalis la resistencia a gentamicina se acompaia siempre de

resistencia al resto de los aminoglucésidos, excepto a espectinomicina, y suele
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deberse a la sintesis de la enzima bifuncional APH (2°")-AAC (6"). Las cepas
sensibles a gentamicina, sin embargo, pueden ser resistentes a amikacina por la
sintesis de las enzimas APH (3")-III (que no modifica a tobramicina) y ANT (4")
(que si modifica a tobramicina). La afinidad de estas enzimas por amikacina es
generalmente baja, y el grado de afectacion no es elevado, aunque con independencia
de ello, no se produce sinergia con los betalactamicos. Por el contrario, la afectacion
de kanamicina es clara, por lo que se ha propuesto el estudio de este aminoglucésido
en E. faecalis para predecir la resistencia a amikacina. Por su parte, estreptomicina se
modifica por la enzima ANT (6") o por mutaciones especificas de ésta.

En cuanto a la prevalencia europea de E. faecalis con resistencia de alto nivel
a gentamicina y a estreptomicina, a finales de la década de los 90, se situd en un 32%
y un 41%, respectivamente (Schmitz y cols., 1999). En el caso de E. faecalis
resistente a vancomicina, la resistencia a gentamicina se hace mayor, de hasta un
85,7% en Europa, frente a un 62,5% en el caso de Estados Unidos (Deshpande y

cols., 2007).

Si hablamos de S. agalactiae, la resistencia de alto nivel a este grupo de
antibioticos se debe también a la sintesis de enzimas modificantes del farmaco. La
primera cepa de esta bacteria con resistencia de alto nivel a gentamicina fue aislada
en Francia en 1987 de la herida cutdnea de una persona adulta, y es conocida como
cepa B128 (Buu-Hoi y cols., 1990). La resistencia a aminoglucosidos se relaciona
con la adquisicion del transposén Tn3706 que se ha anclado al cromosoma y que
presenta similitudes con los transposones de E. faecalis (Tn5281) y S. aureus

(Tn4001), pero que no pueden considerarse idénticos (Horaud y cols., 1996).
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La principal causante de la resistencia a aminoglucésidos es la ya citada
enzima bifuncional APH (27")-AAC (6°). Ademads, codifican otras enzimas
modificantes como APH (3) y una adeniltransferasa que modifica, especificamente,
a estreptomicina. Como esta descrito anteriormente, la codificacion de estas enzimas
por parte de la bacteria le confiere resistencia a todos los aminoglucdsidos, a

excepcion de espectinomicina (Buu-Hoi y cols., 1990).

QUINOLONAS

Las quinolonas, junto con los betalactamicos, son los antibioticos que mas se
prescriben actualmente (Gobernado y cols., 2006). Estos antibidticos fueron
sintetizados a partir de las quininas antimalaricas en la década de los 60 y la primera
quinolona del grupo fue el acido nalidixico (Lesher y cols., 1962). Los derivados
fluorados (fluorquinolonas) por adicion de un atomo de flior en la posicion 6 del
anillo base, tales como ciprofloxacino, norfloxacino y ofloxacino, aparecieron
posteriormente, en los 80 y se caracterizaron por mejorar la farmacocinética y el
espectro de actividad (Ito y cols., 1980). Estas primeras fluorquinolonas han sido la
base para el desarrollo posterior de otras moléculas.

Las quinolonas presentan una estructura biciclica comin (4-oxo-1,4-
dihidroquinoleina o 4-quinolona). Para que este nucleo biciclico presente actividad es
necesario que el nitrégeno de la posicion 1 posea una cadena lineal o ciclica
(Albrecht, 1997), ademas, los radicales unidos en esta posicion van a determinar la
estabilidad de la molécula y su potencia antibacteriana.

Normalmente, las quinolonas se clasifican segin su evolucion histérica en

generaciones, como vemos en la tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacion de las quinolonas

12 Generacion Acido nalidixico, Cinoxacino, Acido pipemidico, Flumequina.

22 Generacion Lomefloxacino, Enoxacino, Ofloxacino.

Ciprofloxacino, Pefloxacino, Levofloxacino, Esparfloxacino, Gatifloxacino,

3% Generacion .
Grepafloxacino.

42 Generacioén Moxifloxacino, Trovafloxacino, Gemifloxacino, Sitafloxacino, Clinafloxacino

52 Generacion Garenofloxacino, DX-619, WCK-771, WCK-1153, DW-286.

El mecanismo de accion de las quinolonas consiste en inhibir la accion de la
ADN girasa bacteriana o topoisomerasa II y también de la topoisomerasa IV. En el
caso de las bacterias grampositivas, estos antibidticos acceden al interior de la
bacteria mediante difusion simple a través de la pared, mientras que en el caso de
microorganismos gramnegativos utilizan las porinas. Una vez dentro de la bacteria,
el paso mas importante es la union al complejo ADN-girasa que contiene ADN roto
y que es el encargado de preparar el ADN para la transcripcion, proceso al cual
inhiben (Gobernado y cols., 2006). La girasa tiene una estructura tetramérica con
dos subunidades A y dos subunidades B que se sintetizan, respectivamente, por los
genes cromosomicos gyrA y gyrB (Hooper y Wolfson, 1993). Las quinolonas
también ejercen su acciébn, aunque a mayores concentraciones, sobre la
topoisomerasa IV. Esta enzima estd igualmente constituida por dos subunidades
codificadas por genes cromosomicos, parC y park, que presentan una homologia en
las secuencias de aminoacidos del 35% con gyrA y del 40% con QyrB,
respectivamente. Una vez inhibida la replicacion, la bacteria libera exonucleasas que
producen la apoptosis celular (Reece y Maxwell, 1991; Shen y cols., 1989), por lo

tanto, puede decirse que tienen actividad bactericida.
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Las quinolonas de 1* generacidon no tienen actividad frente a los
microorganismos grampositivos, pero si las demds generaciones. Las fluorquinolonas
de 5% generacion poseen incluso actividad frente a S. aureus resistente a quinolonas

de generaciones anteriores (Gobernado y cols., 2006).

Mecanismos de resistencia

Las primeras quinolonas presentaban una CMI baja, del orden de 0,01 pg/ml,
para la mayoria de patdogenos gramnegativos. Sin embargo, sus CMIs para bacterias
grampositivas eran relativamente altas (0,25 a 2 pg/ml para estafilococos y
estreptococos) (Dholakia y cols., 1994) y estaban muy cerca de las concentraciones
terapéuticas en humanos (Borner y cols., 1986). Al usar estos antibidticos tan cerca
de la barrera entre actividad y resistencia frente a bacterias problematicas como los
patogenos grampositivos, tipo SARM, por ejemplo, facilitaban la seleccion de cepas
resistentes.

La adquisicién de resistencia a quinolonas puede producirse por diferentes
mecanismos: por modificacion enzimadtica de las subunidades de la girasa o de la
topoisomerasa IV, por alteracion de la permeabilidad de la pared celular o por
aumento de la expulsion del antibidtico el exterior mediante bombas de eflujo (figura

4). Estos mecanismos pueden coexistir en la misma bacteria (Gobernado y cols.,

2006).
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Figura 4: Resistencia a quinolonas en cocos grampositivos
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De todos, el principal mecanismo de resistencia a quinolonas resulta de
mutaciones en el cromosoma bacteriano. Es consecuencia de dos tipos de acciones
que incluyen sobreexpresion de bombas de eflujo NorA (Yoshida y cols., 1990) vy,
fundamentalmente, mutaciones estructurales en los genes de la topoisomerasa II
(gyrAy gyrB) y la topoisomerasa IV (parC y parE) (Fournier y Hooper, 1998).

La resistencia a quinolonas se adquiere paulatinamente. En grampositivos, las
mutaciones ocurren mas a menudo en la topoisomerasa IV que en la ADN-girasa
(Schmitz y cols., 2002). En un primer paso se produce una mutacion en parC
(frecuencia de apariciéon de 107 a 10®), la cual produce un aumento moderado de la
CMI (por ejemplo, de 0,5 a 2 pg/ml para ciprofloxacino) y todavia podria
considerarse la cepa en el rango sensible. Sin embargo, esta primera mutacioén puede
seguirse de una segunda mutaciéon en el gen gyrA, que, en combinacion con la
anterior, da lugar a un alto nivel de resistencia. Debido a que la primera mutacion

hace peligrar la eficacia de las quinolonas, es crucial evitar seleccionarla en primer
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lugar. Por lo tanto, es importante detectar ese primer nivel de resistencia a quinolonas
en el diagnostico de laboratorio antes de intentar el tratamiento con estos antibidticos.

Las primeras generaciones de quinolonas seleccionan, claramente, estas
mutaciones, seleccionando rapidamente organismos resistentes tan solo tras pocas
series de exposiciones al antibiotico (Entenza y cols., 1997). Las quinolonas
posteriores, con actividad anti-grampositivos (levofloxacino, moxifloxacino,
gatifloxacino y garenoxacino) son menos selectivas de mutantes. Sin embargo, atin
poseen el riesgo de seleccionar, de manera particular, a las bacterias que ya han
adquirido el primer grado de resistencia a ciprofloxacino (mutantes en parC).

La proteina NorA es el transportador identificado en S. aureus. Es de
codificacién cromosdmica, si bien se ha encontrado asociada a plasmidos (Yoshida y
cols., 1990) y puede expresarse tanto de forma constitutiva, como inducible (Schmitz
y cols., 2002). Este mecanismo de expulsién activa esta ligado a los genes
reguladores de multirresistencia (marA) y de multiflujo (mex) (Levy, 1992; Munoz-
Bellido y cols., 1999). Ademas, es conocido que estas bombas de eflujo pueden
aparecer incluso sin existir mutaciones en los genes habituales que codifican
resistencia a quinolonas (genes de las topoisomerasas), y dan lugar a una resistencia
de bajo nivel. Las nuevas fluorquinolonas, de Ultima generacion, presentan, como
caracteristica, la capacidad de afectarse en menor medida por las bombas de eflujo
(Muioz-Bellido y cols., 1999).

Por 1ultimo, estudios bioquimicos con m-cloro-carbonil-ciano-fenil hidrazona
(CCCP), inhibidor de la bomba de protones (Cohen y cols., 1988), sugieren que las
quinolonas pueden ser expelidas mediante procesos de eflujo tanto en gramnegativos

COmo en grampositivos.
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Evolucion de la resistencia

Existe una relacion inversa entre la aparicion de resistencia a quinolonas y su
concentracion plasmatica, por lo cual no deben infradosificarse, ya que se corre el
riesgo de que aparezcan facilmente mutantes resistentes (Thomas y cols., 1998). En
general, se sabe que, cuanta mayor actividad presenta la quinolona, mas tiempo tarda
en aparecer la resistencia (Alos, 2003).

La prevalencia de la resistencia hospitalaria a quinolonas (ciprofloxacino en
concreto) en aislados SARM es, actualmente, cercana al 90%, haciendo inapropiado

su uso frente a estos aislados, incluidas las nuevas quinolonas (Cuevas y cols., 2004).

En el estudio SENTRY realizado sobre E. faecalis resistentes a vancomicina
en diferentes continentes, se observo una tasa de resistencia adicional a quinolonas
(ciprofloxacino) del 100% en el caso de Estados Unidos, mientras que en Europa era

algo inferior, concretamente del 85,7% (Deshpande y cols., 2007).

Por su parte, los primeros aislados de S. agalactiae altamente resistentes a
fluorquinolonas se caracterizaron por primera vez en Japon en el afio 2003
(Kawamura y cols., 2003). Estos aislados mostraron resistencia unicamente a
fluorquinolonas, mientras que fueron sensibles al resto de antibidticos.

Posteriormente, en un estudio norteamericano, que comprendié el periodo
desde 1999 hasta 2002, se observé una prevalencia de resistencia a fluorquinolonas
del 4,4% (Wehbeh y cols., 2005). En este caso, los pacientes portadores de estas

cepas resistentes tenian en comun el sexo femenino, diferentes comorbilidades y
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haber sido previamente tratadas con quinolonas, estableciéndose que un factor
determinante en este tipo de resistencia es el consumo previo de antibidticos.

Por ultimo, la tasa de prevalencia de S. agalactiae resistente a quinolonas en
Espafia es inferior a la de Estados Unidos (1,2%), aislandose por primera vez este
tipo de cepas en el afio 2003 (Mird y cols., 2006).

En los tres estudios citados se pone de manifiesto que la resistencia es debida

a mutaciones puntuales en los genes gyrA 'y parC.

MACROLIDOS, LINCOSAMIDAS Y ESTREPTOGRAMINAS

A pesar de presentar diferencias estructurales, los macrélidos, lincosamidas y
estreptograminas, comparten un mismo mecanismo de accidén, su espectro de
actividad es muy cercano y se afectan por mecanismos de resistencia comunes. Son
antibidticos ampliamente utilizados en el tratamiento de infecciones de origen
comunitario y su uso masivo ha incidido, negativamente, en el desarrollo de
resistencias.

Eritromicina fue el primer macrolido del grupo aislado con actividad
antibidtica y se descubri6 en la década de los 50. Se aislo a partir de un cultivo de
Streptomyces erythreus, y a partir de esta molécula comenzaron a desarrollarse el
resto de componentes del grupo. Sin embargo, eritromicina sigue siendo la molécula
de referencia, puesto que el resto, aunque presentan una mejor farmacocinética, se
caracterizan por presentar menor eficacia antimicrobiana (Sevillano y cols., 2006).

Los macroélidos son compuestos fundamentalmente liposolubles, que poseen
un anillo lactéonico macrociclico al que se encuentran unidos uno o varios

desoxiazlicares o aminoazicares (Fernandes y Garmaise, 1987).
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Se clasifican, respecto a la estructura quimica, segin el nimero de atomos

que forman parte del anillo principal, como indica la tabla 3.

Tabla 3: Clasificacion de los macrolidos

ANILLO DE 14 ATOMOS Eritromicina, Claritromicina, Roxitromicina, Diritromicina

ANILLO DE 15 ATOMOS Azitromicina

ANILLO DE 16 ATOMOS Josamicina, Midecamicina, Rokitamicina, Espiramicina

Las lincosamidas presentan propiedades similares a los macrélidos. Su
estructura estd formada por un aminoécido y un azucar unidos mediante un enlace
amida. Su principal representante es clindamicina, que es un compuesto
semisintético con actividad mejorada y mejor biodisponibilidad oral, obtenido a
partir de la lincomicina, primera lincosamida aislada (de la Rosa y cols., 2006).

En cuanto a las estreptograminas, su principal representante es la
combinacion de una estreptogramina B (quinupristina) y una estreptogramina A
(dalfopristina) en una proporcion 30:70.

Todos estos antibidticos actiian inhibiendo la sintesis proteica al unirse de
manera irreversible a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. Bloquean la
transpeptidacion y, probablemente, la translocacion (Mazzei y cols., 1993; Williams,
1996b). Podrian considerarse antibidticos bacteriostaticos, aunque se ha visto que
pueden comportarse como bactericidas, dependiendo de las caracteristicas del
microorganismo, de las concentraciones administradas y del tiempo de exposicion.
Esto puede deberse a la mediacion de autolisinas o al acimulo de aminoacil-ARN

dentro de la bacteria (Sevillano y cols., 2006).
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Los macrolidos tienen buena actividad frente a cocos grampositivos,
exceptuando estafilococos resistentes a meticilina, ya que suelen asociar resistencia,
y enterococos. Ademas, tienen actividad frente a bacilos grampositivos, cocos
gramnegativos, e, incluso, protozoos. Dentro del grupo, cabe destacar que
claritromicina posee mayor actividad frente a los cocos grampositivos que
eritromicina (Sevillano y cols., 2006).

Clindamicina posee un espectro similar a macrdlidos, aunque es poco o nada
activa frente a enterococos (de la Rosa y cols., 2006). El espectro de actividad de

quinupristina-dalfopristina lo analizaremos mas adelante.

Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia a este grupo son comunes y se producen por
uno de los tres mecanismos clasicos (Leclercq y Courvalin, 1991a; Weisblum, 1995):
modificacion de la diana bacteriana, disminucion de la acumulacion intracelular del

farmaco y modificacion o inactivacion del propio antibidtico (figura 5).

Figura 5: Resistencia MLSg en cocos grampositivos

/ Enzimas Modificacion de

ladiana

S
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Modificacion ribosomal

Este mecanismo, junto con la presencia de bombas de eflujo, son los
mecanismos de resistencia mas frecuentes en S. aureus y en enterococos (Leclercq y
Courvalin, 1991b; Torres, 2002). La alteracion del ribosoma mas importante esta
mediada por el gen erm, que codifica la enzima metilasa, la cual afiade uno o dos
grupos metilo al sitio de unién de los macrolidos (subunidad 23S del ARNr). Esta
metilacion disminuye enormemente la afinidad de estos antibidticos por su diana.
Los determinantes erm pertenecen a una familia de genes para metilasas localizados
preferentemente en elementos moviles como transposones o plasmidos.

La presencia de genes erm generalmente confiere un fenotipo de resistencia
denominado MLSg (resistencia a macrolidos de 14, 15 y 16 4tomos, lincosamidas y
estreptograminas del grupo B) y este fenotipo puede ser de expresion constitutiva o
inducible (¢cMLSg 0 iMLSg). En las cepas con fenotipo iMLSg la eritromicina induce
la expresion del mecanismo de resistencia. Por ello si se estudia la sensibilidad de
estas cepas a macrolidos de 16 atomos, clindamicina y estreptograminas del grupo B
en ausencia de eritromicina, se manifestaran como sensibles a estos antibioticos, pero
algunos autores consideran que deberian informarse como resistentes porque poseen
el mecanismo de resistencia. El fenotipo de resistencia a macrolidos mas frecuente en
Staphylococcus spp. es el iMLSg (Torres, 2002).

La mayoria de estudios se han realizado en S. aureus y en ellos se estima que
la resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas, por produccion de

metilasa, se acerca al 20% de los aislamientos (Canton y cols., 1999).
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Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo producen un incremento del proceso de expulsion del
antimicrobiano. Han sido descritas tanto en estafilococos como en estreptococos
(Clancy y cols., 1997; Ross y cols., 1995). S. aureus puede contener el complejo
msrA, que confiere resistencia a macrolidos y estreptograminas B (fenotipo MSp).
Estos transportadores utilizan la hidrélisis de ATP como fuente de energia del eflujo
activo. El msrA est4 localizado en un pldsmido y puede ser transferido a S. aureus
aunque la relevancia clinica en cuanto a la resistencia a este grupo de antibidticos es
incierta. Hay que destacar que las lincosamidas no son dianas de las bombas de
eflujo, por lo que clindamicina no se ve afectada por este mecanismo de resistencia

(Roberts y cols., 1999).

Modificacion o inactivacion del antibiotico

Las enzimas modificantes se han identificado en multitud de bacterias, entre
ellas los estafilococos. Afectan de diferente forma a los distintos tipos de antibioticos
incluidos en este grupo. El anillo de lactona presente en los macrélidos de 14 dtomos
puede ser inactivado por esterasas, glucosilasas o fosfotransferasas. Clindamicina se
modifica por nucleotidiltransferasas, mientras que las estreptograminas A y B lo
hacen por acetiltransferasas e hidrolasas, respectivamente. Con frecuencia sus
determinantes genéticos se localizan en plasmidos, aunque no siempre son

conjugativos (Roberts y cols., 1999).
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Evolucion de la resistencia

En un estudio espafiol sobre la prevalencia de resistencia a macroélidos en S.
aureus se obtuvo una tasa de resistencia a eritromicina del 14,2%, mientras que la de
clindamicina fue menor, del 1,8% (Merino-Diaz y cols., 2007). El fenotipo mas
frecuentemente aislado fue MSg en el caso de SARM (1% y todos portaban el gen
msrA); sin embargo en el caso de cepas sensibles a meticilina, el fenotipo principal

fue iIMLSg (siendo el gen més aislado ermC).

E. faecalis presenta resistencia a macrolidos a través de la adquisicion de un
plasmido que codifica los genes erm de metilasas modificadoras del ribosoma
(Sevillano y cols., 2006). También se sabe que esta bacteria es intrinsecamente
resistente a lincosamidas y estreptogramina A, es lo que se conoce como fenotipo
LSA. Esta resistencia esta relacionada con la expresion del gen cromosomico Isa, y
la proteina codificada por dicho gen presenta similitudes con la familia de bombas de

eflujo ABC, que transportan al exterior antibidticos mediante un proceso dependiente

de ATP (Dinay cols., 2003).

En el caso de S. agalactiae, el empleo de macrélidos se realiza,
fundamentalmente, en el caso de pacientes con alergia a betalactdmicos y se
recomienda emplear clindamicina (Pearlman y cols., 1998; CDC, 2002) en lugar de
eritromicina, puesto que el porcentaje de cepas resistentes es menor.

Existen evidencias de que la resistencia a eritromicina estd en torno al 25% en
el caso de Estados Unidos, mientras que la resistencia a clindamicina es menor,

alrededor del 7% (Andrews y cols., 2000; Simoes y cols., 2004). En Latinoamérica,

-49 .



Introduccion

un estudio del afio 2007, describe cepas de S. agalactiae resistentes a eritromicina en
Argentina (5,2%) (Mollerach y cols., 2007).

En nuestro pais la tasa de resistencia de S. agalactiae a eritromicina es del
15% (Betria y cols., 2000). En este estudio, entre todos los aislados resistentes
observaron que el 66,6% presentaban el fenotipo cMLSp frente al 21,7% que lo
presentaba inducible. En un estudio multicéntrico y espafiol realizado posteriormente
(Gonzalez y cols., 2004), se vio que S. agalactiae era siempre sensible a penicilina,
ampicilina, vancomicina y levofloxacino, mientras que la resistencia a eritromicina y
azitromicina alcanza unos valores del 12,5%, la resistencia a clindamicina se sitiia en

el 11,8% y a telitromicina ha alcanzado el 1,8%.

QUINUPRISTINA-DALFOPRISTINA

Quinupristina-dalfopristina estd constituido por dos moléculas, una
estreptogramina del grupo B, la primera, y una estreptogramina del grupo A, la
segunda, que actian sinérgicamente, y son activas frente a S. aureus, tanto sensibles
como resistentes al grupo MLSg, y frente a S. agalactiae con fenotipo de resistencia
MLSg (Cormican y Jones, 1996). La combinacién tiene una elevada accion
bactericida frente a aislados sensibles a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas
B, pero tiende a ser menos bactericida en el caso de bacterias resistentes, lo cual
sucede practicamente en mas del 90% de los aislados de SARM hospitalarios. Seria
necesario administrar grandes cantidades del compuesto (7,5 mg/kg cada 8 horas)
para asegurar la eficacia frente a tales organismos. Datos experimentales indican que,

combinando quinupristina-dalfopristina con un betalactdmico, aumenta su actividad
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frente a SARM, incluso si el betalactamico es inactivo por si mismo (Vouillamoz y
cols., 2000). Esta estrategia necesita mas estudios clinicos para poder ser confirmada.

