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RESUMEN

Se estudia la sensibilidad a antibidticos de 212 cepas de Staphylococcus,
obtenidas de muestras clinicas, También se estudian las actividades biogui-
micas de las cepas. No se encontré relacién cualitativa entre resistencia y
actividades bioquimicas. Se encontré un 2 % de resistencia a la metacilina
y cloxacilina sin relacién con la administracién de estos antibidticos. Se
discute el origen de la resistencia natural a estos derivados.

INTRODUCCION

Desde ¢l aislamiento del 4cido 6-ami-
nopenicildnico en 1959 ¢ se han produci-
do una gran cantidad de penicilinas se-
misintéticas. La meticilina y la cloxacili-
na han demostrado ser resistentes a la
penicilinasa del estafilococo y efectivas en
los ensayos con los pacientes humanos *
55 Al iniciarse la producciéon de la metici-
lina no se encontraron cepas resistentes a
esta droga #2. Sin embargo, se han halla-
do cada vez mayor numero de cepas re-
Sistentes 10, 15, 21, 23, 26, 31. 33. 38, 41, 42’ deOS’

(") El presente trabajo fue realizado con
una beca de la Comisarfa de Proteccidén Esco-
far (1964).

trandose un incremento gradual en la fre-
cuencia 22,

Es tema de discusiéon si la resistencia
a estos derivados es de tipo natural o es
adquirida por el uso de esta droga. En
Espafia no existen preparados comercia-
les de oxacilinas, ni existian de metici-
lina en el comienzo de este trabajo. El
estudio de las cepas en ese momento
era de interés por no poder existir ce-
pas con resistencia adquirida por el uso
de estos antibidticos. Este es el fin del
presente trabajo. Estdbamos también in-
teresados en conocer si la resistencia a
los antibidticos determina alteracién en
las propiedades fisioldgicas y altera por
ello las pruebas relacionadas con la pa-
togenicidad.
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MATERIAL Y METODOS

-

Fueron estudiadas 212 cepas de Sta-
rhylococcus aisladas de muestras clini-
cas durante el afio 1963, El aislamiento
ce efectuaba sobre agar salado manitol
(Difco). Las colonias de las placas de
agar salado manitol incubadas a 37° C du-
rante 48 horas eran subcultivadas en caldo
BHI (Difco) durante 18 horas. Parte de
este subcultivo era utilizado para tincidn
por el método de Gram, para efectuar
la prueba de la catalasa, y para estudiar
las necesidadss de oxigeno. La otra par-
te del subcultivo era utilizado para efec-
tuar las restantes pruebas. Una cepa era
catalogada de Staphylococcus cuando es-
taba compuesta por cocos Gram positi-
vos, productores de catalasa y anaero-
bios facultativos.

Las pruebas de la coagulasa, manitol
anaerébico, produccion de pigmento, ge-
latinasa, fosfatasa, hemclisinas, ureasa y
crecimiento en telurito, se efectuaban de
acuerdo a las técnicas descritas en traka-
jos anteriores 12,
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La determinacién de la sensibilidad a
los antibiéticos se efectué sobre agar
tripticasa Soya y se emplearon discos de
baja concentracidn, de la casa Difco, se-
gin la técnica de Anderson!. Se estudia-
ron los siguientes antibigticos: penicili-
na, cloromicetina, tetraciclina, neomici-
na, kanamicina, eiitromicina y estrepto-
micina. En todas las cepas se estudid
también la sensibilidad frente a la me-
ticilina, 10 pg por disco, y la cloxacilina,
5 pg por disco.

RESULTADOS

En la Tabla I se exponen los tipos de
recistencia hallados. De 212 cepas de
Staphylococcus, 51 (24 9,y mostraron ser
sensibles a todos los antibidticos. Sola-
mente una cepa fue resistente a todos los
antibidtices. No se hallaron monorresis-
tencias a la kanamicina, eritromicina,
cloxacilina y meiicilina, Tas resistencias
a estos dos udltimos derivados se presen-
taron conjuntamente en las mismas 6 ce-

TABLA I

Antibiotipos de resistencia y distribucidon segtin las especies de Staphylococcus

Sa Se Si
No resistencias 12 36 3
P 2 1
C 1
T 3
S 5 20 2
N 3
PT 1
PS 14 1
CS 2 3
TK 5 11
PCT 1
PCS 2 1
PTS 14 3 1
CTE I

P = Penicilina

C = Cloromizztina
T = Tetraciclina
K = Kanamicina

S = Estreptomicina
E = Eritromicina

CTS 1

TSN 1

PCTS 2 9 5
PCTE 1

PTKE I

PTSN 1

CTSE 5

CTSN ]

PCTKS 2
PTKSE 2

CTKSOM 1
PFTSNOM I
PCTKSOM 1 1
PCTKSENOM 1

N = Nesomicina
O = Cloxacilina
M = Meticilina
Sa = S, aureus
Se = 8. epidermidis
Si = S. inclasificable
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pas. Estas 6 cepas eran las més pronun-
ciadamente multirresistentes.

Los antibidtipos de las cepas de §. au-
reus no mostraron ser del todo dife-
rentes de los antibiotivos del S. epider-
midis, aunque si se mostraba una ten-
dencia de presentarse un antibiotipo mas
acusadamente en una de las especies del
Staphylococcus. Los antibidtipos mds fre-
cuentes encontrados en las cepas del S.
epidermidis fueron, S, TK, CTS. Por el
contrario, los mis