Volviendo a hacer referencia al estudio VIRA 2006 realizado en Espaia
(Picazo y cols., 2006), se pone de manifiesto la aparicion de cepas de SARM con
resistencia a este antibiotico, hecho que no se habia producido hasta entonces y que
ha sido raramente descrito en la literatura, destacando un estudio realizado en Taiwan,
en el cual la prevalencia de SARM con resistencia a quinupristina-dalfopristina era
del 31% (Luh y cols., 2000).

Es conocida la pobre actividad que posee este antibidtico frente a E. faecalis
(CMlyg de 32 pg/mL) (Johnson y cols., 1995). De hecho, hay estudios que muestran
que la sensibilidad de este microorganismo a quinupristina-dalfopristina es sélo del
4% (Elsner y cols., 2000). Parece ser que la resistencia se debe a una pérdida del
efecto sinérgico existente entre ambas estreptograminas, lo cual es consecuencia de
la resistencia intrinseca que posee esta bacteria frente a las estreptograminas del tipo

A (dalfopristina) (Dina y cols., 2003).

TELITROMICINA

La telitromicina pertenece al grupo de los cetdlidos, una nueva familia de
antibioticos derivados de los macrélidos de 14 atomos pero que en la posicion 3
tienen un grupo ceto, en lugar de un azucar (Sevillano y cols., 2006). Esta molécula
fue la primera en comercializarse para uso clinico, pero existe otro cetdlido dentro
del grupo, que se encuentra en investigacion, la cetromicina (ABT-773).

Todas las modificaciones realizadas en la estructura de telitromicina, con

respecto a los macrolidos, le confieren una mejor actividad y una menor capacidad
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de induccion de resistencias (Wellington y Noble, 2004). De esta manera, y a
diferencia de macroélidos, lincosamidas y estreptograminas, este nuevo antibidtico no
induce la expresion del gen erm.

Telitromicina, al igual que el grupo MLSg, actua sobre la subunidad 50S del
ribosoma bacteriano, bloqueando la sintesis de proteinas. Esta inhibicién se produce
en dos pasos consecutivos, en primer lugar inhibe la translacion del ARNr y evita la
fase de elongacion; y en segundo lugar, interfiere en la fase inicial de la sintesis
proteica, impidiendo la formacion de subunidades funcionales que son degradadas
por ribonucleasas (Wellington y Noble, 2004).

Los estudios sobre resistencia a telitromicina son escasos, pero se han
descrito algunos aislados resistentes a este cetolido. Esta resistencia parece ser
debida a modificaciones en la diana (subunidad 23S del ARNr) aunque también es
conocido que los mecanismos de expulsion intervienen en dicha resistencia. En el
caso de S. aureus se ha descrito un nuevo mecanismo de resistencia relacionado con
los sistemas de transporte ABC codificado por los genes msrA, msrC y msrD
(Reynolds y Cove, 2005).

Posee actividad in vitro frente a la mayoria de patdgenos grampositivos y
gramnegativos, y su actividad estd clinicamente demostrada para estafilococos y
estreptococos. Carece de actividad frente a S. aureus con fenotipo cMLSg, pero es
activa frente a las cepas sensibles a eritromicina y clindamicina.

No se recomienda su uso frente a enterococos (Sevillano y cols., 2006) ya que
existen estudios que demuestran que telitromicina tiene una actividad
fundamentalmente inhibitoria frente a E. faecalis, no bactericida (Hoellman y cols.,

1999; Baltch y cols., 2001).
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En el caso de S. agalactiae, los ultimos estudios sitiian la resistencia a

telitromicina en un 1,8% (Gonzélez y cols., 2004).

TETRACICLINAS

Las tetraciclinas son antibidticos de amplio espectro, con accion
bacteriostatica, cuyo principal representante a nivel de utilizacion clinica es
doxiciclina (Pérez-Trallero e Iglesias, 2003). Son antibidticos naturales o
semisintéticos cuya estructura coincide con un tetraciclo de naftacencarboxamida
(Damaso, 2006).

Una clasificacion practica de las tetraciclinas queda reflejada en la tabla 4

(Damaso, 2006):

Tabla 4: Clasificacion de las tetraciclinas

Tetraciclinas con semivida < 12 horas Tetraciclinas con semivida > 12 horas

Tetraciclina Desmetilclorotetraciclina (Demeclociclina)

Oxitetraciclina (Terramicina) Metaciclina (Rondomicina)

Clorotetraciclina (Aureomicina) Doxiciclina

Esteres de la Tetraciclina:
Rolitetraciclina, Mepiciclina, Limeciclina, Guameciclina, Minociclina
Apiciclina, Etamociclina, Clomociclina.

Actian en el interior de la bacteria después de penetrar por un proceso
dependiente de energia. Se fijan de manera reversible, durante la fase de inicio de la

sintesis proteica, a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano (Williams, 1996b)
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impidiendo la entrada del aminoacil-ARNt en el lugar aceptor del complejo formado
por la subunidad 30S del ribosoma y el ARNm.

Presentan un amplio espectro antibacteriano que es similar para todos los
componentes del grupo. Son activas frente a cocos grampositivos (estafilococos y
estreptococos), asi como frente a bacilos grampositivos y gramnegativos, y

micobacterias.

Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia a estos compuestos estan ampliamente
difundidos entre las bacterias grampositivas, debido a su amplio consumo durante
afos, tanto en seres humanos, como en animales, para favorecer su crecimiento
(Pérez-Trallero y cols., 2003; Roberts, 1994; Roberts, 1996; Speer y cols., 1992). La
adquisicion de esta resistencia suele ser lenta, progresiva y escalonada. Es comun
para todas las tetraciclinas, salvo para minociclina en algunas cepas, y puede ser
cruzada con cloranfenicol y eritromicina (Damaso, 2006).

La resistencia a este grupo de antibidticos suele estar mediada por plasmidos.
En los estafilococos la resistencia se debe a la presencia de pequeios pldsmidos
multicopia, mientras que en los estreptococos los genes se localizan en el cromosoma,
y en los enterococos en plasmidos no conjugativos.

Los determinantes genéticos de resistencia se denominan tet. Estan
implicados en diferentes mecanismos: alteracion de la permeabilidad, expulsion
activa, cambios ribosomales e inactivacion enzimatica (este ultimo mecanismo so6lo

se ha encontrado en el género Bacteriodes spp. y en Escherichia coli) (figura 6).
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En el mecanismo de bombeo activo los genes encontrados pueden ser tetA y
tetB; mientras que, en aquellos mediados por la proteccion del ribosoma encontramos
tetM, tetO y tetQ. En el caso de las bombas de eflujo, el gen mas encontrado en S.
aureus es tetK, mientras que en enterococos y estreptococos es, fundamentalmente,
el gen tetL (Speer y cols., 1992). Ambas clases comparten hasta un 69% de
homologia genética y se encuentran principalmente en bacterias grampositivas.

En cuanto a la proteccion del ribosoma, estd mediada por una proteina, que,
aun en presencia de tetraciclinas, permite la union del aminoacil-ARNt al ribosoma y
se impide la inhibicion de la sintesis proteica. Originalmente, tetM se aislé en cocos
grampositivos pero también se ha visto que tetO se puede encontrar en estos

microorganismos.

Figura 6: Resistencia a tetraciclinas en cocos grampositivos

*
Proteccion de&
ladiana

Las tetraciclinas, como hemos visto, necesitan incorporarse al interior de la
bacteria por un mecanismo de transporte activo para ejercer su accion. De manera
que, basicamente, la resistencia a tetraciclinas se debe a una disminucién de sus

concentraciones en el interior de la bacteria o pérdida de la permeabilidad celular,
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siendo el mecanismo de bombeo el mas importante y mejor estudiado (Speer y cols.,
1992), de tal manera que las bacterias resistentes concentran menos tetraciclinas. En
algunas cepas de S. aureus, ademas, se pueden producir problemas con el transporte
de las tetraciclinas debido a defectos en la adenilato-ciclasa o en el AMPc,
impidiendo asi su paso al citoplasma. Y también puede producirse resistencia por el
mecanismo de proteccion ribosomal que permite actuar al aminoacil-ARNt en
presencia de concentraciones de estos antibioticos, que, normalmente, inhibirian la
sintesis de proteinas (Damaso, 2006).

La resistencia a tetraciclinas también es importante porque los genes
codificantes de esta resistencia, al estar localizados en plasmidos proximos a los
lugares de insercion, van a adquirir nuevos genes de resistencia, creciendo el
espectro de resistencia a los antibidticos y dando lugar a cepas multirresistentes

(Pérez-Trallero y cols., 2003).

Evolucion de la resistencia

En Espaiia, la prevalencia de esta resistencia es inferior al 5% en el caso de S.
aureus sensible a meticilina, sin embargo dicha resistencia se hace mas elevada en el
caso de SARM, S. agalactiae y enterococos (Pérez-Trallero y cols., 2003).
Posteriormente, en el estudio VIRA 2006, se confirmé que la resistencia a
tetraciclinas sigue siendo inferior al 5% en el caso de SASM (Picazo y cols., 2006).
En el estudio europeo SENTRY se obtuvo un porcentaje de resistencias a
tetraciclinas del 74% entre SARM debido, fundamentalmente, a que eran cepas
multirresistentes (Schmitz y cols., 1999). En un estudio espafiol realizado en aislados

de S. agalactiae resistentes a eritromicina, se obtuvo una tasa de resistencia a
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tetraciclinas del 89,8% y dicha resistencia se debid fundamentalmente a la presencia
del gen tetM (75%) (Betrit y cols., 2004), lo cual coincide con el estudio de Pérez-

Trallero y cols. (2003).

TIGECICLINA

Tigeciclina es uno de los ultimos antibidticos desarrollados para combatir
problemas de resistencia. Emparentada con las tetraciclinas, se trata de una
glicilciclina, derivada de la molécula de minociclina, y como todas las tetraciclinas,
es de amplio espectro antibacteriano. El desarrollo de nuevos derivados de las
tetraciclinas empezd a principios de la década de 1990, con la incorporacion, en la
posicidon 9 de la minociclina, del radical N, N-dimetilglicilamido, que evita los dos
principales mecanismos de resistencia a las tetraciclinas (la proteccion ribosomal y
las bombas de expulsion) mejorando el espectro de actividad (Chopra, 2001; Zhanel
y cols., 2004). La optimizacion final de este radical dio lugar a la molécula de
tigeciclina, que ha sido aprobada para el tratamiento empirico en monoterapia de
infecciones intraabdominales, de piel y tejidos blandos, tanto hospitalarias como
adquiridas en la comunidad, incluyendo apendicitis complicadas, perforaciones y
abscesos intraabdominales, infecciones profundas de tejidos blandos, quemaduras y
ulceras infectadas (Gobernado, 2006).

Tigeciclina, al igual que las tetraciclinas, se une a la subunidad 30S del
ribosoma bacteriano e inhibe la sintesis proteica, bloqueando la entrada de las
moléculas de aminoacil-ARNt en el lugar aceptor del ribosoma (Bauer y cols., 2004;
Bergeron y cols., 1996). Parece que el elevado volumen del radical, afiadido en la

posicion 9 de la molécula, hace que tigeciclina posea mayor actividad y menor
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posibilidad de alterarse por los principales mecanismos de resistencia de las bacterias
a tetraciclinas (Yang y cols., 2004): proteccion del ribosoma (como genes tetM o
tetO) y bombas especificas de expulsion activa para macrolidos y tetraciclinas (como
el gen tetK en estafilococos).

En lineas generales se ha visto que la CMlIy, tanto para S. aureus sensible
como resistente a meticilina, cepas VISA y VRSA, S. agalactiae y E. faecalis, tanto
sensible como resistente a vancomicina, es de 0,12 pug/ml (Soriano, 2008). La accion
de tigeciclina se considera bacteriostatica (Rello, 2005; Stein y Craig, 2006) y se
sabe que la mayoria de bacterias resistentes a doxiciclina son sensibles a tigeciclina.
Ademas, presenta sinergismo al asociarse a rifampicina frente a algunas cepas de
enterococos, incluidas las resistentes a vancomicina (Petersen y cols., 2006).

Hasta el momento, no se han encontrado aislados resistentes a este antibiotico
y por lo tanto, constituye una buena alternativa para el tratamiento de patdgenos
grampositivos multirresistentes (Betriu y cols., 2004; Sorl6zano y cols., 2006;

Sorlézano y cols., 2007)

TRIMETOPRIMA-SULFAMETOXAZOL (COTRIMOXAZOL)

Las sulfamidas son unas sustancias estructuralmente relacionadas con el
acido para-aminobenzoico (PABA), que es un factor necesario para la sintesis de
nucleotidos en las bacterias, y, por tanto, su mecanismo de accién se relaciona con la
inhibicion de la sintesis de los 4acidos nucleicos bacterianos. Son antibioticos
sintéticos, entre los cuales la sufanilamida es la primera representante y a partir de la

cual se desarrollaron las demas moléculas.
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Una clasificacion practica de las sulfamidas se realiza en funcién de su via de
administracion, sus caracteristicas de absorcion intestinal y su vida media, como se

refleja en la tabla 5.

Tabla 5: Clasificacion general de las sulfamidas

. ) . Sulfadiazina, Sulfisoxazol, Sulfametoxazol, Sulfadimidina,
Absorbibles de vida media corta (6 - 8h)

Sulfapiridina, Sulfatiazol, Sulfametizol, Sulfasomidina.

Sulfadoxina, Sulfadimetoxina, Sulfametoxidiazina,

Absorbibles de vida media larga (12 - 24h)

Sulfametoxipiridazina.

. Ftalilsulfatiazol, ~Formilsulfatiazol, Sulfaguanidina, Sulfaguanol,
No absorbibles
Sulfasalazina, Sulfasuxidina.

De aplicacion topica Sulfacetamida y Sulfadiazina argéntica.

Debido a la alta capacidad de las sulfamidas para seleccionar resistencias, su
baja accidon antimicrobiana y su alta toxicidad, no suelen emplearse de manera
aislada, sino que suelen combinarse con la familia de las diaminopirimidinas
(pirimetamina y trimetoprima). En concreto, la asociacion trimetoprima y
sulfametoxazol (cotrimoxazol) es la mas frecuente empleada en nuestro pais. Para
obtener una accion sinérgica es necesario obtener concentraciones séricas de 1/20, lo
cual se consigue cuando se administran trimetoprima y sulfametoxazol en proporcion
de 1/5 (Gémez y cols., 2006; Pérez-Trallero y cols., 2003).

Las sulfamidas impiden, por competicion, la incorporacion del PABA a la
ruta biosintética del &cido tetrahidrofélico, precursor de las bases puricas y
pirimidinicas. Actan al inhibir la enzima dihidropteroato-sintetasa, que convierte el
PABA en 4cido dihidropteroico. En esta misma ruta biosintética también actia

trimetoprima, pero en un paso posterior: inhibe, también por competicion, la
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dihidrofolato-reductasa que participa en la reduccion del dihidrofolato a
tetrahidrofolico (Williams, 1996¢).

Como consecuencia de la actuacion de esta asociacion de antibioticos, se
impide el crecimiento de los microorganismos mostrando un efecto principalmente
bacteriostatico, aunque frente a determinadas especies pueden presentar una accion
bactericida (Goméz y cols., 2006).

Las sulfamidas se han considerado desde siempre antibidticos de amplio
espectro porque son activas frente a microorganismos tanto grampositivos
(estafilococos y estreptococos) como gramnegativos. Sin embargo, como veremos
posteriormente, los enterococos son, de forma natural, resistentes a las sulfamidas.
Su principal inconveniente, como se ha comentado antes, estriba en la alta capacidad

de seleccionar mutantes resistentes.

Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia a ambos compuestos son comunes: sintesis de
enzimas modificadas, hiperproduccién enzimatica, desarrollo de vias metabolicas
alternativas, alteracion de la permeabilidad y sistemas de eflujo (Huovinen y cols.,
1995). Estos mecanismos de resistencia pueden producirse por mutaciones en el
cromosoma, o, en la mayoria de los casos, por adquisicién de elementos genéticos
moviles que, ademads, pueden trasmitir resistencia a otros antibidticos dando lugar a
bacterias multirresistentes (Pérez-Trallero y cols., 2003).

Las mutaciones en los genes cromosémicos dhps y dhpr que regulan,
respectivamente, la sintesis de la dihidropteroato-sintetasa y la dihidrofolato-

reductasa, afectan a la afinidad de estas enzimas por las sulfamidas y la trimetoprima.
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En ocasiones, estas mutaciones favorecen la hiperproduccion enzimatica, que
combinada a la baja afinidad por los sustratos, determinan grados de resistencia muy
altos. Ambos mecanismos son relativamente frecuentes y estdn ampliamente
distribuidos.

En el caso de las sulfamidas, la resistencia es consecuencia de la sintesis, por
parte de la bacteria, de una nueva enzima, la dihidropteroico-sintetasa, con una mala
afinidad por el antibiotico, resultante de una mutacion o de la adquisicion de un
plasmido que provoca la sintesis de esta nueva enzima.

Sin embargo, el mecanismo mas extendido de resistencia a sulfamidas, que se
ha demostrado en S. aureus, entre otras especies, es la capacidad de incrementar la
sintesis de PABA, superando, de esta manera, el antagonismo competitivo de las
sulfamidas hacia la dihidropteroico-sintetasa (Gémez y cols., 2006).

En el caso de trimetoprima, la resistencia estd producida por la sintesis de una
enzima modificada, la dihidrofolato-reductasa, en un proceso mediado, generalmente,

por pldsmidos o transposones.

Evolucion de la resistencia

En el caso de S. aureus la prevalencia de mutantes resistentes a cotrimoxazol
es relativamente baja (inferior al 1% en cepas sensibles a meticilina y entre el 5 y el
15% en cepas meticilin resistentes) (Pérez-Trallero y cols., 2003), por lo que puede
constituirse en una alternativa terapéutica eficaz en estos casos. Principalmente, la
resistencia a cotrimoxazol en S. aureus se produce en cepas resistentes a meticilina,

por tanto, la prevalencia de estafilococos resistentes a esta combinacion de
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antibioticos aparece fundamentalmente en el medio hospitalario (Huovinen y cols.,

1995).

Los enterococos son resistentes a las sulfamidas de manera natural (Pérez-
Trallero y cols., 2003). Sin embargo, el mecanismo de resistencia sigue siendo
desconocido debido a que en numerosos estudios se demuestra eficacia in vitro, pero
no in vivo, donde se describen fracasos terapéuticos (Chenoweth y cols., 1990;
Goodhart, 1984; Grayson y cols., 1990; Najjar y Murray, 1987).

Se ha visto que la resistencia a trimetoprima, al contrario de lo que sucede en
otros antibidticos, no se transfiere entre Staphylococcus spp. y Enterococcus spp.

(Frosolono y cols., 1991).

RIFAMPICINA

Rifampicina, antibidtico representante de las ansamicinas, es un antibidtico
semisintético derivado de rifamicina B. Los cinco representantes de las rifamicinas
son: rifamicina, rifampicina, rifabutina, rifaximina y rifapentina (ésta ltima no
comercializada en Espafa). Presentan una estructura naftoquinonica, lo cual hace que
tengan cierto parecido estructural con los macrolidos (Damaso, 2006).

Rifampicina es el principal representante de esta familia a nivel clinico. Actia
inhibiendo la ARN-polimerasa mediante la formacion de un complejo con su
subunidad B, inhibiendo el inicio de la transcripcion. Por tanto, afecta a la
incorporaciéon de nucleotidos en la sintesis del ARNm y, finalmente, a la sintesis de

ADN (Williams, 1996a; Casal, 2006). La formacion del complejo es previa al inicio
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de la transcripcion, si bien el efecto bactericida que se produce no es por inhibicién
del inicio, sino porque afecta a la elongacién de ARNm.

Este antibiotico tiene un amplio espectro de accion. Es activo frente a cocos
grampositivos como S. aureus (independientemente de su comportamiento frente a
penicilinas y macrolidos) y S. agalactiae, mostrandose practicamente inactivo frente
a enterococos. Fundamentalmente, se utiliza como tuberculostitico (frente a
Mycobacterium tuberculosis) y antiestafilococico, en especial frente a cepas de S.
aureus resistentes a meticilina.

El aislamiento de cepas resistentes a rifampicina durante el tratamiento es
relativamente frecuente. Asimismo, es facil obtener, in vitro, mutantes resistentes a
rifampicina. Ambos casos deben su resistencia a mutaciones o delecciones en el gen
rpoB que codifica la subunidad B de la ARN polimerasa (Spratt, 1994). Como
consecuencia se reduce la afinidad de esta subunidad por el antibiotico, aunque no se
altera la actividad de la enzima.

Por lo tanto, a la hora de tratar una infeccion por SARM con rifampicina hay
que tener en cuenta que, debido a su alta capacidad de seleccion de mutantes
resistentes, las guias de practica clinica recomiendan asociar otro antibidtico como
puede ser cotrimoxazol o acido fusidico.

A pesar de ser practicamente inactiva frente a enterococos, se ha visto que, en
el caso de enterococos resistentes a glucopéptidos, la sensibilidad a rifampicina
permanece practicamente inalterable, de hecho se sittia en un 94,6% de sensibilidad

en Estados Unidos frente a un 78,6% en Europa (Deshpande y cols., 2007).
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OXAZOLIDINONAS

Esta familia de antibidticos, cuyo unico componente comercializado en la
actualidad es linezolid (Norrby, 2001), surge para hacer frente al creciente problema
de las multirresistencias en bacterias grampositivas (fundamentalmente
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. y Enterococcus spp.) (Carmona y cols.,
2003). Es un antibiotico obtenido por sintesis, que presenta una estructura triciclica,
con un radical metilacetamida en el anillo de oxazolidinona y un fltor en posicion
meta. Actualmente existen otros miembros de esta familia en estudio, como
eperozolid y ranbezolid (Betriu y Picazo, 2006).

Las oxazolidinonas inhiben la sintesis proteica mediante la fijacion al sitio
23S del ARNr de la subunidad 50S del ribosoma, inhibiendo la formacion del
complejo de iniciacion de la sintesis de proteinas (Swaney y cols., 1998). Asi,
consigue tener un efecto fundamentalmente bacteriostatico frente a Staphylococcus
spp. y Enterococcus spp., mientras que, usado a dosis altas, presenta accion
bactericida frente a Streptococcus spp. (Pigrau, 2003).

El espectro de actividad, frente a los microorganismos aerobios, de las
oxazolidinonas es similar al de vancomicina. Linezolid es activo frente a la mayoria
de los microorganismos grampositivos, incluyendo los estafilococos resistentes a
meticilina y S. agalactiae resistentes a eritromicina (Betria y cols., 2000). Ademas,
se ha demostrado que la actividad de linezolid frente a enterococos es independiente
de su sensibilidad a vancomicina (Cercenado y cols., 2001).

Para conseguir el éxito terapéutico, es necesario que la concentracion
plasmatica esté el maximo tiempo por encima de la CMI del microorganismo, por

tanto, no seria necesario alcanzar el pico plasmatico maximo.
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En las infecciones por SARM, linezolid deberia considerarse
fundamentalmente en aquellos casos que presenten toxicidad o una respuesta pobre a
los glucopéptidos y, entre ellas, las infecciones por S. aureus con sensibilidad
intermedia a glucopéptidos (GISA). En algunos de estos procesos cotrimoxazol,
asociado o no a rifampicina, podria ser una buena alternativa si la bacteria es sensible.

Mutaciones en la subunidad 23S del ARNTr se han asociado con resistencia a
linezolid en especies como S. aureus (Tsiodras y cols., 2001), estafilococos
coagulasa negativos (Tarazona y cols., 2007), E. faecalis y E. faecium (Werner y
cols., 2004).

En este sentido, la mutacion G2576T es la causa mas frecuente de resistencia
a linezolid encontrada en aislados clinicos de Enterococcus spp. y Staphylococcus
spp. (Hong y cols., 2007). Sin embargo, in Vitro, tras exposicion al antibidtico, se han
descrito otras mutaciones como G2447T y T2500A en S. aureus, C2534T en S.
epidermidis, G2505A en E. faecium 6 C2512T, G2513T y C2610G en E. faecalis
(Kelly y cols., 2008; Meka y cols., 2004). También se ha descrito resistencia a
linezolid por la accion de una Cfr-rRNA metiltransferasa, que confiere resistencia,
ademads, a fenicoles, lincosamidas, pleuromutilinas y estreptogramina A (Long y
cols., 20006).

Recientemente, se ha encontrado en nuestro pais el primer aislado de SARM
no sensible a linezolid, que presentaba una CMI de 64 pg/ml y parece ser que dicha
resistencia se debe, como se ha visto anteriormente, a mutaciones del gen que
codifica el dominio V de la subunidad 23S del ARNr (Picazo y cols., 2006). Esta

resistencia ha sido demostrada en otras partes del mundo y siempre en pacientes que
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se han visto sometidos a tratamientos de larga duracion con linezolid (durante 4 a 6
semanas) (Mutnick y cols., 2003; Pillai y cols., 2002; Wilson y cols., 2003).

En el caso de los enterococos, se han aislado cepas resistentes,
fundamentalmente, en E. faecium (Gonzales y cols., 2001), de manera que sdlo se
han publicado casos aislados de ineficacia de este antibiotico frente a E. faecalis
(Johnson y cols., 2002, Ruggero y cols., 2003; Tsigrelis y cols., 2007). Tampoco se
conocen, por el momento, aislados de estreptotocos resistentes a las oxazolidinonas;
de hecho, en un estudio europeo (Gemmell, 2001) y en otro espafiol (Betrit y cols.,
2000), realizados sobre S. agalactiae, el 100% de los aislados fueron sensibles a

linezolid.

ESTRATEGIAS DE PREVENCION Y CONTROL DEL DESARROLLO DE
RESISTENCIAS

Uno de los aspectos mas evidentes en la aparicion y el continuo incremento
de las resistencias bacterianas es que ambos hechos se asocian al amplio uso de
antibioticos (Levy, 1997; Baquero y cols., 2003). Existen numerosos ejemplos, tanto
en el ambito hospitalario como en el extrahospitalario, que demuestran esta
asociacion (Gold y Moellering, 1996; Neu, 1992). De hecho, Garcia-Rodriguez y
Rodriguez-Sanchez (1997) refieren que el aumento de infecciones nosocomiales
debidas a patogenos grampositivos se debe a la extensa utilizacion de antibioticos de
amplio espectro como cefalosporinas o fluorquinolonas, entre otros, y que, ademas,
estas infecciones son producidas por patdgenos multirresistentes, por tanto, dificiles

de combatir.
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El uso de antibioticos de amplio espectro no sélo favorece la seleccion de
mutantes resistentes entre los microorganismos grampositivos, sino que también son
culpables de la presion selectiva sobre bacterias gramnegativas y la aparicion de
determinados fenotipos de resistencia, tal es el caso de las cefalosporinas y la
presencia de betalactamasas de espectro extendido (Patterson, 2001).

Ademds, hay que tener en cuenta que las infecciones producidas por
patdgenos resistentes presentan mayor morbi-mortalidad, suponen un incremento de
la asistencia sanitaria, elevan el coste del tratamiento y se relacionan con un deterioro
en la calidad del tratamiento de futuros pacientes (Direccion General de
Aseguramiento y Planificacion Sanitaria, 1995).

A pesar del coste, en términos metabolicos, que supone la adquisicion de
mecanismos de resistencia (Gillespie y McHugh, 1997), las bacterias han sido
capaces de asumir simultdneamente varios de estos procesos, impidiendo la accion
de gran numero de antibioticos. Enterococos resistentes a betalactamicos,
aminoglucosidos y glucopéptidos, S. agalactiae resistente a macrélidos y S. aureus
resistentes a meticilina y con sensibilidad disminuida a vancomicina, son algunos de
los problemas més acuciantes dentro del panorama de las infecciones por
grampositivos. Esta situacion ha alertado tanto a profesionales sanitarios como a las
autoridades sanitarias para tratar de evitar situaciones de falta de opciones
terapéuticas y la entrada en una “era postantibiotica” (Baquero, 1996; Neu, 1992).

La prevencion y el control del desarrollo de resistencias deben estar ligados a
un mejor uso de los antibidticos. Se estima que el 90% del consumo de estos
farmacos se realiza en el ambito extrahospitalario, con fines preventivos o

terapéuticos, incluido el ambito veterinario (Diez y Calderon, 1997). El consumo de
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antibioticos en el hospital, es, sin embargo, menor, debido a que en el hospital existe
un mayor control de la prescripcion de antibidticos: existen comisiones asesoras
sobre infeccidn nosocomial, listas restringidas de antibioticos, antibioticos de
segunda y tercera linea, guias actualizadas de tratamiento antibidtico, patrones
locales de resistencia, la automedicacion estd mas controlada y tanto la evolucion
clinica del paciente como el cumplimiento del tratamiento estan supervisados. Por su
parte, a nivel extrahospitalario, la relaciéon entre el consumo exagerado de
antibioticos y la aparicion de resistencias estd directamente relacionada con una
prescripcion médica inadecuada, la dispensacion sin receta por parte de los
farmacéuticos y el uso indiscriminado de los antibiodticos por parte de los pacientes
(Palop Larrea y cols., 2003).

En este sentido, en un estudio sobre la percepcion de los médicos
prescriptores acerca de la importancia o relevancia de las resistencias microbianas, se
puso de manifiesto que, aunque todos los médicos estaban de acuerdo en que las
resistencias antibidticas constituian un problema de los mas importantes, su
percepcion sobre las resistencias locales, las causas y sus posibles soluciones
variaban ampliamente, e, incluso, en algunos casos, eran contrarias a la evidencia
cientifica (Wester y cols., 2002).

En nuestro pais, un tercio de las prescripciones de antibidticos en el medio
extrahospitalario se realiza de forma inadecuada, y hasta un 35% de las
dispensaciones de farmacos sin receta médica corresponden a antibidticos (Baquero,
1996). El panorama en el ambito hospitalario no es muchas veces mas alentador.

En algunos estudios, realizados fuera de nuestro pais, se indica que cerca del

50% de los antibioticos se emplean de manera inadecuada (Gaynes y Monnet, 1997).
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En este ambiente las conclusiones son siempre negativas (Giamarellou y Antoniadou,

1997; McGowan, 1983):

e La resistencia es mas prevalente entre los patdégenos que normalmente causan
infecciones nosocomiales.

e Las unidades con mayor consumo de antibidticos presentan siempre tasas mas
elevadas de resistencia.

¢ En situaciones de brotes o epidemias, los pacientes que han recibido antibidticos
tienen mayor probabilidad de infectarse por bacterias resistentes.

e Las infecciones por bacterias resistentes se asocian a mayor morbilidad,
mortalidad y coste de tratamientos que aquellas causadas por bacterias sensibles.

Por el contrario, y siempre que no se hayan alcanzado situaciones
irreversibles, un cambio en la politica de antibidticos tiende a contener, y en
determinadas circunstancias a disminuir, las tasas de resistencia (Giamarellou y
Antoniadou, 1997).

Un informe de la OMS del afio 2002 indica que para erradicar las resistencias
bacterianas seria necesaria una reduccion significativa del consumo de antibidticos.
Sin embargo, para que pueda acometerse este objetivo con resultados positivos es
necesario que tanto la poblaciéon como los profesionales estén concienciados de la
importancia de este problema (Smith y Coast, 2002).

Los puntos clave para contener las resistencias bacterianas segun el
documento de consenso creado por dos sociedades cientificas nacionales implicadas
en el tema, asi como las medidas de contencion propuestas en estudios
internacionales serian (Beam y Buckley, 2006; Hanberger y cols., 2001; OMS, 2005;

Rodriguez-Batfio y cols., 2008):
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¢ Vigilancia epidemiologica, mediante la recogida sistematica de la informacion, su
analisis e interpretacion, asi como su difusion entre los profesionales implicados.

e Medidas de control de portadores de microorganismos altamente resistentes, o
bien, de aquellos que presentan infecciones producidas por dichos patégenos,
como puede ser el aislamiento o la erradicacion en el caso de los portadores.

e Formacion de los profesionales y concienciacion de la poblacion con respecto a la

relevancia de este problema, para realizar politicas antibioticas eficientes.

SITUACION DEL CONSUMO ANTIBIOTICO EN ESPANA

En los estudios de consumo de medicamentos, los pardmetros de medida
pueden ser las cantidades dispensadas, tales como el nimero de envases, unidades de
dosificacion (tableta, gotas, comprimidos, etc), unidades de peso de sustancia activa
(gramos, mg, etc), nimero de prescripciones, o los costes de los medicamentos. No
obstante, con estos parametros puede resultar dificil hacer comparaciones adecuadas,
porque pueden variar segiin el medicamento considerado (e incluso, para un mismo
medicamento a lo largo del tiempo) y porque pueden variar notablemente de unos
paises a otros.

Para obviar este problema, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
propuso una unidad técnica internacional de medida de consumo de medicamentos
denominada Dosis Diaria Definida (DDD), que es independiente de las variaciones
en el precio y en el contenido ponderal de las especialidades farmacéuticas del
medicamento.

La DDD es la dosis diaria media cuando se usa un farmaco en su principal

indicacion. Su definicion completa es: la DDD es la unidad técnica de medida y
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comparacion, que equivale a la dosis media diaria de mantenimiento cuando se
utiliza en su indicacion principal, por una via determinada, expresada en cantidad de
principio activo (WHO, 2002). El valor de cada farmaco es establecido por el
“Nordic Council on Medicines” y se establece de forma arbitraria segin las
recomendaciones de las publicaciones cientificas, del laboratorio fabricante y seglin
la experiencia acumulada, pero no corresponde necesariamente con la dosis utilizada
por los pacientes. En general, la DDD se expresa en forma de peso de sustancia
activa, se refiere a la dosis de mantenimiento en adultos y suele corresponder a la
dosis de tratamiento (no a la utilizada en prevencion). Normalmente, las DDD son
iguales para las distintas vias de administracion, pero para los farmacos
administrados en dosis claramente distintas segun la via de administracion, se
establecen distintas DDD, una para cada via.

En general, el calculo del valor de DDD para cualquier medicamento es DDD
= A/ B, donde A es la cantidad total del fArmaco consumido durante el periodo de
estudio (en mg) y B es la DDD estandar de dicho fairmaco (en mg)

En general, el nimero de DDD consumidas en un area geografica se expresa
por cada 1000 habitantes, y por dia. Este parametro puede proporcionar una
estimacion del numero de pacientes tratados diariamente con un determinado
farmaco. En este caso el céalculo seria:

DDD por 1000 habitantes/dia = DDD x 1000 / tiempo (dias) x habitantes.

En el caso del consumo de medicamentos en el medio hospitalario, se prefiere
la utilizacion del parametro DDD por cada 100 estancias, que refleja el porcentaje de
pacientes que diariamente reciben tratamiento con un determinado farmaco en el

hospital. De esta forma, DDD /100 estancias = A x 100 / DDD (mg) x estancias en
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dicho periodo, donde A es el consumo del medicamento durante un periodo de

tiempo (mg)

Sin embargo, la DDD tiene sus limitaciones:
¢ Es una aproximacion a la exposicién de una poblaciéon a medicamentos, pero no
equivale a la dosis diaria prescrita, y ademads, no todos los farmacos prescritos o
dispensados se consumen.
e No refleja las indicaciones por las que se utilizan los medicamentos, ya que un

mismo farmaco puede tener dosis diferentes para distintas indicaciones.

Espana es uno de los paises europeos con mayores tasas de resistencias
bacterianas en infecciones comunitarias, y este hecho se relaciona con el alto
consumo de antibidticos en nuestro pais, ya que somos el mayor consumidor de
antibioticos de la Union Europea, situandonos sélo por detras de Francia (Cars y
cols., 2001).

El consumo de antibidticos en Espafia alcanzd su maximo historico en 1995,
con 22,1 dosis diaria definida (DDD) por 1.000 habitantes y dia (DHD). A partir de
ese momento disminuy6 hasta 18 DHD, y se estabilizé hasta 2001 (Lazaro y cols.,
2002). Sin embargo, a partir de esa fecha se ha registrado un aumento del consumo,
llegando en el afio 2005 a 19,3 DHD. Este cambio en la tendencia se debe,
fundamentalmente, al incremento del wuso de penicilinas, contando con,
aproximadamente, el 50% del mercado durante todo el periodo de estudio, aunque
en un principio la balanza se inclind hacia el lado de las penicilinas de amplio

espectro en monoterapia y después, hacia el lado de las penicilinas asociadas a
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inhibidores de las betalactamasas. Sin embargo, en el resto de los grupos de
antibioticos ha habido cambios relevantes durante los 16 afios que comprende este
estudio, de manera que el grupo de las tetraciclinas y el cotrimoxazol pasé de un
segundo puesto en la década de los 80 a un plano practicamente irrelevante, mientras
que el grupo de cefalosporinas, macrélidos y quinolonas ocup6 ese segundo puesto
en la ultima década del estudio. En cuanto al andlisis de estos subgrupos terapéuticos,
no detectaron diferencias apreciables entre las diferentes comunidades autonomas
(Lazaro y cols., 2002).

En Europa, en la mayoria de paises, se describe un aumento progresivo de los
antibioticos nuevos, de amplio espectro, en detrimento del uso de los antibidticos
mas antiguos, o de estrecha cobertura, como penicilinas o cefalosporinas. Sin
embargo, los paises nordicos siguen prescribiendo, ampliamente, este tipo de
antibioticos (Goossens y cols., 2005).

Los datos de este estudio reflejan el consumo de los medicamentos obtenido a
partir de los envases dispensados en las oficinas de farmacia con cargo al Sistema
Nacional de Salud y expresado en forma de DHD (Capella, 1993). La ventaja de la
DHD respecto a otras unidades de medida, como por ejemplo el nimero de envases,
es que permite realizar comparaciones en el tiempo y entre paises, ya que no se ve
influenciada ni por el nimero de formas farmacéuticas, ni por la concentracion del
principio activo, ni por el envase, ni por la poblacion.

Paradojicamente, la evolucion del consumo de antibidticos en Espafna
expresado en numero de envases muestra un perfil diferente. EI nimero de envases
de penicilinas dispensados por afio disminuye un 40% desde 1996 a 2005 (WHO,

1999). La causa principal de esta disminucion es el descenso del nlimero de envases
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de amoxicilina consumidos, junto con el mantenimiento de los de amoxicilina-
clavulanico.

La aparente paradoja observada al comparar el consumo de las asociaciones
de penicilinas con inhibidores de betalactamasas expresado en forma de DHD y en
forma de numero de envases es fruto del uso de dosis mas elevadas de estas
asociaciones. Este aumento de dosis no siempre estd justificado. Asi, la Agencia
Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) publico una nota
informativa (AEMPS, 2006) en la cual recuerda que el uso de amoxicilina-
clavulanico unicamente estaria justificado ante la sospecha de infecciones causadas
por bacterias cuyo mecanismo de resistencia sea la produccion de betalactamasas.

Como ya se ha expuesto, los datos obtenidos de DHD proceden de las
prescripciones con cargo al Sistema Nacional de Salud que han sido dispensadas en
oficinas de farmacia. Por lo tanto, no incluyen la dispensacion de antibidticos sin
receta médica ni la prescripcion privada. Esto deberia suponer un sesgo minimo, no
obstante Barbero-Gonzdlez y cols. (2006) estimaron que, aproximadamente, el
13,1% del total de antibidticos demandados se dispensaron sin receta, negandose la
dispensacion unicamente en el 1,3% de los casos. La venta sin receta se concentrd en
el grupo de las penicilinas, y, fundamentalmente, en amoxicilina y amoxicilina-
clavuldnico, que contribuyeron con un 56%.

En Europa existen diferencias significativas en el uso extrahospitalario de
antibioticos, llegando a ser 3 veces superior el consumo en Francia (32,2 DHD) que
en Noruega (10 DHD) (Goossens, 2005). En relacion a esto, el estudio SARISA
(Study on Antimicrobial Resistance in Staphylococcus aureus), del afio 2004, indica

que Noruega presenta menor tasas de resistencias que Francia, lo cual hace que tenga
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sentido una relacion entre resistencia y consumo de antibioticos (Zinn y cols., 2004).
De esta manera, podemos decir que las resistencias bacterianas en los diferentes
paises tienen una evolucion paralela al consumo de antibidticos, aunque existen
pocos estudios que hayan relacionado directamente estos dos factores, a pesar de la
importancia que tienen ambos.

Por tltimo, existen diversos estudios que relacionan el consumo de
determinados antibidticos y microorganismos concretos, como el caso de imipenem
y P. aeruginosa, o cefalosporinas de tercera generacion y E. coli productores de
BLEEs, mientras que no se ha demostrado dicha relacion en otros casos, como el
consumo de cloxacilina y la presencia de S. aureus meticilin-resistente (Colomina y
cols., 2008). Estos resultados también se pusieron de manifiesto en el trabajo de
Calderén y cols. (2008), en el que relacionaron DDDs y sensibilidad en tres
microorganismos multirresistentes como son E. coli, P. aureuginosa y E. faecalis.

Sin embargo, un estudio inglés anterior, demostré que el consumo de
antibidticos, en general, estaba directamente relacionado con las resistencias
bacterianas de manera estadisticamente significativa, tanto para S. aureus como para
otros microorganismos objeto del estudio (Dancer y cols., 2006). De hecho estos
autores concluyeron que la resistencia antibidtica era la inica diferencia significativa
entre las distintas unidades de hospitalizacion que se comparaban, y que parecia ser
consecuencia de la presion ejercida por la diferente cantidad de antibidticos
consumidos en ellas. Ademas, segin otros estudios (Muller y cols., 2003) el
consumo de antibidticos no solo estd relacionado con el incremento de resistencias
bacterianas, sino que también se relaciona con un aumento en la tasa de adquisicion

de SARM en los pacientes hospitalizados, y ambos factores dependen del subgrupo
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de antibiotico utilizado, de manera que el mayor riesgo de colonizaciéon por SARM
se produce, especificamente, en aquellas unidades que son grandes consumidoras de

betalactamicos y fluorquinolonas.

-76 -



OBJETIVOS



Objetivos

En la actualidad, Staphylococcus aureus es una de las causas mas habituales
de infecciones, tanto hospitalarias como comunitarias. Su elevada frecuencia y la
presencia de aislados resistentes a meticilina hacen que se le considere uno de los
patdgenos nosocomiales mas importantes en todo el mundo. Es una bacteria con una
gran capacidad de adquisicion de determinantes de resistencia a antibidticos, dando
lugar a problemas importantes de multirresistencia. Asi, las cepas SARM, ademas de
resistencia a betalactdmicos, pueden ser resistentes a tetraciclinas, macrélidos,
lincosamidas, cloranfenicol, aminoglucésidos o quinolonas, entre otros, siendo, a
veces, escasas las opciones terapéuticas. Ademas, en los ultimos afios estamos
asistiendo a un incremento importante de las infecciones de origen comunitario por
esta bacteria.

Los enterococos son importantes patdgenos oportunistas nosocomiales. Se ha
descrito sensibilidad disminuida a un gran nimero de antibi6ticos: betalactdmicos,
lincosamidas, aminoglucésidos y cotrimoxazol, presentando, ademas, una elevada
capacidad para adquirir nuevas resistencias. En Espafia, los aislados de Enterococcus
faecalis conservan, en su mayoria, la sensibilidad a ampicilina, sin embargo, se han
descrito cepas resistentes a glucopéptidos o a oxazolidinonas, disminuyendo las
alternativas terapéuticas actuales.

Por su parte, Streptococcus agalactiae forma parte de la flora normal del
tracto gastrointestinal y urogenital humanos. Representa la primera causa de sepsis
neonatal y es un agente importante de infecciones en gestantes y de infecciones
sistémicas en adultos con enfermedades de base. Los betalactdmicos siguen siendo
los antibioticos de eleccion en el tratamiento y profilaxis de las infecciones por S.

agalactiae. Ahora bien, cada dia son menos las opciones terapéuticas empiricas en
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pacientes alérgicos, ya que las tasas actuales de resistencia a eritromicina en S.
agalactiae en Espafia son relativamente elevadas.

Por altimo, el motivo principal para que se generen y expandan las
resistencias bacterianas a los antibidticos es el uso excesivo de los mismos.
Clasicamente se asume que la aparicién de resistencias tras la incorporacion en
terapéutica de un antibiotico es sélo cuestion de tiempo. En este sentido, Espafia es
uno de los paises desarrollados con mas consumo de antibidticos y mayores tasas de

resistencia bacteriana, sobre todo en los patdgenos de origen comunitario.

Por todo lo anteriormente expuesto, nos hemos planteado los siguientes

objetivos en nuestro trabajo:

1. Analizar y comparar la actividad de antibi6ticos de uso habitual frente a cocos
grampositivos, en aislados clinicos de Staphylococcus aureus, Enterococcus spp.
y Streptococcus agalactiae obtenidos en dos centros hospitalarios andaluces con

una actividad asistencial similar.

2. Evaluar la actividad in vitro de nuevos antibioticos como opciones terapéuticas

frente a aislados clinicos multirresistentes, en estas tres especies.

3. Determinar la relacion existente entre el consumo de antibidticos y la

sensibilidad de Staphylococcus aureus a los mismos.
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Material y métodos

SELECCION DE LOS AISLADOS BACTERIANOS

El presente estudio se realizé sobre un total de 1000 aislados bacterianos, de
las especies Staphylococcus aureus (367), Enterococcus faecalis (185), Enterococcus
faecium (7) y Streptococcus agalactiae (441). Dichos aislamientos fueron obtenidos
a partir de las muestras clinicas procesadas en los servicios de Microbiologia Clinica
del Hospital Universitario “San Cecilio” de Granada (HSC) y del Hospital
Universitario Nuestra Sefiora de Valme, en Sevilla (HV).

El proceso de seleccion de los aislados se realizd en los periodos
comprendidos entre Enero de 2005 a Septiembre de 2006 en HSC, y entre Marzo de
2006 y Septiembre de 2006 en HV. Todos los aislados formaron parte del conjunto
de muestras que diariamente se procesan en estos laboratorios, procedentes tanto de
los servicios hospitalarios, como de Centros de Atencion Primaria, dependientes de
ambos hospitales.

En ambos casos, la recogida de los aislados fue sistemadtica y prospectiva.
Cada dia se seleccionaron todos aquellos microorganismos identificados como S.
aureus, E. faecalis, E. faecium o S. agalactiae, obtenidos a partir de los distintos
tipos de muestras clinicas procesadas en dichos hospitales.

Cada servicio de Microbiologia realizd la identificacion del microorganismo
por los procedimientos habituales empleados en ese servicio. En el HSC la
identificacion se realizdé mediante el sistema semiautomatizado WIDER (Francisco
Soria Melguizo, S.A., Espafia) (Cantén y cols., 2000) y en HV mediante el sistema
automatizado VITEK2 (BioMérieux, Marcy-L’Etoile, Francia) (Livermore y cols.,

2002).
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El informe obtenido en cada servicio fue recogido junto con el propio
microorganismo. Los aislados obtenidos en Sevilla fueron trasladados a Granada,
conservados en medio de transporte. Una vez clasificados los aislamientos, éstos
fueron conservados a —20° C hasta que se procedid a realizar el estudio de
sensibilidad antibiotica. La distribucion de los aislados segun el hospital y el servicio

de origen se observa en la tabla 6, y la distribucion por tipo de muestra, en la tabla 7.

Tabla 6: Distribucion de los aislados segtin el hospital de procedencia y el servicio correspondiente

S.aureus  Enterococcus spp. S. agalactiae*

Hospital de Granada (HSC) 280 59 303
procedencia Sevilla (HV) 87 133

Anatomia patoldgica 1 1
Cardiologia 6
Cirugia general 29
Cirugia vascular 44
Consultas hospitalarias 29
Dermatologia 3
Digestivo
Endocrinologia
Extrahospitalarios
Ginecologia
Hematologia
Hemodialisis
Neumologia
Neurologia
Oftalmologia
Oncologia
Otorrinolaringologia
Patologia general
Pediatria
Preventiva
Psiquiatria
Reanimacion
Reumatologia
Sin identificar
Traumatologia
Urgencias externas
Urologia
uvi

Servicio

* Los 279 aislados procedentes de secreciones vagino-rectales no estan incluidos en esta tabla
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Tabla 7: Distribucion de los aislados clinicos de este estudio segtin el tipo de muestra

S.aureus  Enterococcus spp.  S. agalactiae

Absceso 6 6
Aspirado traqueal 2 -
Catéter 3 2
Esputo 42 -
Exudado
Hemocultivos
Lavado nasal
Leche materna
Liquido peritoneal
Liquido pleural
Liquido sinovial
Orina
Secrecién biliar
Secrecion conjuntival
Secrecidn faringea
Secrecidn Gtica
Secrecion vagino-rectal
Semen
Sin identificar

ESTUDIO DE SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA POR METODO DE
MICRODILUCION

A los 1000 aislados se les realizd un ensayo de sensibilidad a diversos
antibioticos de uso habitual frente a microorganismos grampositivos aerobios,
mediante un procedimiento estandarizado de microdilucion.

Los procedimientos de diluciéon son los métodos de referencia para la
determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de un antibidtico
respecto de un aislado bacteriano. En funcion de los valores de CMI obtenidos por
estos métodos podemos conocer la actividad de un antibidtico sobre un
microorganismo, y las categorias clinicas (sensible, intermedio o resistente) de un

microorganismo respecto a un determinado antibidtico.
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Dichos procedimientos se basan en la determinacion del crecimiento de un
microorganismo en presencia de concentraciones crecientes del antibidtico, que se
encuentra diluido en un medio de cultivo (caldo o agar).

En la mayoria de los casos se preparan diluciones del antibiotico en
progresion geométrica en base 2, utilizando un medio de cultivo adecuado.
Posteriormente, dicho medio se inocula con el microorganismo en cuestion, y tras la
correspondiente incubacidn, para permitir el crecimiento del mismo, se realiza la
lectura.

La CMI se define como la menor concentracion de antibidtico que, a simple
vista, inhibe completamente el crecimiento del microorganismo estudiado.

Como se ha comentado, la determinacion de la actividad antibiotica mediante
técnicas de dilucion se realiza utilizando una escala discontinua (habitualmente
concentraciones crecientes en base 2), por lo que, los valores de CMI reales de un
determinado antibidtico, se encontraran en algun valor situado entre la CMI
experimentalmente obtenida y la concentracién inmediatamente inferior. Desde el
punto de vista clinico, la diferencia entre los valores real y experimental de CMI no
suelen ser trascendentes.

Los antibioticos a usar en las técnicas de dilucion deben obtenerse de los
correspondientes fabricantes. Para los estudios in vitro no es adecuado utilizar las
preparaciones de uso clinico, sino que deben emplearse sustancias valoradas de las
que se conozcan la potencia (mg de sustancia pura por cada mg de sustancia
valorada), la fecha de caducidad y el lote de preparacion. Las sustancias valoradas
deben conservarse siguiendo estrictamente las indicaciones del proveedor, por lo

general, en frigorifico o en congelador.
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El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recomienda, para la
mayoria de los microorganismos, utilizar, como medio de cultivo, caldo Mueller-
Hinton, al que se afiadiran los suplementos necesarios para asegurar el crecimiento
de organismos exigentes. El medio debe tener un pH de 7,2 a 7,4 y estar ajustado en
las concentraciones de iones calcio (20-25 mg/l) y magnesio (10-12,5 mg/l). Esta
cantidad de iones divalentes asegura la reproducibilidad de los valores de CMI de
aminoglucoésidos y de tetraciclinas frente a la gran mayoria de microorganismos, al
compararlos con los que se obtienen con agar Mueller-Hinton (Picazo, 2000).

Por su parte, para la realizaciéon del procedimiento de microdiluciéon con
daptomicina se ajusto la concentracion de calcio del medio Mueller-Hinton a 50 mg/1
(CLSI, 2007)

En nuestro caso, para el estudio de sensibilidad, se realiz6 un procedimiento
de microdilucién en caldo Mueller-Hinton ensayando diferentes antibidticos y
diferentes concentraciones, para cada uno de ellos, dependiendo de la especie
bacteriana.

Cada antibidtico fue disuelto en suero fisioldgico, obteniéndose una dilucion
de almacenamiento que se conservo a -80° y se fue usando, sucesivamente, en los
distintos ensayos.

Para obtener estas diluciones de almacenamiento se tuvieron en cuenta los
siguientes aspectos:

e Lapureza de la sustancia activa suministrada por el fabricante:
» Penicilina: 100%.
» Ampicilina: 100%.

» Oxacilina: 86,3%.
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Amoxicilina: 88,5%.
Clavulanico: 100%.
Cefazolina: 100%.
Cefotaxima: 100%.
Vancomicina: 100%
Teicoplanina: 89,3%.
Daptomicina: 100%
Gentamicina: 66,1%
Tobramicina: 67,1%
Kanamicina: 100%
Eritromicina: 95.4%
Clindamicina: 87,2%
Telitromicina: 51,5%
Levofloxacino: 100%.
Trimetoprim: 91%.
Sulfametoxazol: 57,3%.

Rifampicina: 50%.

YV Vv YV ¥V YV VY V¥V VYV V¥V VvV ¥V ¥V VY V¥V V VYV V VY

Linezolid: 100%

e La menor diluciébn a ensayar para cada antibidtico, ya que, la diluciéon de
almacenamiento, debe estar cuatro veces mas concentrada que la menor de las
diluciones.

e El volumen minimo de antibidtico en almacenamiento para realizar todos los
ensayos, sin tener que reconstituir mas antibiotico, para, de esta forma, mejorar la

reproducibilidad del método. Se calculé multiplicando el volumen de antibidtico
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que se usa para cada ensayo (50 ul) por el nimero total de aislados a ensayar de
cada especie.
Para establecer las diluciones a ensayar con cada antibidtico, se tuvieron en
cuenta los puntos de corte que definen las categorias clinicas de sensible (S),
intermedio (I) o resistente (R) segiin el CLSI (CLSI, 2007) para las tres especies y

cada uno de los antibioticos (tablas 8, 9y 10)

Tabla 8: Puntos de corte (en pg/ml) para S. aureus y los antibioticos ensayados

Categoria clinica
I S
Penicilina ND <0.125
Oxacilina > ND <2
Amoxicilina-clavulanico ND <4/2
Cefazolina 16 <8
Vancomicina 4-8 <2
Teicoplanina 16 <8
Daptomicina ND <1
Gentamicina 8 <4
Tobramicina 8 <4
Kanamicina 32 <16
Eritromicina > <0.5
Clindamicina > 2-1 <0.5
Telitromicina > 2 <1
Levofloxacino > 2 <1
Cotrimoxazol ND
Rifampicina > 2 <1
Linezolid ND <4

Antibiético

R: Resistente, I: Intermedio, S: Sensible, ND: No definido por el CLSI
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Tabla 9: Puntos de corte (en pug/ml) para Enterococcus spp. y los antibioticos ensayados

Categoria clinica

Antibiético
|

Ampicilina > ND

Vancomicina

Teicoplanina

Daptomicina

Gentamicina

Levofloxacino

Linezolid

R: Resistente, I: Intermedio, S: Sensible, ND: No definido por el CLSI

Tabla 10: Puntos de corte (en pg/ml) para S. agalactiae y los antibioticos ensayados

Categoria clinica

Antibiético
|

Ampicilina ND

Cefotaxima ND

Vancomicina ND

Teicoplanina ND

Daptomicina ND

Gentamicina ND

Eritromicina > 0.5

Clindamicina > 0.5

Levofloxacino > 4

Linezolid

R: Resistente, I: Intermedio, S: Sensible, ND: No definido por el CLSI

Para todos los antibidticos se establecié un rango de 12 diluciones y un
control positivo (sin antibidtico), y asi, las diluciones ensayadas fueron las que se

muestran en las tablas 11, 12,y 13.

- 88 -



Material y métodos

Tabla 11: Rango de diluciones ensayadas para los diferentes antibidticos en S. aureus

Nuamero del pocillo

6 | 7] 8 | 9 | 10

Penicilina
S

| o5 [o25 Joi2s] 006 | 003 | 0016 | 0008 | 0002

Oxacilina

2 | 1 | o5 [ 025 | o125 , , | 0015

Amoxicilina-clavulanico
R S

12864 | 6432 | 32116 | 168 [ 84 [ 42 | 21 | 105 [ 05025 | 0250125 | 0125006 | 0.06/0,03

Cefazolina

| 128 | 4 | 2 | , , | 0125

Vancomicina

I

Teicoplanina

| 1 ] os

Daptomicina

025 [0125 [ 006 [ 003 | 0016 |

Gentamicina
S

4 | 2

Tobramicina
S

[ 4] 2
Kanamicina

| s [ 4
Eritromicina
| S
| 1+ ] o5
Clindamicina
1 S
| 1+ ] o5
Telitromicina

S
| 1] o5
Levofloxacino

1 S
4 2 | 1 ] os , 0,125

Cotrimoxazol

R s
64/1216 | 32/608 | 16304 | 81152 [ 476 [ 238 | 1/19 [ 0595 | 0.25/4.75 | 01252375 | 0.06/1,1875 | 0,03/0,6
Rifampicina

s
1] os | 025 [ o125 | o | 003 | o015
Linezolid

0,25 | 0,125 0,06 , 0,008 0,004
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Tabla 12: Rango de diluciones ensayadas para los diferentes antibioticos en Enterococcus spp.

Numero del pocillo
6 | 7 | 8 ] 9| 10 ] 12 ] 12
Ampicilina

| 4 [ 2 ] 1 ] o05]025]0,125] 0,06 | 0,03
Vancomicina

S
[ 4] 2] 1 |05 ]025][0,125] 006 | 003

Teicoplanina

S
8 | 4] 2] 1 Jo5]025]0125] 006 | 003

Daptomicina

| 2 | 1 [o05]025]0125]0,06]003]0016 ] 0,008 [ 0,004
Gentamicina

2048 [ 1024 [ 512 [ 256 [ 128 ] 64 | 32 [ 16 | 8 | 4 | 2 | 1
Levofloxacino

R I s
64 | 2 e[ 8T 4T 21 1 |o5]025]0125] 006 | 003

Linezolid

0,25 | 0,125 ] 0,06 | 0,03 | 0,016 | 0,008 0,004'

R: Punto de corte para resistente, I: Punto de corte para intermedio, S: Punto de corte para sensible
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Tabla 13: Rango de diluciones ensayadas para los diferentes antibioticos en S. agalactiae

Numero del pocillo
[ 6 ] 7 ] 8 | 9 | 10 ] 12 ] 12
Ampicilina

S
| 0,5 [025]0,025] 0,06 | 0,03 | 0,016 ] 0,008 | 0,004 | 0,002
Cefotaxima

S
[ 0571 025 [0125] 0,06 | 0,03 | 0016 ] 0,008 | 0,004 | 0,002
Vancomicina

S
[ 1] o5 [ 025 [0,125] 0,06 | 0,03 | 0,016 ] 0,008 | 0,004
Teicoplanina

| 1 ] 05 [025]0,125] 0,06 ][ 0,03 ][0,016] 0,008 | 0,004
Daptomicina

0,5 1025]0,125] 0,06 | 0,03 | 0,016 ] 0,008 | 0,004 | 0,002 | 0,001
Gentamicina

256 [ 128 64 | 32 ] 16 | 8 | 4 | 2 | 1 [ 05 ]025]0,125
Eritromicina
R I S
64 | 32 | 2 [ 1 T o5 Jo25]0,125] 0,06 | 0,03
Clindamicina
R I S

64 | 32 | 2 [ 1 T o5 Jo25]0,125] 0,06 | 0,03
Levofloxacino

64 | 32 | | 1+ | o5 | 025 ]0,125] 0,06 | 003
Linezolid

0,016 | 0,008 | 0,004

R: Punto de corte para resistente, I: Punto de corte para intermedio, S: Punto de corte para sensible

Para la realizacion del método de microdilucion se sembraron los
microorganismos en placas de agar sangre durante 24 horas a 37°C. Al dia siguiente,
y tras comprobar la pureza del aislado, se resuspendieron varias colonias en suero
fisioldgico, hasta obtener una turbidez coincidente con el patréon 0,5 de MacFarland
(10°-10° UFC/ml).

Para cada microorganismo ensayado se prepar6é un tubo que contenia caldo

Mueller-Hinton (Becton Dickinson, E.E.U.U.). A continuacién se realizd una
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dilucion al 1/100 del microorganismo suspendido en el suero fisioldgico en el caldo
Mueller-Hinton.

Se prepard una placa de microtitulaciéon con fondo en “U”. En cada fila se
realizaron las 12 diluciones para cada antibidtico.

En cada pocillo de la placa se dispensaron, inicialmente, 50 ul de caldo
Mueller-Hinton. Posteriormente, en el primer pocillo de cada fila, se dispensaron 50
ul del antibidtico (concentracion en almacenamiento). Se pipetearon 50 pl del pocillo
1 y se dispensaron en el pocillo 2. Se mezcld bien con la pipeta, se recogieron 50 pl
del pocillo 2 y se dispensaron en el pocillo 3, y asi, sucesivamente, hasta llegar al
pocillo nimero 12, del cual se desecharon 50 pl. De esta forma, se diluyo el
antibiotico en los sucesivos pocillos, obteniendo, en cada uno de ellos, una dilucion
que fue la mitad de la del pocillo anterior (diluciones crecientes en base 2).

Una vez realizada la dilucion del antibidtico se dispensaron 50 pl de caldo
Mueller-Hinton, con el microorganismo suspendido, en todos los pocillos De esta
forma, en cada pocillo, el volumen final obtenido fue de 100 pl, y la dilucién final, la
esperada, segun las tablas 11, 12 y 13.

Como control positivo se utilizé el volumen restante de caldo Mueller-Hinton
sembrado con el microorganismo.

Una vez inoculadas las placas, se incubaron a 37°C durante 24 horas, apiladas
en torres de 5 placas y cubiertas con papel film, tiempo tras el cual se realizd la
lectura, determinandose el valor de la CMI de cada antibidtico.

Para la realizaciéon del procedimiento de microdilucion con oxacilina se
tuvieron en cuenta dos aspectos fundamentales: Por un lado, se us6 medio Mueller-

Hinton suplementado en 2% con NaCl (0,34 mol/l), y por otro, las placas donde se
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ensayd oxacilina se incubaron a 35°C. Estos dos procedimientos incrementan la
capacidad de deteccion de resistencia a oxacilina en S. aureus (CLSI, 2007).

Se usaron, en todos los ensayos, las cepas de referencia aconsejadas por el
CLSI (CLSI, 2007): S. aureus ATCC 29213 y E. faecalis ATCC 29212, controles
para procedimientos de sensibilidad antibidtica en bacterias grampositivas aerobias.
Ademas, la cepa de referencia E. faecalis ATCC 29212 se uso para determinar que el

medio Mueller-Hinton no interferia con la actividad de cotrimoxazol.

PROCEDIMIENTOS DE DIFUSION CON DISCO

Para mejorar la capacidad de deteccién de resistencia a oxacilina, y para
detectar los fenotipos de resistencia a macrolidos y lincosamidas, paralelamente a los
procedimientos de microdilucion descritos, se realizaron otros procedimientos de
difusion con disco.

Este es un procedimiento basado en la colocacion de discos de papel de filtro
que contienen una cantidad conocida de antimicrobiano en la superficie de una placa
de medio de cultivo previamente inoculada con el microorganismo problema.
Habitualmente, los discos tienen 6 mm de diametro y se pueden colocar tantos como
antibidticos se quieran estudiar, respetando siempre un nimero de discos por placa
que permita leer los halos de inhibicidn sin que interfieran unos con otros. Cuando el
disco entra en contacto con el medio de cultivo absorbe agua de éste e
inmediatamente el antibidtico comienza a difundir de forma radial, formando un
gradiente de concentracion en el que ésta es, en cada punto, inversamente

proporcional a la distancia hasta el borde del disco.
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En aquellas zonas donde la concentracion alcance un valor suficiente, el
microorganismo previamente inoculado no podra crecer, y tras un periodo de
incubacion adecuado aparecera un halo de inhibicion de crecimiento alrededor de los
discos. El diametro del halo de inhibicidon indica el grado de sensibilidad del
microorganismo al correspondiente antibiotico.

Este método no permite establecer la CMI, al menos de forma directa. El
CLSI ha establecido los puntos de corte en milimetros de los halos de inhibicion de
los antibidticos habitualmente usados en clinica que permiten establecer las
categorias clinicas de sensible, intermedio y resistente.

Las ventajas del método de difusion con discos son su sencillez, flexibilidad y
bajo coste, razones que han asegurado su permanencia durante afios en los
laboratorios. Si el método se estandariza correctamente su fiabilidad es muy elevada.
Por otra parte, los halos de inhibicion se pueden medir con menos de 0’5 mm de

error y con + 2 mm de reproductibilidad.

Deteccion de resistencia a meticilina en S. aureus (SAMR) por procedimientos
de difusion con disco

Considerando la posibilidad de que, al realizar el procedimiento de
microdilucidon en S. aureus, el comportamiento de los antibidticos betalactdmicos
ensayados (penicilina, oxacilina, amoxicilina-clavulanico y cefazolina), in vitro, no
correspondiese con el posible mecanismo de resistencia encontrado (por ejemplo,
que el aislado fuese resistente a oxacilina y sensible, in vitro, a penicilina y/o
amoxicilina-clavulanico y/o cefazolina), en aquellos aislados que presentaron

discordancia entre la sensibilidad para estos antibidticos, ademds de repetir la
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microdilucion, se realizé un procedimiento de difusion con discos de oxacilina (1 pg)
y cefoxitina (30 pg) en agar Mueller-Hinton (BioM¢érieux) previamente inoculado
con una suspension al 0,5 de McFarland del microorganismo.

Diversos estudios han justificado la mayor sensibilidad y especificidad, para
la deteccion de SAMR, del uso combinado de ambos antibidticos en los
procedimientos de difusion con disco (Swenson y cols., 2007).

Ademéds, para detectar una posible hiperproduccion de betalactamasa (que
podria disminuir la actividad de oxacilina), se colocd también un disco de
amoxicilina-clavulanico (20/10 pg) a unos 15 mm del disco de oxacilina. El &cido
clavulénico es activo frente al enzima, de forma que, en caso de hiperproduccién de
la misma, aunque el halo de oxacilina fuese inferior al limite inferior, podria
observarse sinergia con amoxicilina-clavulanico.

Los microorganismos se interpretaron como resistentes a oxacilina, y por
tanto, se considerd al aislado como SAMR, cuando los halos fueron <12 mm para
oxacilina y <17 mm para cefoxitina y no hubo sinergia con amoxicilina-clavulanico;
y sensibles a meticilina cuando los halos fueron >13 mm para oxacilina y >18 mm

para cefoxitina.

Deteccidn de fenotipos de resistencia a macrdlidos y lincosamidas en S. aureus
El CLSI recomienda el método de difusion con doble disco para la deteccion

de la resistencia inducible a clindamicina en Staphylococcus spp. (CLSI, 2007),

debido a que la utilizaciéon de clindamicina en pacientes con infeccidbn por

estafilococos con este tipo de resistencia, podria conducir a un posible fracaso

-905 -



Material y métodos

terapéutico por la apariciéon de resistencia a clindamicina durante el tratamiento
(Merino-Diaz y cols., 2007).

Los métodos de microdilucion no son procedimientos adecuados para ello,
puesto que no ponen de manifiesto que los macrélidos (eritromicina) pueden inducir
resistencia a lincosamidas (clindamicina), al ensayarse ambos antibidticos por
separado.

Por eso, paralelamente al método de microdilucién, en los aislados de S.
aureus, se siguié un procedimiento de difusiéon con doble disco segun las
recomendaciones del CLSI (CLSI, 2007). Dicha técnica consistié en colocar un disco
de eritromicina (15 pg) y otro de clindamicina (2 pg), separados por una distancia de
15-20 mm de borde a borde, en una placa de agar Mueller-Hinton previamente
inoculada con una suspension al 0,5 de McFarland del microorganismo. Tras incubar
la placa 24 horas a 37°C, el achatamiento en la zona de inhibicion de la clindamicina,
proxima al disco de eritromicina, indica un fenotipo de resistencia inducible
(IMLSB), la resistencia a eritromicina y a clindamicina indica un fenotipo de
resistencia constitutivo (cMLSB). Los fenotipos mas probables en S. aureus son

(tabla 14):
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Tabla 14: Posibles fenotipos de resistencia a macrolidos y lincosamidas en S. aureus segun la

interpretacion del método de doble disco (halos en mm)

Fenotipo

Halo de eritromicina

Halo de clindamicina

Sinergia

S

>23

>21

cMLSB

<22

<20

iMLSB

<22

>21

M

<22

>21

L

>23

<20

S: sensible a macrolidos y lincosamidas, cMLSB: constitutivo, iMLSB: inducible, M: resistente a macroélidos de 14 y 15 atomos,
L: resistente a lincosamidas

Deteccion de fenotipos de resistencia a macrolidos y lincosamidas en S.
agalactiae

Del mismo modo que para S. aureus, y por las mismas razones, también para
los aislados de S. agalactiae se realiz6 un procedimiento de difusion con doble disco
de eritromicina y clindamicina.

La peculiaridad, en este caso, es que la técnica se realizdo en placas de
Mueller-Hinton suplementadas con 5% de sangre lisada de cordero, para favorecer el
crecimiento de esta especie bacteriana, que no crece de forma 6ptima en Mueller-
Hinton no suplementado (CLSI, 2007). En este caso, los fenotipos mas probables son

(tabla 15):

Tabla 15: Posibles fenotipos de resistencia a macrélidos y lincosamidas en S. agalactiae segun la

interpretacion del método de doble disco (halos en mm)

Fenotipo

Halo de eritromicina

Halo de clindamicina

Sinergia

S

>21

>19

cMLSB

<20

<18

iMLSB

<20

>19

M

S: sensible a macrolidos y lincosamidas, cMLSB: constitutivo, iMLSB: inducible, M: resistente a macroélidos de 14 y 15 atomos,

L: resistente a lincosamidas

<20

>19
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ACTIVIDAD DE TIGECICLINA FRENTE A S. aureus Y S. agalactiae
MEDIANTE PRUEBA DE EPSILON

El estudio de la actividad de tigeciclina en las especies S. aureus y S.
agalactiae se realizo entre aquellos aislados, de ambas especies, que presentaron, al
menos, resistencia a uno de los antibioticos ensayados previamente por
microdilucion (salvo que, en S. aureus, dicho antibidtico fuese solo penicilina), y
solo en aquellos que fueron identificados en el Servicio de Microbiologia del HSC
durante el afio 2005.

La prueba de Epsilon o E-test se basa en el mismo fundamento de la difusion
con disco pero, en este caso, se utilizan tiras de plastico no poroso de 5 cm de largo y
5 mm de ancho. La tira contiene un gradiente de concentracion del antibidtico y una
de las superficies de la tira tiene marcadas las distintas concentraciones del gradiente.
Tras aplicar la tira a una placa previamente inoculada, e incubar ésta adecuadamente,
la interseccion de la elipse de crecimiento del microorganismo con la tira permite una
determinacion directa de la CMI. Diversos estudios han demostrado que, para la
mayoria de los microorganismos de interés clinico, los valores de CMI obtenidos con
este método son similares (en £1 dilucion) a los que se obtienen con los métodos
convencionales de dilucion (Baker y cols., 1991).

Para ello, se colocd, con ayuda de unas pinzas, una tira impregnada con
tigeciclina (IZASA S.A., Espafia), cuya concentracion oscila entre 256 pg/mly 0,016
ug/ml.

Los puntos de corte para definir la categoria clinica de Sensible (S) a

tigeciclina en S. aureus (incluyendo SAMR) y a Streptococcus spp (no incluyendo S.
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pneumoniae) por este procedimiento, segiin la Food and Drug Administration (FDA)
son, respectivamente, <0,5 pg/ml y <0,25 pg/ml (Wyeth Pharmaceuticals, 2005)

La CMI fue interpretada como el punto de interseccion de la elipse de
inhibicion del crecimiento con el borde de la tira, como muestra la figura 7.

Figura 7: Interpretacion de la prueba de Epsilon
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DETERMINACION DE LA DOSIS DIARIA DEFINIDA (DDD)

En el presente estudio, ademads, se relaciond la sensibilidad a los distintos
grupos antibidticos ensayados por microdilucion, de los aislados clinicos de S.
aureus obtenidos durante el afio 2005 en el Servicio de Microbiologia del HSC, con
las cifras de consumo (en DDD) de los principios activos mds representativos de
cada grupo entre los afios 2004 y 2005.

Se han utilizado dos parametros de consumo dependiendo del ambito:
DDD/1000 habitantes-dia para hacer referencia al consumo extrahospitalario, y

DDD/100 estancias en el caso del consumo hospitalario.
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Los valores de DDD/1000 habitantes-dia se obtuvieron mediante el programa
informatico de dispensacion de recetas en oficinas de farmacia del Sistema Andaluz
de Salud denominado MicroStrategy”™. Los datos son los correspondientes a los afios
2004 y 2005. Ademas, dicho programa nos ha suministrado los datos
correspondientes a los dos distritos sanitarios (Distrito Granada y Distrito
Metropolitano) en que esta dividida la ciudad de Granada, asi como los datos de las
recetas prescritas en las consultas externas del Hospital San Cecilio. Hemos obtenido,
por tanto, las DDD/1000 habitantes-dia para los antibidticos seleccionados en el
estudio.

En el caso del consumo de antibidticos en el propio Hospital San Cecilio, se
han obtenido las DDD/100 estancias en el mismo periodo de tiempo y mediante el
sistema informatico Farmatools®. Este sistema informatico, a diferencia de
MicroStrategy”, nos proporciona los miligramos totales de antibiético consumidos
en el hospital y a continuacion, aplicamos la formula vista anteriormente. El nimero
de estancias hospitalarias que se han producido en el periodo de tiempo de estudio
han sido proporcionadas por el sistema informatico Archinet® del Servicio de
Admision del mismo hospital

Debido a que las resistencias bacterianas evolucionan a lo largo de un tiempo
prolongado, el periodo de estudio en nuestro caso deberia haber sido mayor. Sin
embargo, anteriormente al afio 2004 no existen datos de consumo debido a que la

instalacién del programa Farmatools® no se realizo hasta dicho afio.
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METODO ESTADISTICO
Comparacion de la sensibilidad de los aislados en ambos hospitales

Se utilizé la prueba exacta de Fisher para tablas r x s, que queda en tablas 2 x
2 en la prueba exacta clasica de Fisher, para comparar entre si los aislados
procedentes del HSC con los obtenidos en el HV, para cada una de las especies
estudiadas. Dicha comparacion se realizd, tanto en términos de categorias clinicas
(considerando sensible vs. resistente) como considerando la distribucion de CMIs,
para cada uno de los antibioticos ensayados.

Se consider6 como hipotesis nula (Hp) la ausencia de diferencias entre los
grupos comparados en cuanto a la variable analizada, e hipotesis alternativa (H,) la
existencia de diferencia significativa entre los grupos en cuanto a la variable

analizada.

Relacion entre consumo de antibidticos y sensibilidad, en S. aureus

Para determinar la relacion entre los valores de DDD de diversos antibidticos,
en los afios 2004 y 2005, y el porcentaje de aislados de S. aureus, sensibles a cada
grupo de antibidticos, obtenidos durante el afio 2005 en el HSC, se ha empleado una
nube de puntos y, previa transformacion de los datos de consumo por el logaritmo en
base 10, se calculd la recta por minimos cuadrados y el coeficiente de correlacion de

Pearson.
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Resultados

SENSIBILIDAD DE LOS AISLADOS SEGUN EL ENSAYO DE

MICRODILUCION

Staphylococcus aureus

En la tabla 16 se muestran los valores de rango, CMIsy, CMlIy y el porcentaje

de aislados sensibles, para cada antibiotico ensayado mediante microdilucion, en los

367 aislados clinicos de S. aureus.

Tabla 16: Valores de rango, CMIs,, CMly, (en pg/ml) y porcentaje de aislados sensibles, para cada

antibiotico ensayado, en los 367 aislados clinicos de S. aureus

Antibioticos

Rango

CMly,

Aislados
sensibles (%)

Penicilina

0,008 ->4

>4

6,8

Oxacilina

<0,015->32

>32

69,2

Amoxicilina-
clavuldnico

<0,06/0,03 - > 128/64

64/32

69,2

Cefazolina

<0,125->1256

> 256

69,2

Vancomicina

<0,03-2

0,5

100

Teicoplanina

<0,03-4

1

100

Daptomicina

0,008 - 1

0,5

100

Gentamicina

<0,125->1256

0,5

64

81,5

Tobramicina

<0,125->256

2

> 256

65,9

Kanamicina

<0,25->512

4

>512

65,9

Eritromicina

<0,03 - > 64

0,25

> 64

62,9

Clindamicina

<0,03 -> 64

0,06

> 64

77,4

Telitromicina

<0,03 ->64

<0,03

> 64

75,7

Levofloxacino

<0,03 ->64

0,5

16

57,8

Cotrimoxazol

<0,03/0,6 - > 64/1216

0,06/1,19

0,5/9,5

96,7

Rifampicina

<0,015->32

<0,015

0,03

98,9

Linezolid

0,125-4

2

4

100

En las tablas 17 y 18 (y en sus anexos) aparece la distribucion de aislados

clinicos de esta especie que presentaron cada valor de CMI, en numeros absolutos y

en porcentaje acumulado, respectivamente.
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Tabla 17: Distribucion, en numeros absolutos, de los 367 aislados clinicos de S. aureus, segun cada valor de CMI

CMI (pg/ml)

>512] 256 | 128 [ 64 | 32 | 16 | 8 4 2 1 05 | 025 | 0,125 | 0,06 | 0,03 | 0,016 | 0,008
PEN 296 12 | 10 | 14 5 5 5 5 10 4 1
OXA 89 3 1 6 4 | 27 | 33| 27| s6 | 4 36 2 24
CFZ | 4 | 6 | 17 | 28 | 18 1 13 | 35 | 105 | 64 21
VAN 13 | 20 | 165 | 151 | 15 0 3
TEC 2 1| 32| s | s4 79 30 49
DAP 16 | 92 | 157 | s4 14 1| o | 3
GM 11 14 |15 ] o 7 11| 23 | s0 | 61 | 66 88
TO 59 9 | 17 7] 3] o | st ] 23] 61 | s6 | 24 27
KM 9% | 12 6 6 5 9 | 12 ] 43| 47| 63 | 35 23
EM 117 1| 4 1 44 | 74 87 19 7
cC 75 0 1 1 2 25 | 30 | 26 65 138
TEL 71 1 5 3 12 9 14 | 29 209
LEV 8 2 8 | 48 | 37 | 19| 33 | 22| 17| 23 72 54 24
RD 2 1 0 0 1 0 7 3 7 2 9 329
LNZ 75 | 227 | el 1 1 0

PEN: Penicilina, OXA: Oxacilina, CFZ: Cefazolina, VAN: Vancomicina, TEC: Teicoplanina, DAP: Daptomicina, GM: Gentamicina, TO: Tobramicina, KM: Kanamicina, EM: Eritromicina,
CC: Clindamicina, TEL: Telitromicina, LEV: Levofloxacino, RD: Rifampicina, LNZ: Linezolid
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Tabla 17: Anexo |

CMI (pg/ml) de amoxicilina-clavulanico

>128/64

8/4

4/2

211

1/0,5

0,5/0,25

0,25/0,125

0,125/0,06

<0,06/0,03

Tabla 17: Anexo II

21

23

66

56

37

33

CMI (ug/ml) de cotrimoxazol

18

37

> 64/1216

32/608

16/304

2/38

1/19

0,5/9,5

0,25/4,75

0,125/2,375

0,06/1,1875

<0,03/0,6

4

4

2

2

12

25

37

64

91

124
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Tabla 18: Distribucidn, en porcentajes acumulados, de los 367 aislados clinicos de S. aureus, segun cada valor de CMI

CMI (pg/ml)

2

1

16,1

13,4

69,2

61,9

64,9

61,3

100

99,5

78,5

52

45,8

62,9

77,4

76,8

66,8

98,9

79,6

PEN: Penicilina, OXA: Oxacilina, CFZ: Cefazolina, VAN: Vancomicina, TEC: Teicoplanina, DAP: Daptomicina, GM: Gentamicina, TO: Tobramicina, KM: Kanamicina, EM: Eritromicina,

CC: Clindamicina, TEL: Telitromicina, LEV: Levofloxacino, RD: Rifampicina, LNZ: Linezolid
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Tabla 18: Anexo |

CMI (pg/ml) de amoxicilina-clavulanico

> 128/64

8/4

4/2

21

1/0,5

0,5/0,25

0,25/0,125

0,125/0,06

<0,06/0,03

100

Tabla 18: Anexo II

75,5

69,2

51,2

36

25,9

CMI (ug/ml) de cotrimoxazol

16,9

12

10,1

> 64/1216

32/608

16/304

2/38

1/19

0,5/9,5

0,25/4,75

0,125/2,375

0,06/1,1875

<0,03/0,6

100

98,9

97,8

96,7

96,2

92,9

86,1

76

58,6

33,8
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Como hemos visto en la tabla 16, los glucopéptidos (vancomicina y
teicoplanina), daptomicina y linezolid fueron los unicos antibioticos activos frente al
100% de los aislados clinicos de S. aureus del presente estudio. Mostraron también
una excelente actividad, si bien, no del 100%, pero muy cercana, tanto cotrimoxazol,
como rifampicina (96,7% y 98,9% de aislados sensibles, respectivamente).

Frente a éstos, el antibiotico con menor actividad frente a S. aureus fue
peniciclina (6,8% de aislados sensibles).

Entre los aminoglucésidos, gentamicina fue el que mostré mayor actividad
(81,5% de aislados sensibles).

En la tabla 19 se muestran los valores de rango, CMlIsy, CMlIy y el porcentaje
de aislados sensibles, para cada antibiotico ensayado mediante microdilucion, en los

280 aislados clinicos de S. aureus del HSC.
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Tabla 19: Valores de rango, CMIs,, CMly, (en pg/ml) y porcentaje de aislados sensibles, para cada

antibidtico ensayado, en los 280 aislados clinicos de S. aureus del HSC

Aislados
Antibiéticos Rango sensibles
(%)
Penicilina 0,016 ->4 7,5
Oxacilina <0,015->32 65,7

Amoxicilina-
clavulanico

Cefazolina <0,125->256 65,7

Vancomicina <0,03-2 100

<0,06/0,03 - 128/64 65,7

Teicoplanina <0,03-4 100

Daptomicina 0,008 - 1 100
Gentamicina <0,125->256 0,5 77,9
Tobramicina <0,125->256 4 62,5
Kanamicina <0,25->512 4 62,5

Eritromicina <0,03->64 0,5 58,9
Clindamicina <0,03->64 0,125 73,2
Telitromicina <0,03->064 0,06 70,4
Levofloxacino <0,03->64 1 16 53,9
Cotrimoxazol | <0,03/0,6 - > 64/1216 | 0,06/1,19 | 0,5/9,5 95,7
Rifampicina <0,015->32 <0,015 0,03 98,9

Linezolid 0,125-4 2 4 100

En las tablas 20 y 21 (y en sus anexos) aparece la distribucion de aislados
clinicos de esta especie que presentaron cada valor de CMI, en numeros absolutos y

en porcentaje acumulado, respectivamente.
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Resultados

Tabla 20: Distribucidn, en numeros absolutos, de los 280 aislados clinicos de S. aureus, segin cada valor de CMI (HSC)

CMI (pg/ml)

>512| 256 | 128 | 64 | 32 |

2

1

4

12

25

30

12

26

13

14

10

22

14

14

21

18

43

27

36

PEN: Penicilina, OXA: Oxacilina, CFZ: Cefazolina, VAN: Vancomicina, TEC: Teicoplanina, DAP: Daptomicina, GM: Gentamicina, TO: Tobramicina, KM: Kanamicina, EM: Eritromicina,
CC: Clindamicina, TEL: Telitromicina, LEV: Levofloxacino, RD: Rifampicina, LNZ: Linezolid
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Resultados

Tabla 20: Anexo |

CMI (ug/ml) de amoxicilina-clavulanico

>128/64

8/4

4/2

2/1

1/0,5

0,5/0,25

0,25/0,125

0,125/0,06

<0,06/0,03

Tabla 20: Anexo II

16

22

48

40

34

31

CMI (ug/ml) de cotrimoxazol

13

12

> 64/1216

32/608

16/304

2/38

1/19

0,5/9,5

0,25/4,75

0,125/2,375

0,06/1,1875

<0,03/0,6

4

4

2

2

12

25

34

42

64

89

- 111 -



Resultados

Tabla 21: Distribucidn, en porcentajes acumulados, de los 280 aislados clinicos de S. aureus, segun cada valor de CMI (HSC)

CMI (pg/ml)
4 2 1
179 | 154 | 139
67,1 | 657 | 56,8
62,9 | 60,4 | 56,1
100 | 954
99,3 | 95,7
100
73,9 | 68,9
44,6 | 382
40 | 304
58,9 | 58,9
732 | 73,2
71,8 | 70,4
61,8 | 53,9
98,9 | 98,9
732 | 17,9

PEN: Penicilina, OXA: Oxacilina, CFZ: Cefazolina, VAN: Vancomicina, TEC: Teicoplanina, DAP: Daptomicina, GM: Gentamicina, TO: Tobramicina, KM: Kanamicina, EM: Eritromicina,
CC: Clindamicina. TEL: Telitromicina, LEV: Levofloxacino, RD: Rifampicina, LNZ: Linezolid
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Resultados

Tabla 21: Anexo |

CMI (ug/ml) de amoxicilina-clavulanico

>128/64

8/4

4/2

2/1

1/0,5

0,5/0,25

0,25/0,125

0,125/0,06

<0,06/0,03

100

Tabla 21: Anexo II

73,6

65,7

48,6

34,3

22,1

CMI (ug/ml) de cotrimoxazol

11,1

6,4

4,3

> 64/1216

32/608

16/304

2/38

1/19

0,5/9,5

0,25/4,75

0,125/2,375

0,06/1,1875

<0,03/0,6

100

98,6

97,1

95,7

95

90,7

81,8

69,6

54,6

31,8

-113 -



Resultados

En la tabla 22 se muestran los valores de rango, CMIsy, CMlyg y el porcentaje
de aislados sensibles, para cada antibiotico ensayado mediante microdilucion, en los

87 aislados clinicos de S. aureus del HV.

Tabla 22: Valores de rango, CMIs,, CMly, (en pg/ml) y porcentaje de aislados sensibles, para cada

antibiotico ensayado, en los 87 aislados clinicos de S. aureus del HV

| Antibioticos

Penicilina

Aislados
sensibles (%)

0,008 ->4 4,6

Rango

Oxacilina <0,015->32 80,5

Amoxicilina-

. . <0,06/0,03 - > 128/64
clavulanico

80,5

Cefazolina <0,125->256 0,5 64 80,5

0,125-1 0,5 0,5 100

Vancomicina

Teicoplanina <0,03-2 0,5 1 100

Daptomicina 0,125-1 0,5 100

Gentamicina 0,25 ->256 1 2 93,1

Tobramicina

<0,125->1256

1

> 256

77

Kanamicina

<0,25->512

2

>512

77

Eritromicina

<0,03->64

0,125

> 64

Clindamicina

<0,03->64

<0,03

0,25

Telitromicina

<0,03->64

<0,03

0,125

Levofloxacino

<0,03-32

0,125

4

Cotrimoxazol

<0,03/0,6 — 0,25/4,75

0,06/1,19

0,125/2,4

Rifampicina

<0,015->32

<0,015

<0,015

Linezolid

1-2

2

2

En las tablas 23 y 24 (y en sus anexos) aparece la distribucion de aislados

clinicos de esta especie que presentaron cada valor de CMI, en numeros absolutos y

en porcentaje acumulado, respectivamente.
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Resultados

Tabla 23: Distribucion, en numeros absolutos, de los 87 aislados clinicos de S. aureus, segin cada valor de CMI (HV)

CMI (pg/ml)

>s512| 256 | 128 | 64 | 32 | 16 | 8

2

1

66

14

N N

6
2
1

2
3
9
6

10

2

(=i e =0 =l el el B R )
SN[ |O | OO |O|O
Sl In|= O |—= O

PEN: Penicilina, OXA: Oxacilina, CFZ: Cefazolina, VAN: Vancomicina, TEC: Teicoplanina, D
CC: Clindamicina, TEL: Telitromicina, LEV: Levofloxacino, RD: Rifampicina, LNZ: Linezolid

AP: Daptomicina, GM: Gentamicina, TO: Tobramicina, KM: Kanamicina, EM: Eritromicina,
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Resultados

Tabla 23: Anexo |

CMI (pg/ml) de amoxicilina-clavulanico

>128/64

8/4

4/2

2/1

1/0,5

0,5/0,25

0,25/0,125

0,125/0,06

<0,06/0,03

Tabla 23: Anexo 11

5

1

18

16

3

2

CMI (ug/ml) de cotrimoxazol

5

25

> 64/1216

32/608

16/304

2/38

1/19

0,5/9,5

0,25/4,75

0,125/2,375

0,06/1,1875

<0,03/0,6

0

0

0

0

0

0

3

22

27

35
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Resultados

Tabla 24: Distribucion, en porcentajes acumulados, de los 87 aislados clinicos de S. aureus, segtin cada valor de CMI (HV)

CMI (pg/ml)
2 1
184 | 11,5
80,5 | 78,2
793 | 78,2
100
98,9
100
82,8
70,1
41,4
75,9
90,8
93,1
70,1
98,9
17,2

PEN: Penicilina, OXA: Oxacilina, CFZ: Cefazolina, VAN: Vancomicina, TEC: Teicoplanina, DAP: Daptomicina, GM: Gentamicina, TO: Tobramicina, KM: Kanamicina, EM: Eritromicina,
CC: Clindamicina, TEL: Telitromicina, LEV: Levofloxacino, RD: Rifampicina, LNZ: Linezolid
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Resultados

Tabla 24: Anexo |

CMI (pg/ml) de amoxicilina-clavulanico

> 128/64

8/4

4/2 2/1

1/0,5 | 0,5/0,25

0,25/0,125 | 0,125/0,06

<0,06/0,03

Tabla 24: Anexo 11

100

81,6

80,5 | 59,8

41,4 37,9

CMI (ug/ml) de cotrimoxazol

35,6 29,9

0,25/4,75

0,125/2,375

0,06/1,1875 | <0,03/0,6

100

96,6

71,3

40,2

28,7
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Resultados

En la tabla 25 comparamos la actividad de los diferentes antibidticos
ensayados frente a S. aureus. Para ello, se compara, entre ambos hospitales, el
porcentaje de aislados sensibles y resistentes (valor estadistico p segun la categoria
clinica), y la distribuciéon porcentual de aislados para cada valor de CMI (valor

estadistico p segin la CMI).

Tabla 25: Comparacion, entre ambos hospitales, de la actividad de los diferentes antibidticos

ensayados frente a los asilados clinicos de S. aureus

Antibioticos Aislados Aislados
sensibles sensibles
(%) (%)
Penicilina 7,5 4.6
Oxacilina 65,7 80,5

Amoxicilina-
clavulanico

Cefazolina 65,7 0,5 64 80,5
Vancomicina 100 0,5 0,5 100
Teicoplanina 100 0,5 1 100

65,7 80,5

Daptomicina 100 0,5 100

Gentamicina 0,5 77,9 1 2 93,1
Tobramicina 4 62,5 1 > 256 77
Kanamicina 4 62,5 2 >512 77
Eritromicina 0,5 58,9 0,125 > 64
Clindamicina 0,125 73,2 <0,03 0,25
Telitromicina 0,06 70,4 <0,03 0,125
Levofloxacino 1 16 53,9 0,125 4
Cotrimoxazol | 0,06/1,19 | 0,5/9,5 95,7 0,06/1,19 | 0,125/2,4
Rifampicina <0,015 0,03 98,9 <0,015 <0,015
Linezolid 2 4 100 2 2
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Resultados

Podemos observar que, para S. aureus, no hubo diferencias significativas en
la sensibilidad de los aislados a penicilina, vancomicina, daptomicina y rifampicina,
entre los dos hospitales.

Si hubo diferencias significativas en la sensibilidad a oxacilina, amoxicilina-
clavulénico, cefazolina, eritromicina, clindamicina, telitromicina y levofloxacino.
Para estos antibioticos, los aislados de S. aureus procedentes del HV fueron mas
sensibles que los del HSC.

Por otro lado, aunque no se encontraron diferencias significativas en cuanto a
la actividad de teicoplanina, cotrimoxazol y linezolid, analizados por categoria
clinica, si las hubo desde el punto de vista de la distribucion de las CMIs. Asi, los
aislados fueron mas sensibles a teicoplanina en el HSC que en el HV, y al contrario,
para los otros dos antibidticos.

En el caso de los aminoglucdsidos, como vemos, al realizar el test estadistico
que compara la categoria clinica obtenemos significacion, hecho que no ocurre
cuando comparamos, con un test diferente, los valores de CMI. Ello, sin duda, es
debido a la dispersion de la distribucion de las CMIs, que hace que la varianza de las
CMIs, en algin grupo, sea muy grande, impidiendo la significacién. En lugar de
despreciar esos datos extremos se han conservado, ain a riesgo de obtener no

significacion.
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Resultados

Resistencia a betalactamicos en S. aureus

Tras la realizacion del procedimiento de microdilucion, hubo 33 aislados de
S. aureus que presentaron discordancia, in vitro, entre los resultados para oxacilina y
los de amoxicilina-clavulanico y cefazolina. Todos los aislados fueron resistentes a
oxacilina, 15 fueron sensibles a amoxicilina-clavulanico y a cefazolina, y 18 fueron
resistentes a amoxicilina-clavulanico y sensibles a cefazolina. Tras repetir la
microdilucion, paralelamente al procedimiento de difusion con discos de oxacilina,
cefoxitina y amoxicilina-clavulanico, los 33 aislados confirmaron ser meticilin-
resistentes. No se confirmd ningtn caso de hiperproduccion de betalactamasa.

En la tabla 26 se muestra la distribucion de los aislados de S. aureus segun la
categoria clinica para cada uno de los antibidticos betalactimicos ensayados en este

estudio.

Tabla 26: Distribucion de los aislados de S. aureus segun su sensibilidad a los antibidticos

betalactamicos

. - Amoxicilina- . . .
Penicilina | Oxacilina (. Cefazolina Fenotipos Porcentaje
clavulanico

S S S Sensible 6,8%

S S S Penicilinasa 62,4%

SAMR 30,8%

S: Sensible, R: Resistente
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Resultados

Resistencia a macrélidos y lincosamidas en S. aureus

En las tablas 27 y 28 se muestra la distribucion de los aislados de S. aureus,
en numeros absolutos y en porcentaje, respectivamente, segun el fenotipo de
resistencia a macrélidos y lincosamidas obtenido por el procedimiento de difusion

con discos de eritromicina y clindamicina.

Tabla 27: Distribucion de los aislados de S. aureus, en niimeros absolutos, segin el fenotipo de

resistencia a macrolidos y lincosamidas

Fenotipo

Total de los aislados

Aislados del HSC

Aislados del HV

S

230

164

cMLSB

82

74

iMLSB

19

12

M

35

29

L

1

1

S: sensible a macrolidos y lincosamidas, cMLSB: constitutivo, iMLSB: inducible, M: resistente a macrolidos de 14 y 15
atomos, L: resistente a lincosamidas

Tabla 28: Distribucion de los aislados de S. aureus, en porcentaje, segun el fenotipo de resistencia a

macrdlidos y lincosamidas

Fenotipo

Total de los aislados

Aislados del HSC

Aislados del HV

62,7

58,6

75,9

223

26,4

9,2

5,2

43

8

9,5

10,3

6,9

0,3

0,4

0

S: sensible a macrolidos y lincosamidas, cMLSB: constitutivo, iMLSB: inducible, M: resistente a macrolidos de 14 y 15
atomos, L: resistente a lincosamidas

Cabe destacar el menor porcentaje de aislados de S. aureus con fenotipo

inducible frente al constitutivo, en ambos hospitales.
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Resultados

Resistencia a aminoglucosidos en S. aureus
En las tablas 29, 30 y 31 se muestran los fenotipos de resistencia a
aminoglucoésidos en los aislados de S. aureus (en el total de ellos, en los procedentes

de HSC y en los procedentes de HV, respectivamente).

Tabla 29: Fenotipos de resistencia a aminoglucdsidos en los 367 aislados de S. aureus

Gentamicina Kanamicina Tobramicina

242 242

2 2

55 55

5 5

3

S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente

Tabla 30: Fenotipos de resistencia a aminoglucosidos en los 280 aislados de S. aureus del HSC

Gentamicina Kanamicina Tobramicina

175 175

2 2

41 41

4 4

3

S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente
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Resultados

Tabla 31: Fenotipos de resistencia a aminoglucdsidos en los 87 aislados de S. aureus del HV

Gentamicina

Kanamicina

Tobramicina

67

67

14

S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente

Como se puede apreciar, el fenotipo sensible fue el mas frecuente en S.

aureus, en ambos hospitales.

Enterococcus spp.

En la tabla 32 se muestran los valores de rango, CMIsy, CMlyg y el porcentaje

de aislados sensibles, para cada antibiotico ensayado mediante microdilucion, en los

192 aislados clinicos de Enterococcus spp.

Tabla 32: Valores de rango, CMIs,, CMly, (en pg/ml) y porcentaje de aislados sensibles, para cada

antibidtico ensayado, en los 192 aislados clinicos de Enterococcus spp.

Antibioticos

Rango

Aislados
sensibles (%)

Ampicilina

<0,03-8

100

Vancomicina

0,25 -4

100

Teicoplanina

<0,03-0,5

100

Daptomicina

0,25 -4

100

Gentamicina

2 ->2048

ND

Levofloxacino

0,125 -> 64

Linezolid

0,008 -2

ND: El CLSI no define los puntos de corte para este antibiotico en esta especie
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Resultados

Como se aprecia en la tabla 32, ampicilina, los glucopéptidos, daptomicina y
linezolid fueron activos frente al 100% de los aislados clinicos de Enterococcus spp.
del presente estudio.

En las tablas 33 y 34 (y en sus anexos) aparece la distribucion de aislados
clinicos de esta especie que presentaron cada valor de CMI, en nimeros absolutos y

en porcentaje acumulado, respectivamente.
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Resultados

Tabla 33: Distribucion, en numeros absolutos, de los 192 aislados clinicos de Enterococcus spp., segiin cada valor de CMI

CMI (pg/ml)
0,5 | 0,25
Ampicilina 26 2

Vancomicina 72 27

Teicoplanina 3 9

Daptomicina 8 1

Levofloxacino 49 16

Linezolid 0 0

Tabla 33: Anexo |

CMI (ug/ml) de gentamicina

512 | 256 | 128 | 64 | 32

1 4 3 1 7
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Resultados

Tabla 34: Distribucion, en porcentajes acumulados, de los 192 aislados clinicos de Enterococcus spp., segin cada valor de CMI

CMI (pg/ml)
1 0,5 0,25
Ampicilina 82,3 | 349 | 21,4

Vancomicina 94,2 | 51,6 14

Teicoplanina 100 | 98,4

Daptomicina 22,4 4,7 0,5

Levofloxacino 57,3 34,9 9.4

Linezolid 16,7 1 1

Tabla 34: Anexo |

CMI (pg/ml) de gentamicina

256 128 64 32

703 | 68,2 | 66,7 | 66,1
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Resultados

En la tabla 35 se muestran los valores de rango, CMIsy, CMlyg y el porcentaje
de aislados sensibles, para cada antibiotico ensayado mediante microdilucion, en los

59 aislados clinicos de Enterococcus spp del HSC.

Tabla 35: Valores de rango, CMIs,, CMly, (en pg/ml) y porcentaje de aislados sensibles, para cada

antibidtico ensayado, en los 59 aislados clinicos de Enterococcus spp del HSC

Antibioticos

Rango

Aislados
sensibles (%)

Ampicilina

<0,03-8

100

Vancomicina

0,25-2

100

Teicoplanina

<0,03-0,5

100

Daptomicina

0,5-4

100

Gentamicina

2 ->2048

ND

Levofloxacino 0,125 -> 64 61

Linezolid 0,008 -2

ND: El CLSI no define los puntos de corte para este antibiotico en esta especie

En las tablas 36 y 37 (y en sus anexos) aparece la distribucion de aislados
clinicos de esta especie que presentaron cada valor de CMI, en numeros absolutos y

en porcentaje acumulado, respectivamente.
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Resultados

Tabla 36: Distribucion, en numeros absolutos, de los 59 aislados clinicos de Enterococcus spp., segun cada valor de CMI (HSC)

CMI (pg/ml)
0,5 | 0,25

Ampicilina 9 2

Vancomicina 23 6

Teicoplanina 2 3

Daptomicina 2

Levofloxacino 11

Linezolid 0

Tabla 36: Anexo |

CMI (pg/ml) de gentamicina

512 | 256 | 128 | 64 | 32

1 3 1 1 2
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Resultados

Tabla 37: Distribucidn, en porcentajes acumulados, de los 59 aislados clinicos de Enterococcus spp., segun cada valor de CMI (HSC)

CMI (pg/ml)
1 0,5
Ampicilina 93,2 | 84,7

Vancomicina 89,8 | 49,2

Teicoplanina 100

Daptomicina 34

Levofloxacino 23,7

Linezolid 1,7

Tabla 37: Anexo |

CMI (ug/ml) de gentamicina

256 128 64 32 16

69,5 | 64,4 | 62,7 | 61
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Resultados

En la tabla 38 se muestran los valores de rango, CMIsy, CMlyg y el porcentaje
de aislados sensibles, para cada antibiotico ensayado mediante microdilucion, en los

133 aislados clinicos de Enterococcus spp del HV.

Tabla 38: Valores de rango, CMIs,, CMly, (en pg/ml) y porcentaje de aislados sensibles, para cada

antibiotico ensayado, en los 133 aislados clinicos de Enterococcus spp del HV

Aislados
sensibles (%)

Ampicilina 0,5-4 100

Antibiéticos Rango

Vancomicina 0,25-4 100

Teicoplanina <0,03-0,5 100

Daptomicina 0,25-4 100

Gentamicina 2->2048 ND

Levofloxacino | 0,125 -> 64

Linezolid 0,125-2

ND: El CLSI no define los puntos de corte para este antibiotico en esta especie

En las tablas 39 y 40 (y en sus anexos) aparece la distribucion de aislados
clinicos de esta especie que presentaron cada valor de CMI, en numeros absolutos y

en porcentaje acumulado, respectivamente.
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Resultados

Tabla 39: Distribucion, en numeros absolutos, de los 133 aislados clinicos de Enterococcus spp., segin cada valor de CMI (HV)

CMI (pg/ml)

0,5 | 0,25

Ampicilina 17

Vancomicina 49

Teicoplanina 1

Daptomicina 6

Levofloxacino

Linezolid

Tabla 39: Anexo |

CMI (pg/ml) de gentamicina

512 | 256 | 128 | 64 | 32

0 1 2 0 5
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Resultados

Tabla 40: Distribucion, en porcentajes acumulados, de los 133 aislados clinicos de Enterococcus spp., segin cada valor de CMI (HV)

CMI (pg/ml)

1

0,5

Ampicilina

77,4

12,8

Vancomicina

96,2

52,6

Teicoplanina

100

Daptomicina

22,6

53

Levofloxacino

66,2

39,8

Linezolid

Tabla 40: Anexo |

CMI (pg/ml) de gentamicina

13,5

0,8

256

128

64

32

70,7

69,9

68,4

68,4
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Resultados

En la tabla 41 comparamos la actividad de los diferentes antibidticos
ensayados frente a Enterococcus spp. Para ello, se compara, entre ambos hospitales,
el porcentaje de aislados sensibles y resistentes (valor estadistico p segln la categoria
clinica), y la distribuciéon porcentual de aislados para cada valor de CMI (valor

estadistico p segin la CMI).

Tabla 41: Comparacion, entre ambos hospitales, de la actividad de los diferentes antibidticos

ensayados frente a los asilados clinicos de Enterococcus spp.

Antibioticos Aislados Aislados
sensibles sensibles
(%) (%)

Ampicilina 100 100

Vancomicina 100 100

Teicoplanina 100 100

Daptomicina 100 100

Gentamicina ND ND

Levofloxacino 61 74,4

Linezolid 100

ND: EI CLSI no define los puntos de corte para este antibiotico en esta especie

La actividad de los antibidticos ensayados en los aislados clinicos de
Enterococcus spp. procedentes del Hospital San Cecilio de Granada, frente a los
obtenidos en el Hospital Nuestra Sefiora de Valme de Sevilla, es similar. Como dato
mas significativo podemos observar diferencias en la distribucion de CMIs en

ampicilina y levofloxacino.

_134 -



Resultados

Streptococcus agalactiae
En la tabla 42 se muestran los valores de rango, CMIsy, CMlIy y el porcentaje
de aislados sensibles, para cada antibiotico ensayado mediante microdilucion, en los

441 aislados clinicos de S. agalactiae.

Tabla 42: Valores de rango, CMIs,, CMly, (en pg/ml) y porcentaje de aislados sensibles, para cada

antibidtico ensayado, en los 441 aislados clinicos de S. agalactiae

Antibioticos

Rango

Aislados
sensibles (%)

Ampicilina

0,008 - 0,25

100

Cefotaxima

0,008 - 0,5

100

Vancomicina

0,5-1

100

Teicoplanina

<0,004 - 0,5

ND

Daptomicina

0,004 - 1

Gentamicina

<0,125->256

Eritromicina

<0,03 - > 64

Clindamicina

<0,03 -> 64

Levofloxacino

0,06 - 32

Linezolid

0,5-1

ND: El CLSI no define los puntos de corte para este antibidtico en esta especie

Entre los aislados de S. agalactiae estudiados, observamos que el 100%
fueron sensibles a ampicilina, cefotaxima, vancomicina, daptomicina y linezolid.
También mostré una excelente actividad, si bien, no del 100%, pero muy cercana,
levofloxacino (98,4% de aislados sensibles).

En las tablas 43 y 44 (y en sus anexos) aparece la distribucion de aislados
clinicos de esta especie que presentaron cada valor de CMI, en nimeros absolutos y

en porcentaje acumulado, respectivamente.
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Tabla 43: Distribucion, en nimeros absolutos, de los 441 aislados clinicos de S. agalactiae, segun cada valor de CMI

CMI (pg/ml)

0,5

0,25

0,125

Ampicilina

1

52

Cefotaxima

2

8

Vancomicina

Teicoplanina

Daptomicina

Eritromicina

Clindamicina

Levofloxacino

Linezolid

Tabla 43: Anexo |

CMI (pg/ml) de gentamicina

16

8

4

2

1

0,5

24

63

8

2
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Tabla 44: Distribucion, en porcentajes acumulados, de los 441 aislados clinicos de S. agalactiae, segtun cada valor de CMI

CMI (pg/ml)

0,5

0,25

Ampicilina

100

Cefotaxima

99,8

Vancomicina

Teicoplanina

99,1

Daptomicina

89,8

Eritromicina

78,2

Clindamicina

80,3

Levofloxacino

28,3

Linezolid

Tabla 44: Anexo |

CMI (ug/ml) de gentamicina

16

8

4 2

98,9
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En la tabla 45 se muestran los valores de rango, CMIsy, CMlyg y el porcentaje
de aislados sensibles, para cada antibiotico ensayado mediante microdilucion, en los

303 aislados clinicos de S. agalactiae del HSC.

Tabla 45: Valores de rango, CMIs,, CMly, (en pg/ml) y porcentaje de aislados sensibles, para cada

antibidtico ensayado, en los 303 aislados clinicos de S. agalactiae del HSC

Antibioticos

Rango

Aislados
sensibles (%)

Ampicilina

0,008 - 0,25

100

Cefotaxima

0,008 - 0,5

100

Vancomicina

0,5-1

100

Teicoplanina

<0,004 - 0,5

ND

Daptomicina

0,004 - 1

Gentamicina

<0,125->256

Eritromicina

<0,03 ->64

Clindamicina

<0,03->64

Levofloxacino

0,125 - 32

Linezolid

0,5-2

ND: El CLSI no define los puntos de corte para este antibiotico en esta especie

En las tablas 46 y 47 (y en sus anexos) aparece la distribucion de aislados
clinicos de esta especie que presentaron cada valor de CMI, en numeros absolutos y

en porcentaje acumulado, respectivamente.
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Tabla 46: Distribucion, en nimeros absolutos, de los 303 aislados clinicos de S. agalactiae, segun cada valor de CMI (HSC)

CMI (pg/ml)

0,25

0,125

Ampicilina

1

42

Cefotaxima

2

4

Vancomicina

Teicoplanina

Daptomicina

Eritromicina

Clindamicina

Levofloxacino

Linezolid

Tabla 46: Anexo |

CMI (pg/ml) de gentamicina

16

8

4 2

1

0,5

20

98

47

5

2
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Tabla 47: Distribucién, en porcentajes acumulados, de los 303 aislados clinicos de S. agalactiae, segiun cada valor de CMI (HSC)

I CMI (pg/ml) I

Ampicilina

Cefotaxima

Vancomicina

Teicoplanina

Eritromicina

Daptomicina

Clindamicina

Levofloxacino

Linezolid

Tabla 47: Anexo |

CMI (pg/ml) de gentamicina

16

8

4

2

1

98,3

91,7

4,3

- 140 -



Resultados

En la tabla 48 se muestran los valores de rango, CMIsy, CMlyg y el porcentaje
de aislados sensibles, para cada antibiotico ensayado mediante microdilucion, en los

138 aislados clinicos de S. agalactiae del HV.

Tabla 48: Valores de rango, CMIs,, CMly, (en pg/ml) y porcentaje de aislados sensibles, para cada

antibidtico ensayado, en los 138 aislados clinicos de S. agalactiae del HV

Antibioticos

Rango

Aislados
sensibles (%)

Ampicilina

0,008 - 0,125

100

Cefotaxima

0,008 - 0,125

100

Vancomicina

0,5-1

100

Teicoplanina

<0,004-0,5

ND

Daptomicina

0,004 - 1

Gentamicina

<0,125-16

Eritromicina

<0,03->64

Clindamicina

<0,03->64

Levofloxacino

0,06 -8

Linezolid

0,5-2

ND: El CLSI no define los puntos de corte para este antibiotico en esta especie

En las tablas 49 y 50 (y en sus anexos) aparece la distribucion de aislados
clinicos de esta especie que presentaron cada valor de CMI, en numeros absolutos y

en porcentaje acumulado, respectivamente.
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Tabla 49: Distribucion, en nimeros absolutos, de los 138 aislados clinicos de S. agalactiae, segun cada valor de CMI (HV)

CMI (pg/ml)

0,25

0,125

Ampicilina

10

Cefotaxima

4

Vancomicina

Teicoplanina

Daptomicina

Eritromicina

Clindamicina

Levofloxacino

Linezolid

Tabla 49: Anexo |

CMI (ug/ml) de gentamicina

16

8

4

2

1

0,5

4

60

53

16

3
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Tabla 50: Distribucion, en porcentajes acumulados, de los 138 aislados clinicos de S. agalactiae, segun cada valor de CMI (HV)

CMI (pg/ml)

0,5

0,25

Ampicilina

Cefotaxima

Vancomicina

Teicoplanina

Daptomicina

Eritromicina

Clindamicina

Levofloxacino

Linezolid

Tabla 50: Anexo |

CMI (pg/ml) de gentamicina

4

2

1

0,5

0,25

3,6

1,4

1,4
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En la tabla 51 comparamos la actividad de los diferentes antibidticos
ensayados frente a S. agalactiae. Para ello, se compara, entre ambos hospitales, el
porcentaje de aislados sensibles y resistentes (valor estadistico p segun la categoria
clinica), y la distribuciéon porcentual de aislados para cada valor de CMI (valor

estadistico p segin la CMI).

Tabla 51: Comparacion, entre ambos hospitales, de la actividad de los diferentes antibidticos

ensayados frente a los asilados clinicos de S. agalactiae

Antibioticos Aislados Aislados
sensibles sensibles
(%) (%)

Ampicilina 100 100

Cefotaxima 100 100

Vancomicina 100 100

Teicoplanina ND ND

Daptomicina

Gentamicina

Eritromicina

Clindamicina

Levofloxacino

Linezolid

ND: EI CLSI no define los puntos de corte para este antibiotico en esta especie

Podemos observar que, para S. agalactiae, no hubo diferencias significativas
en la sensibilidad de los aislados a cefotaxima, vancomicina, gentamicina,
eritromicina y clindamicina, entre los dos hospitales.

Ademéds, aunque no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la

actividad de ampicilina, teicoplanina, daptomicina, levofloxacino y linezolid,
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analizados por categoria clinica, si las hubo desde el punto de vista de la distribucion
de las CMIs. Asi, los aislados fueron mas sensibles a teicoplanina en el HSC que en

el HV, y al contrario, para los otros cuatro antibidticos.

Resistencia a macrdlidos en S. agalactiae

En las tablas 52 y 53 se muestra la distribucion de los aislados de S.
agalactiae, en numeros absolutos y en porcentaje, respectivamente, segun el fenotipo
de resistencia a macrolidos y lincosamidas obtenido por el procedimiento de difusion

con discos de eritromicina y clindamicina.

Tabla 52: Distribucion de los aislados de S. agalactiae, en numeros absolutos, segin el fenotipo de

resistencia a macrolidos y lincosamidas

Aislados del HSC
234

Aislados del HV
112

Total de los aislados

Fenotipo

S 346
cMLSB
iMLSB

M

S: sensible a macrolidos y lincosamidas, cMLSB: constitutivo, iMLSB: inducible, M: resistente a macrolidos de 14 y 15 atomos

Tabla 53: Distribucion de los aislados de S. agalactiae, en porcentaje, segtin el fenotipo de resistencia

a macrolidos y lincosamidas

Fenotipo

Total de los aislados

Aislados del HSC

Aislados del HV

S

78,5

77,2

81,3

19,5

21,1

15,9

1,1

1

1,4

0,9

0,7

1,4

S: sensible a macrolidos y lincosamidas, cMLSB: constitutivo, iIMLSB: inducible, M: resistente a macrdlidos de 14 y 15 d&tomos
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De nuevo, al igual que ocurria con S. aureus, cabe destacar el menor
porcentaje de aislados con fenotipo inducible frente al constitutivo, en esta especie,

en ambos hospitales.

ACTIVIDAD DE TIGECICLINA FRENTE A LOS AISLADOS DE S. aureus Y
S. agalactiae

A partir del ensayo de microdilucion se obtuvo que 218 de los 225 aislados de
S. aureus (96,9%) identificados en el Hospital San Cecilio durante el afio 2005,
presentaron algin grado de resistencia (categoria clinica resistente o intermedio
segin el CLSI) a uno o mas antibidticos. De éstos, 77 solo fueron resistentes a
penicilina. La actividad de tigeciclina se ensayd en los 141 aislados que fueron
resistentes a, al menos un antibiotico, salvo penicilina.

En el caso de S. agalactiae, 63 de los 252 aislados de esta especie
identificados en el mismo hospital durante el afio 2005 presentaron algin grado de
resistencia (categoria clinica resistente o intermedio segun el CLSI) a uno o mas
antibioticos. En todos ellos se evaluo la actividad de tigeciclina.

En las tablas 54 y 55 se muestran las resistencias acumuladas a los diferentes
antibidticos en estos 204 aislados.

Tras determinar el valor de CMI a tigeciclina mediante E-test en todos ellos,
los valores fueron (en pg/ml): rango = 0.047-0.38, CMlIs, = 0.125, CMlIg = 0.25 y
100% de aislados sensibles a tigeciclina para S. aureus; y rango = 0.032 - 0.25,
CMlIso = 0.125, CMlIy = 0.25 y 100% de aislados sensibles a tigeciclina para S.

agalactiae.
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Tabla 54: Resistencias a distintos antibioticos en los 141 aislados clinicos de S. aureus en los que se

evaluo la actividad de tigeciclina

Resistencias a diferentes antibioticos

Numero de aislados

Total de aislados

L

2

2

P,O

1

P,G

[

P, L

w

P,E

—
~

P, TS

L E

E,C

E, TS

U PN NS

P,O,L

P,L, E

P,L,C

P,T,E

P,E,C

K, To, E

L,E,C

— =l [N N =

P,O,L,E

P,0,E, TS

P,G, K, To

P, K, To, L

P, K, To, TS

P,L,T,C

P,L,E,C

P,T,E,C

P,0O,K, To,L

P,O,L,T,E

P,O,L,E,C

P,G, K, To, T

P,K, To, T, E

P, K, To,E, C

P,K, To, E, TS

P,L,T,E,C

G, K, To,C, TS

bt |t [t [t | | [N [ = DO W = | = = DN = | W

P,0O,G, K, To, L

P,O,K, To,L,E

P,G,K, To, T,E

P,L,T,E,C, TS

K, To,L,T,E, C
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Tabla 54: Continuacion

Resistencias a diferentes antibidticos

Numero de aislados

Total de aislados

P,O,G,K, To,L, E

—

P,0,G,K, To, E, C

P,O0,K, To, L, T,E

P,O,K, To,L,E, C

P,G, K, To,L,E,C

P,G,K, To, T, E, C

P,G,K, To,E,C, TS

P,0,G,K, To,L,E, C

P,0,K, To,L, T, E, C

wnlnll— =Nl —=|—=]—

P,O0,G,K, To,L, T,E, C

[\
(V)]

P,O,K, To,L, T, E, C, TS

P,O,G,K, To,L, T,E,C,R

P,0,G,K, To, L, T, E, C, TS, R

P: Penicilina, O: Oxacilina, G: Gentamicina, K Kanamicina, To: Tobramicina, L: Levofloxacino,
T: Telitromicina, E: Eritromicina, C: Clindamicina, TS: Trimetoprim-sulfametoxazol, R. Rifampicina

Tabla 55: Resistencias a distintos antibidticos en los 63 aislados clinicos de S. agalactiae en los que

se evaluo la actividad de tigeciclina

Resistencias a diferentes antibioticos

Numero de aislados

Total de aislados

3

4

2

L: Levofloxacino, E: Eritromicina, C: Clindamicina
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RELACION ENTRE DOSIS DIARIA DEFINIDA (DDD) Y SENSIBILIDAD
ANTIBIOTICA

En la tabla 56 se muestra el consumo, en el Hospital San Cecilio, de distintos
grupos de antibioticos (definidos por los principios activos mas representativos) en
los afios 2004 y 2005 (en DDD/100 estancias hospitalarias) y el porcentaje de
aislados sensibles a cada grupo antibidtico entre los 225 aislados de S. aureus
identificados durante el afio 2005 en el Servicio de Microbiologia del mismo
hospital.

Por su parte en la tabla 57 se muestra, de la misma forma, el consumo de
antibioticos (en DDD/1000 habitantes) en el distrito sanitario dependiente del
Hospital San Cecilio (consumo extrahospitalario) con el porcentaje de aislados
sensibles a cada grupo de antibidticos entre los 225 aislados de S. aureus procedentes

del mismo hospital, obtenidos durante el afio 2005.
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Tabla 56: Consumo de antibidticos en el HSC (en DDD/100 estancias) y porcentaje de aislados

sensibles de S. aureus

Antibiotico

DDD/100
estancias
2004

DDD/100
estancias
2005

Total DDD
200442005

Porcentaje
de
sensibilidad

Betalactamicos

Penicilina

0,929

0,963

1,892

Amoxicilina

3,385

2,632

6,017

Ampicilina

1,288

1,898

3,186

Amoxicilina-
clavulanico

25,692

62,295

87,987

Cloxacilina

2,384

2,315

4,699

Cefazolina

19,46

23,666

43,126

146,315

Macrolidos

Claritromicina

1,473

1,197

2,67

Eritromicina

0,756

0,791

1,547

Azitromicina

0,483

0,803

1,286

Espiramicina

0,036

0,009

0,045

Lincosamidas

Clindamicina

1,433

1,937

3,37

Aminoglucoésidos

Tobramicina

1,614

1,063

2,677

Gentamicina

2,752

2,312

5,064

Amikacina

0,519

0,385

0,904

Fluorquinolonas

Ciprofloxacino

7,582

6,479

14,061

Norfloxacino

1,087

0,925

2,012

Levofloxacino

6,508

8,455

14,963

Moxifloxacino

1,1

0,914

2,014

Glucopéptidos

Vancomicina

1,466

2,327

Teicoplanina

1,658

4,586

Oxazolidinonas

Linezolid

1,18

4,786

Rifamicinas

Rifampicina

1,341

Cotrimoxazol

2,967
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Tabla 57: Consumo de antibidticos en el distrito sanitario dependiente del HSC (en DDD/1000

habitantes) y porcentaje de aislados sensibles de S. aureus

Antibiotico

DDD/1000
habitantes
2004

DDD/1000
habitantes
2005

Total DDD
2004+2005

Porcentaje
de
sensibilidad

Betalactamicos

Penicilina

24598

20935

45533

Amoxicilina

681478

614712

1296190

Ampicilina

2351

1224

3575

Amoxicilina-
clavulanico

1310547

1479446

2789993

Cloxacilina

32376

32384

64760

Cefuroxima

187786

163350

351136

4551187

Macrolidos

Claritromicina

161060

129137

290197

Roxitromicina

7924

5300

13224

Eritromicina

43631

39438

83069

Azitromicina

134960

128213

263173

Acetilespiramicina

6788

5600

12388

Espiramicina

1890

1882

3772

Josamicina

12215

7864

20079

Midecamicina

5141

3537

8678

694580

Ketodlidos

Telitromicina

18575

16500

35075

Lincosamidas

Clindamicina

14949

16144

31093

Aminoglucésidos

Amikacina

107

1

108

Tobramicina

1115

607

1722

Gentamicina

6172

5174

11346

Fluorquinolonas

Ciprofloxacino

152770

160828

313598

Norfloxacino

61676

50854

112530

Ofloxacino

23305

19995

43300

Levofloxacino

57040

75330

132370

Moxifloxacino

56828

55109

111937

713735

Glucopéptidos

Vancomicina

55

25

80

Rifamicinas

Rifampicina

Cotrimoxazol
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En la figura 8 se muestra la relacion entre el consumo hospitalario de los

diversos grupos antibioticos (expresado en logjy de la DDD) y el porcentaje de

sensibilidad de los 225 aislados de S. aureus.

El valor del coeficiente de correlacion fue r =-0,798 (p=0,01).

Figura 8: Relacion entre el consumo hospitalario de antibioticos y la sensibilidad de los aislados de S.

aureus
. o Linezolid
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De igual modo, en la figura 9 se muestra la relaciéon entre el consumo

extrahospitalario de los diversos grupos antibioticos (expresado en log;o de la DDD)

y el porcentaje de sensibilidad de los 225 aislados de S. aureus.

En este caso, el valor del coeficiente de correlacion fue r = - 0,818 (p=0,007).
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Figura 9: Relacion entre el consumo extrahospitalario de antibioticos y la sensibilidad de los aislados

de S. aureus
100 * & Rifampicina
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En ambos casos, tanto analizando el consumo hospitalario como
extrahospitalario de antibioticos, podemos comprobar que existe, de forma
estadisticamente significativa, una relacion inversa entre consumo y sensibilidad: A
mayor consumo de antibidticos, menor porcentaje de aislados sensibles a los mimos

(es decir, mayor porcentaje de aislados resistentes).
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Discusion

Los hospitales San Cecilio de Granada y Nuestra Sefiora de Valme de Sevilla
son dos hospitales generales de especialidades, comparables en su labor asistencial,
nimero de camas y poblacion a la que atienden, y ambos, ademas, situados en la
Comunidad Auténoma de Andalucia. Por ello, se puede suponer que los datos de
sensibilidad obtenidos en los microorganismos identificados en ambos hospitales
deben ser también similares, y las diferencias microbioldgicas, si existen, no se
deberian a la naturaleza de su actividad asistencial. Por esta razén, se decidié realizar
un estudio comparativo de la actividad de diversos antibioticos sobre un nimero
significativo de aislados clinicos de cocos grampositivos, microorganismos,
especialmente S. aureus, con importantes tasas de multirresistencia. Los problemas
derivados de esta resistencia influyen en el alcance del objetivo terapéutico, que no
es otro que el de eliminar la infeccién, disminuyendo la morbilidad, la mortalidad y
el coste de los tratamientos antibi6ticos, asi como el aumento de la calidad de vida de

nuestros pacientes.

SENSIBILIDAD DE LOS AISLADOS
Staphylococcus aureus

La resistencia a penicilina es el tipo de resistencia mas comdn a los
antibioticos betalactamicos en bacterias grampositivas, y estda mediada por
penicilinasas. Marin y Gudiol (2003) situaron la tasa de prevalencia de S. aureus
resistente a penicilina en Espafia en cifras en torno al 95%. Como podemos
comprobar, la resistencia a penicilina entre nuestros aislados clinicos de S. aureus

fue similar a las tasas nacionales, y sin diferencias significativas entre ambos
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hospitales (92,5% en HSC vs. 95,4% en HV). Penicilina fue, por tanto, el antibidtico
menos activo frente a S. aureus, como cabia esperar.

Este elevado porcentaje de resistencia a penicilina a nivel nacional se ha
relacionado con el elevado consumo de antibioticos betalactamicos, tanto en la
comunidad como a nivel hospitalario, ya que el volumen de consumo de éstos se
estima en torno al 50% frente al total de antibi6ticos consumidos en toda Espafia
(Solé-Lopez y cols., 2004; Cars y cols., 2001). De la misma forma, en nuestro
estudio, también se observaron unas cifras de consumo de betalactamicos muy
elevadas en el Hospital San Cecilio, en comparacion con el resto de antibioticos, vy,
como se aprecia en las figuras 8 y 9, este consumo se relacion6, estrechamente, con
unas tasas muy elevadas de resistencia a estos antibiéticos.

Sin embargo, a nivel clinico, la resistencia mas importante en S. aureus es la
resistencia a meticilina. Estudios previos, realizados en Esparia, han documentado un
incremento considerable de la deteccion de aislados SARM en los ultimos afos. Asi,
en los estudios esparioles de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos
(VIRA) se observo un incremento de la deteccion de este tipo de aislados, desde unas
tasas de 1,5% en 1986 a valores de 31,2% en 2002 (tabla 58), si bien, posteriormente,
la resistencia a meticilina en esta bacteria se ha estabilizado, ya que desde el afio
2002 se ha mantenido en torno al 30% (Cuevas y cols., 2008).

Los resultados obtenidos en el presente estudio fueron cercanos a estos
valores actuales (tasa conjunta entre ambos hospitales igual al 30,8%). Sin embargo,
las tasas obtenidas en el Hospital San Cecilio son significativamente superiores, y
mas cercanas a la realidad espafiola (34,3%), que las encontradas en el Hospital

Nuestra Sefiora de Valme (19,5%). Esta diferencia entre ambos hospitales nos hace
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pensar que, en el hospital sevillano podria existir una politica antibidtica que ha

contenido la evolucién ascendente de dichas resistencias.

Tabla 58: Evolucion de la resistencia de Staphylococcus aureus en Espafia (Cuevas y cols., 2008)

Porcentaje de resistencia por afio
1991 1994 1996
Penicilina 97,1 92,3 92,1
Oxacilina 11,2 16,6 17,9
Eritromicina 24,5 33,9 24,2
Clindamicina 6,4 20,6 18,7
Gentamicina 14,1 19,3 16,4
Tobramicina ND ND ND
Rifampicina 4,9 8,7 7,0
Cotrimoxazol ND 0,5 11
Ciprofloxacino 20,6 19,9

Antibiotico

Vancomicina 0 0

Teicoplanina 0 0

Linezolid ND ND

ND: No determinado

Por otro lado, hay que destacar, que en el ultimo estudio VIRA (Cuevas y
cols., 2008), los investigadores obtuvieron una tasa media de SARM del 26,8% en la
region de Andalucia, lo cual nos permite determinar que uno de nuestros hospitales
objeto de estudio (HSC) se sitla por encima, mientras que el otro (HV) esta por
debajo de las tasas de prevalencia en nuestra comunidad autonoma.

Estos datos de prevalencia de aislados SARM no son muy distintos a los
obtenidos en otros paises. En concreto, segun el Programa de Vigilancia
Antimicrobiana SENTRY (Moet y cols., 2007), el porcentaje de aislados de S.

aureus resistentes a meticilina en Norteamérica es del 35,9%, mientras que, en
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Europa, es del 22,8% (tabla 59). Dentro de la propia Union Europea existen paises
con mayores tasas de resistencias, como Espafia o Francia, mientras que otros paises,
como los Paises Bajos o los paises escandinavos, poseen tasas de resistencia
inferiores al 5% (Rodriguez-Bafio y cols., 2008). Estos mismos resultados también se
ven reflejados en otros estudios internacionales, en los que se sigue destacando la
gran diferencia en cuanto a prevalencia de SARM entre los paises nérdicos y los
paises mediterraneos, y donde Espafia continda encontrandose entre los 10 paises con

mayor tasa de SARM dentro de la Union Europea (Zinn y cols., 2004).

Tabla 59: Resultados del Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY en el periodo 1998-2004,

referidos a Staphylococcus aureus (Moet y cols., 2007)

Porcentaje de sensibilidad por area geogréfica

Antibidtico — - —
Norteamerica Latinoamérica Europa

Oxacilina 64,1 70,6 77,2
Eritromicina 50,5 61,2 71,1
Clindamicina 76,7 72,6 86,0
Ciprofloxacino 68,1 70,8 76,1
Gentamicina 93,1 74,5 86,9

Linezolid 100 100 100
Cotrimoxazol 98,6 90,4 98,2
Vancomicina 100 100 100

Comparando nuestros resultados de sensibilidad para otros antibiéticos, con
los del estudio VIRA publicado en 2008 (Cuevas y cols., 2008) (tabla 58),
observamos que, en lineas generales, al igual que en este estudio, se mantiene una
elevada sensibilidad de S. aureus frente a glucopéptidos y linezolid,

fundamentalmente, pero también frente a rifampicina y cotrimoxazol. Por otra parte,
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en nuestro trabajo, no se ha detectado ningun aislado resistente a vancomicina,
teicoplanina o linezolid, como si ocurri6 en el estudio de Cuevas y cols. (2008), en el
que se describié un aislado de S. aureus resistente a linezolid (tabla 58). Por eso,
aunque por ahora no se haya detectado resistencia ni a glucopéptidos ni a
oxazolidinonas en ninguno de los hospitales de nuestro estudio, si que es necesario
realizar una estrecha vigilancia, e implementar medidas restrictivas en cuanto al uso
de estos antibidticos a nivel hospitalario, para evitar que, en un futuro no muy lejano,
se desarrollen; mas aun, cuando, en el presente estudio, se han detectado, en el
Hospital San Cecilio, 13 aislados de S. aureus con un valor de CMI igual a 2 pg/ml,

por tanto, en el punto de corte para definir sensibilidad.

En el caso de daptomicina, puesto que es un antibidtico de reciente
incorporacion al arsenal terapéutico, y que ha sido desarrollado frente a
microorganismos multirresistentes y/o a aquellos resistentes a los antibioticos
habituales, no se ha detectado ningun aislado de S. aureus resistente al mismo en
ninguno de los hospitales de nuestro estudio. Estos resultados no pueden ser
comparados con los estudios de vigilancia epidemiolégica espafioles puesto que, en
éstos, este antibidtico no pudo ser considerado.

En EEUU, sin embargo, si se han detectado aislados de S. aureus que
presentan sensibilidad disminuida a daptomicina, representando, actualmente, tan
solo un 0,04% (Almirante, 2008). También en un estudio europeo multicéntrico sélo
se encontraron 2 aislados con sensibilidad disminuida a daptomicina (CMI = 2 ug/ml)

de entre 4842 aislados de S. aureus (Sader y cols., 2006).
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Espafia es, clasicamente, uno de los paises europeos con mayor prevalencia
de resistencia a aminoglucosidos, especialmente a gentamicina. En el Gltimo estudio
VIRA (Cuevas y cols., 2008), sin embargo, se puso de manifiesto que tras una
tendencia ascendente durante la década de los 90, alcanzandose tasas cercanas al
20%, la prevalencia de resistencia a este antibiotico disminuy06 hasta situarse en un
8,6% en el afio 2006 (tabla 58). En este sentido, el Hospital Nuestra Sefiora de Valme
presentd unas tasas de resistencia mas cercanas a las tasas nacionales (6,9%), que el
Hospital San Cecilio (22,1%). En este dltimo la resistencia a gentamicina se
aproxima mas a los valores esparioles de hace una década.

En diversos estudios (Dancer y cols., 2006; Gould, 1999) se considera que las
diferencias de sensibilidad para los aminoglucésidos que puedan aparecer entre
diferentes hospitales son debidas a una diferente politica antibi6tica en cada centro vy,
por tanto, probablemente estaria relacionado con el hecho de que el consumo de
aminoglucosidos ejerceria una presion selectiva frente a la aparicion de resistencias,
especialmente frente al antibidtico mas usado en este grupo, gentamicina. De hecho,
ya en los afios 70, algunos autores pretendian limitar las indicaciones terapéuticas de
los aminoglucosidos y reservarlos para determinadas infecciones, ya que se veia que
existia una estrecha relacion entre el consumo previo de estos antibidticos y la
aparicion de resistencias (Bint y cols., 1977).

Aln asi, gentamicina fue el aminoglucésido mas activo, de los tres ensayados,
frente a los aislados de S. aureus. Las tasas de resistencia obtenidas en ambos
hospitales, de forma conjunta, para los otros dos aminoglucédsidos, tobramicina y
kanamicina, son superiores a las obtenidas para gentamicina, como también ocurri6

en el estudio VIRA (Cuevas y cols., 2008).
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En el caso de macrdlidos y lincosamidas encontramos diferencias
significativas en la sensibilidad de los aislados entre ambos hospitales, de manera
que la sensibilidad de los aislados a eritromicina y clindamicina en el Hospital
Nuestra Sefiora de Valme es mayor, y mas aproximada a las cifras expuestas por
estudios europeos como el de Moet y cols. (2007), mientras que las cifras obtenidas
en el Hospital San Cecilio se acercan mas a las tasas alcanzadas en estudios
espafoles como el de Cuevas y cols. (2008).

Hay que destacar el mayor porcentaje de aislados con fenotipo MLSg
constitutivo frente a inducible, al igual que se ha constatado en otros estudios
(Delialioglu y cols., 2005). Sin embargo, los datos de nuestro estudio difieren con el
estudio espafiol de Merino-Diaz y cols. (2007), en el que el fenotipo de resistencia
predominante fue el inducible, y con un estudio inglés (Hamilton-Miller y Shah,
2000) en el que el fenotipo predominante fue el MSg, caracterizado por la resistencia

mediada por bombas de eflujo, en lugar de por modificacion de la diana de accion.

En cuanto a telitromicina, otros trabajos han encontrado un porcentaje similar
de actividad al obtenido en el Hospital San Cecilio, significativamente inferior al
obtenido en el Hospital Nuestra Sefiora de Valme (Canton y cols., 2002). En realidad,
podemos decir que este cetdlido, aunque se ha disefiado con menor capacidad de
seleccionar resistencias, no podria ser considerado como una alternativa en caso de
estafilococos con fenotipo constitutivo MLSg, que son los aislados mayoritarios en

nuestro caso, debido a la falta de eficacia frente a ellos.
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Las fluorquinolonas constituyen una de las alternativas terapéuticas a los
antibiodticos betalactdmicos mas empleadas frente a los aislados SARM. Sin embargo,
también la resistencia a estos antibidticos es cada vez mas elevada debido,
fundamentalmente, a su elevado consumo (Sobrino y cols., 2008) y la facilidad que
presentan las bacterias para seleccionar mutaciones, tanto en parC como en gyrA,
fundamentalmente (Fournier y Hooper, 1998).

En nuestro estudio, las cifras de resistencia a levofloxacino en el Hospital San
Cecilio (46,1%) son significativamente superiores a las detectadas en el Hospital
Nuestra Sefiora de Valme (29,9%), y también mas elevadas que las que se publicaron
en el estudio VIRA de 2008 (37,4% de aislados de S. aureus resistentes a
ciprofloxacino en el afio 2006) (Cuevas y cols., 2008) (tabla 58). En cuanto a datos
referidos a estudios internacionales (Moet y cols., 2007), la prevalencia de resistencia
se sitla, normalmente, por debajo del 30%, lo que significa que, en nuestro medio,
las tasas son considerablemente mayores. Cabe destacar el menor porcentaje en
Norteamérica (21,9%) frente a la mayor tasa que se presenta en Latinoamérica

(29,2%), siendo Europa la que se coloca en una posicion intermedia (tabla 59).

Staphylococcus aureus con resistencia a meticilina

Los aislados SARM se han caracterizado, historicamente, por asociar
resistencia a otros grupos antibioticos, a excepcion, generalmente, de oxazolidinonas
y glucopéptidos, como queda reflejado en los estudios VIRA realizados en nuestro
pais (tabla 60), y en los que aun no estaban comercializadas nuevas moléculas como

daptomicina o tigeciclina.
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Tabla 60: Resultados de los estudios VIRA en aislados SARM (Picazo y cols., 2002; Picazo y cols.,

2004; Picazo y cols., 2006)

Porcentaje de aislados sensibles por periodo de estudio
Octubre 2001 Febrero 2004 Febrero 2006

Antibidtico

Ciprofloxacino 2,4 3,8 3,4

Gentamicina 65,6 66,8 80,5

Eritromicina 18,0 13,5 24,2

Clindamicina 38,4 48,1 66,1

Rifampicina 95,6 98,3 61,7

Cotrimoxazol 95,6 92,0 92,0

Vancomicina 100 100 99,7

Teicoplanina 100 100 100

Linezolid 100 100 99,7

Como se puede apreciar, entre los aislados SARM, la mayor tasa de
resistencia se da entre fluorquinolonas y macrolidos, en menor medida para
aminoglucosidos y lincosamidas, y por ultimo han conservado una buena actividad
rifampicina y cotrimoxazol. So6lo recientemente han comenzado a aparecer los
primeros aislados con sensibilidad reducida a glucopéptidos y linezolid (Picazo y
cols., 2006).

En nuestro estudio todos los aislados SARM fueron sensibles a glucopéptidos
y a linezolid, también fueron predominantemente sensibles a rifampicina y
cotrimoxazol, y, ademéas obtuvimos tasas de resistencia cercanas al 50% para
quinolonas y aminoglucésidos. Por el contrario, la resistencia de SARM a
eritromicina en nuestro estudio sigue siendo elevada, situdndose en torno al 80%.

Diversos autores coinciden en considerar que, en los ultimos afios, se ha
producido una disminucion de las tasas de multirresistencia en aislados SARM

(Sopena y cols., 2002). En este sentido, Dominguez-Luz6n y Pujol-Rojo (2002)
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determinaron posibles propuestas para justificar esta disminucion de las tasas de

corresistencia;

Cambios en la utilizacion de los antibidticos o politicas de uso racional de los

antibioticos.

e Mayor capacidad adaptativa de las cepas SARM, sensibles a un mayor niumero de
antibidticos.

e Evolucién genética “vertical”, por la cual las cepas mas sensibles procederian de
las cepas multirresistentes hospitalarias mediante maultiples procesos de
recombinacién de distinta naturaleza.

e Transferencia genética “horizontal” y recombinacién, consecuencia de

transferencias del gen mecA a organismos mas sensibles.

Enterococcus spp.

En un reciente estudio multicéntrico realizado sobre aislados de E. faecalis y
E. faecium obtenidos en 41 hospitales espafioles (Oteo y cols., 2007) se obtuvieron
unas tasas de resistencia (E. faecalis - E. faecium) a ampicilina, vancomicina y
linezolid de: 1,3% - 65,1%; 0,4% - 3,9%; 0,7% - 0%, respectivamente, destacando,
en el mismo, el importante incremento de la resistencia a ampicilina en E. faecium,
que, en nuestro caso, y teniendo en cuenta el escaso numero de aislados de esta
especie, no encontramos, como tampoco hemos hallado, en ninguna de las dos
especies y en ninguno de los dos hospitales, resistencias a vancomicina, daptomicina
o linezolid.

Esta ausencia de resistencia a glucopéptidos coincide con los resultados de un

estudio europeo del afio 2001, en el que no se detectaron cepas resistentes a estos
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antibioticos entre E. faecalis; sin embargo, en ese mismo estudio, si se detecté una
tasa de resistencia a ampicilina inferior al 1% (Hanberger y cols., 2001). El problema
de los enterococos resistentes a vancomicina se produce principalmente en las
unidades de cuidados intensivos, fundamentalmente en Norteamérica, donde las tasas
de prevalencia de esta resistencia se acercan al 13% (Hanberger y cols., 2001).

Para levofloxacino las cifras de resistencia en el Hopital San Cecilio son
similares a las detectadas en otros estudios espafioles, y significativamente superiores
a las obtenidas en el Hospital Nuestra Sefiora de Valme (Loza y cols., 2003).

En el presente estudio, puesto que el CLSI no define los puntos de corte para
establecer las categorias clinicas de los enterococos frente a aminoglucdsidos, debido
a la resistencia natural que presentan, no se ha podido determinar el porcentaje de
aislados sensibles a gentamicina. Sin embargo, los aminoglucésidos siguen jugando
un papel importante en el tratamiento de infecciones causadas por enterococos, ya
que se utilizan habitualmente en combinacion con otros antibidticos que permiten su

entrada en la célula bacteriana, obteniéndose un efecto sinérgico.

Streptococcus agalactiae

Esta bacteria sigue siendo sensible a ampicilina y, en general, a los
antibioticos betalactamicos, sin que hasta el momento se haya documentado ningun
aislado resistente. Como podemos observar en nuestro estudio, y en otros (Gonzélez
y cols.,, 2004), S. agalactiae mantiene una buena sensibilidad también a
fluorquinolonas, glucopéptidos, daptomicina y linezolid.

Por el contrario, la resistencia a macrélidos y lincosamidas se ha ido

incrementando, con cifras actuales de resistencia alrededor del 15% en Espafa
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(Betrit y cols., 2000; Gonzalez y cols., 2004) y, en nuestro estudio, un poco mas
altas (alrededor del 20%), siendo especialmente caracteristica la mayor presencia de
cepas con fenotipo MLSg constitutivo frente al inducible, al igual que ocurria con S.
aureus, y como también ha sido descrito por otros autores, incluso en otros hospitales
andaluces (Merino-Diaz y cols., 2007).

Al igual que ha ocurrido con macrolidos y lincosamidas, actualmente, la
resistencia a fluorquinolonas estd empezando a aumentar. Los primeros aislados de S.
agalactiae resistentes a levofloxacino en Espafia se describieron en el Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau (Barcelona) entre los afios 2003 y 2004 (Mir6 y cols., 2006).
En este contexto, sin embargo, hay que destacar que las tasas de resistencia de este
microorganismo a fluorquinolonas en EEUU alcanzan ya cifras del 4,4% (Wehbeh y
cols., 2005).

Por otro lado, la administracién endovenosa de antibioticos intraparto a las
gestantes portadoras de S. agalactiae es la Unica medida eficaz, actualmente aceptada,
para interrumpir la transmision vertical de este microorganismo. Como profilaxis de
la infeccion neonatal por esta bacteria, se recomienda la administracion intraparto de
penicilina G o ampicilina en todas las mujeres identificadas como portadoras
vaginales o rectales de S. agalactiae durante la gestacion (The Spanish Society of
Obstetrics and Gynecology y cols., 2003). En nuestro estudio, en el que el 96% de las
muestras de S. agalactiae procedieron de estudios de colonizacion vagino-rectal en
embarazadas, ampicilina conservd una excelente actividad frente a este
microorganismo.

Sin embargo, hay que considerar alternativas terapéuticas en pacientes

alérgicos a betalactdmicos. En estos casos esta indicado el uso de eritromicina o

- 166 -



Discusion

clindamicina (The Spanish Society of Obstetrics and Gynecology y cols., 2003).
Ahora bien, cada dia son menos las opciones terapéuticas en pacientes alérgicos a los
betalactdmicos, ya que las tasas actuales de resistencia a eritromicina en S.
agalactiae en Espafia son relativamente elevadas (Betrit y cols., 2003). Por tanto, si
descartamos, por su alta tasa de resistencias, a los macrélidos y las lincosamidas; a
las fluorquinolonas, que estan restringidas en embarazadas; y a vancomicina,
actualmente cuestionada por su complejidad en la administracion y su toxicidad;

podria ser til el uso de linezolid, daptomicina o tigeciclina.

ACTIVIDAD DE TIGECICLINA

En este trabajo se evalud la actividad de tigeciclina en los 141 aislados
clinicos de S. aureus y 63 de S. agalactiae obtenidos en el Hospital San Cecilio y
resistentes a otros antibidticos de uso habitual frente a ambas especies bacterianas.
Tigeciclina mostr6 una excelente actividad frente a ambos microorganismos,
independientemente de la resistencia de éstos a otros grupos antibidticos como
betalactdmicos, aminoglucosidos, fluorquinolonas, macrdélidos o lincosamidas.

Ademas, junto con glucopéptidos, daptomicina y linezolid, ha mantenido su
actividad sobre el 100% de los aislados de S. aureus; siendo tigeciclina la que
presento los valores mas bajos de CMIsp y CMlg.

En el caso de S. agalactiae, junto con tigeciclina, glucopéptidos, daptomicina
y linezolid, también los antibioticos betalactamicos fueron activos frente al 100% de
los aislados, presentando, estos ultimos, una actividad in vitro ligeramente superior a
los demés. Abundando en esta idea, en un estudio previo de nuestro grupo

(Sorl6zano y cols., 2006) se observd que la actividad de tigeciclina no presentaba
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diferencias significativas frente aislados de S. aureus meticilin-sensibles o meticilin-
resistentes.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son similares a los publicados
por otros autores que han evaluado la actividad de tigeciclina frente a variedad de
bacterias grampositivas multirresistentes de diferentes zonas geogréficas. Frente a S.
aureus, por ejemplo, los valores de CMlsg y CMlgy han oscilado en diferentes
estudios entre 0,12 y 0,25 pg/ml, mientras que para S. agalactiae han oscilado entre
0,06 y 0,25 pg/ml, respectivamente (Betrit y cols., 2006; Fritsche y cols., 2005;
Gales y Jones, 2000; Hoban y cols., 2005; Milatovic y cols., 2003; Sader y cols.,
2005).

En definitiva, los resultados de este estudio sugieren que tigeciclina podria ser
una buena alternativa en el tratamiento de las infecciones causadas por S. aureus y S.
agalactiae resistentes a otros antibiéticos, debido a su excelente actividad. Dada la
importancia de estos microorganismos en las infecciones nosocomiales, y las
indicaciones iniciales para el uso de tigeciclina, los resultados presentados

demuestran que tigeciclina posee una excelente actividad frente a estos patdgenos.

RELACION ENTRE CONSUMO DE ANTIBIOTICOS Y SENSIBILIDAD DE
LOS AISLADOS

Diversos estudios demuestran que Espafia es uno de los paises europeos con
mas prescripciones de antibioticos y mayores tasas de resistencia, especialmente
entre patdgenos comunitarios (Palop y cols., 2002; Goossens y cols., 2005).

En nuestro caso, el consumo de los antibioticos representativos de cada grupo

en el Hospital San Cecilio (tablas 56 y 57) es comparable al especificado por otros
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trabajos (Abasolo-Osinaga y cols., 2005). También en éstos, el grupo mas dispensado
fueron los betalactdmicos, fundamentalmente las penicilinas asociadas a un inhibidor
de betalactamasas y, entre éstas, principalmente, la combinacién amoxicilina-acido
clavulanico. Dicha combinacién que representa, aproximadamente, el 50% del
consumo de penicilinas, tanto en Espafia, como en otros paises, como especifica el
estudio europeo ESAC (European Surveillance of Antimicrobial Consumption)
(Ferech y cols., 2006).

So6lo en el caso de los paises nordicos y en el estudio espafiol de Solé-Lopez y
cols. (2004), el consumo de amoxicilina fue superior al de amoxicilina-clavulanico,
lo que puede ser considerado un factor positivo a la hora de evitar la presion selectiva
sobre los microorganismos. A los betalactamicos, le siguen, de lejos, los macrolidos
y las fluorquinolonas.

Estos datos también son comparables al estudio realizado por Abasolo-
Osinaga y cols. (2005), donde el consumo de betalactamicos, macrélidos y
fluorquinolonas representaba el 80%, mientras que en nuestro caso llegd a valores
superiores al 95% del consumo antibidtico total.

También a nivel europeo (Cars y cols., 2001) se ha puesto de manifiesto este
patrén de consumo de antibioticos, tanto para Espafia, como para el resto de paises
incluidos en el estudio: el 65% de los antibioticos dispensados pertenecian al grupo
de los betalactdmicos, seguidos por macrdlidos-lincosamidas (18%) y quinolonas
(7,6%).

En nuestro caso, y también en el estudio francés de Muller y cols. (2003), sin
embargo, el consumo de fluorquinolonas superd al de macrolidos, lo cual podria

estar contribuyendo a la aparicion de resistencias, ya que diferentes estudios han
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demostrado la alta capacidad de seleccion de mutantes resistentes, principalmente en
el caso de fluorquinolonas y de cefalosporinas (Borner y cols., 1986; Muller y cols.,
2003; Thomas y cols., 1998; Westh y cols., 2004). Incluso, algunos autores, llegan a
la conclusién de que el volumen de consumo de fluorquinolonas, y en concreto de
levofloxacino, podria ser el mayor factor predictivo de resistencia de S. aureus a
meticilina en el &mbito hospitalario y este hecho podria también ser trasladado a la
comunidad (McDougall y cols., 2005).

Por otro lado, la resistencia a macrolidos podria relacionarse con el elevado
consumo de este grupo de antibioticos en el ambiente extrahospitalario, ya que el
consumo dentro del hospital es practicamente irrelevante, en comparacion con otros,
mientras que, a nivel comunitario se ha favorecido la extension de su uso gracias a su
facil posologia. Esta preocupacion por el elevado consumo comunitario de
macrélidos es compartida por otros investigadores (Solé-Lépez y cols., 2004). De
hecho, proponen como pardmetros de buena practica en terapéutica antimicrobiana y,
por tanto, un objetivo a cumplir en cuanto a consumo, que exista un mayor uso de
amoxicilina sobre amoxicilina-clavulanico, cefuroxima entre las cefalosporinas
orales, claritromicina entre los macrélidos y fluorquinolonas de primera y segunda
generacion sobre el resto de quinolonas.

Si nos centramos en los estudios que han intentado relacionar el consumo de
antibioticos con la resistencia bacteriana, en el estudio de Westh y cols. (2004) se
intento relacionar dicho consumo de antibioticos, en hospitales de diferentes paises
del mundo, y las tasas de resistencia a meticilina de S. aureus. En el mismo,
encontraron una correlacién positiva entre ambos factores: el consumo de las

combinaciones de betalactdmicos mas inhibidores de betalactamasas, cefalosporinas,
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quinolonas y glucopéptidos (a excepcion de vancomicina cuando se usa en
erradicacion de SARM), crean una presion selectiva que proporciona ventajas a la
aparicion de cepas SARM.

Ademas, segln estos mismos autores, el consumo de antibiéticos no es el
unico hecho que condiciona la apariciéon y/o diseminacion de las resistencias, sino
que proponen la existencia de otros factores implicados, que explicarian casos en los
que el nivel de resistencias es elevado, pero donde no hay un excesivo consumo de
antibioticos, como es el caso de los hospitales de Malasia. Uno de esos factores
propuestos es la existencia de varias camas en la misma habitacion del hospital, o
bien, la transmision bacteriana debida al personal sanitario como se ha visto en otros
estudios; en definitiva, procesos de diseminacion clonal de los mecanismos de
resistencia (Lipsitch y cols., 2000).

Es sabido que la mayoria de los antibidticos se prescriben en atencion
primaria, siendo su manejo diferente del que ocurre a nivel hospitalario, que
constituye tan solo el 5-10% del total (Vander Stichele y cols., 2006). La
prescripcion irracional, la dispensacion inapropiada, el consumo incorrecto, la
ausencia de comisiones asesoras a nivel extrahospitalario, etc., son algunos de los
problemas que facilitan la aparicion de resistencias (Pastor-Sanchez, 2006).

Podemos decir que, como en los hospitales, el control del uso de antibioticos
estd mas restringido, en el ambito extrahospitalario la correlacion entre consumo y
resistencia sera mayor, como demuestra nuestro estudio. Ademas, este es un punto a
tener en cuenta, ya que existe un modelo matematico propuesto por Lipsitch y cols.
(2000) que demuestra que si queremos implantar medidas correctoras del uso de

antibidticos y que estas influyan positivamente en las resistencias bacterianas, en el
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caso hospitalario, obtendremos resultados en semanas 0 meses, mientras que en la
comunidad seran necesarios periodos mas largos para obtener esos mismos
resultados.

Por tanto, y para finalizar, hemos obtenido una relacién directa entre
consumo Yy resistencias antibidticas, demostrando que, las mayores tasas de
resistencia aparecen frente a aquellos antibidticos mas consumidos. Ademas, segun
los patrones de resistencia obtenidos y los estudios empleados en este trabajo,
podriamos decir que es importante no generalizar en cuanto a la prevalencia de las
resistencias bacterianas, es decir, son necesarios estudios periddicos y locales de la
resistencia, puesto que los datos obtenidos, tanto a nivel nacional, como a niveles
locales, muestran tasas de resistencia dispares (Solé-Lopez y cols., 2004). Ademas,
es necesario conocer profundamente el consumo de antibiGticos para poder
implementar estrategias que permitan obtener politicas antibidticas dptimas, que
reduzcan el nivel de resistencias y, por tanto, que optimicen los resultados
terapeuticos (Cars y cols., 2001). De la misma forma, serian necesarias mas
campafias sanitarias promovidas por las autoridades con el fin de concienciar a la
poblacion del riesgo que supone el consumir antibiéticos de manera inadecuada, bien
por automedicacion o falta de cumplimiento del tratamiento antibiético completo, o
bien, instigando al médico para que le prescriba antibioticos cuando en realidad no
tienen indicacion de uso.

Entre las limitaciones de nuestro estudio se encuentra el no haber podido
tener en cuenta las recetas a cargo de las entidades aseguradoras, las recetas privadas
y los antibi6ticos obtenidos sin receta médica. Solo se tuvieron en cuenta las recetas

pertenecientes a la sanidad puablica, lo cual esta estimado segin otros estudios en
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torno al 60% de los antibioticos realies dispensados (Cars y cols., 2001; Lazaro y
cols., 2002). Podemos, por tanto, estar infraestimando el consumo real de
antibidticos.

Por otra parte, si bien hemos empleado el término genérico “consumo”, s6lo
podriamos hablar como tal cuando se realizase un cumplimiento del tratamiento por
parte de los pacientes, lo cual no conocemos, y contribuye a las limitaciones de este
estudio.

Por ultimo, debido a que las resistencias bacterianas evolucionan a lo largo de
un tiempo prolongado, el periodo de estudio para establecer la relaciéon entre el
consumo de antibidticos y las tasas de resistencia a los mismos, en los aislados de S.
aureus, deberia haber sido mayor. Sin embargo, antes del afio 2004 no existen datos
de consumo, debido a que la instalacién del programa Farmatools® en el Hospital
San Cecilio no se realizé hasta dicho afio. En cualquier caso, es evidente la relacion

inversa entre consumo Yy sensibilidad.
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La tercera parte de los aislados clinicos de Staphylococcus aureus del presente

estudio fueron resistentes a meticilina, y casi la totalidad, a penicilina.

Vancomicina, teicoplanina, daptomicina y linezolid fueron los Unicos
antibidticos activos frente a todos los aislados clinicos de Staphylococcus aureus,
incluyendo aquellos que presentaron resistencia a meticilina. Cotrimoxazol y

rifampicina mostraron una actividad ligeramente inferior a los anteriores.

El resto de antibidticos, es decir, eritromicina, clindamicina, telitromicina,
levofloxacino, tobramicina, amikacina y gentamicina, presentaron una actividad
moderada, destacando la mayor sensibilidad de los aislados de Staphylococcus

aureus a este tltimo.

Los aislados clinicos de Staphylococcus aureus procedentes del Hospital Nuestra
Sefiora de Valme fueron mas sensibles a oxacilina, amoxicilina-clavulanico,
cefazolina, eritromicina, clindamicina, telitromicina y levofloxacino, que los

procedentes del Hospital San Cecilio.

Ampicilina, vancomicina, teicoplanina, daptomicina y linezolid fueron activos
frente a todos los aislados clinicos de Enterococcus spp,, sin diferencias
relevantes entre los patrones de sensibilidad para estos antibidticos, entre ambos

hospitales.
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Ampicilina, cefotaxima, vancomicina, daptomicina y linezolid fueron activos
frente a todos los aislados clinicos de Streptococcus agalactiae. Levofloxacino
mostré una actividad ligeramente inferior. Eritromicina y clindamicina
presentaron una actividad moderada. No hubo diferencias relevantes entre los

patrones de sensibilidad, para todos estos antibioticos, entre ambos hospitales.

Destaca, en este estudio, el elevado porcentaje de resistencia constitutiva a
macrdlidos, lincosamidas y estreptogramina B, tanto en Staphylococcus aureus

como en Streptococcus agalactiae.

Tigeciclina fue activa frente a todos los aislados de Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae multirresistentes obtenidos en el Hospital San Cecilio,
con valores de concentracion minima inhibitoria muy bajos, independientemente
de la resistencia de estos microorganismos a otros grupos antibiéticos como
betalactdmicos, aminoglucosidos, fluorquinolonas, macrélidos o lincosamidas.
Por tanto, tigeciclina es, actualmente, una buena alternativa terapéutica frente a

infecciones por estos microorganismaos.

Existe, de forma estadisticamente significativa, una relacion inversa entre el
consumo de antibioticos, tanto a nivel hospitalario como extrahospitalario, y la
sensibilidad de Staphylococcus aureus a los mismos, es decir, a mayor consumo,

menor porcentaje de aislados sensibles, al menos, en esta especie bacteriana.
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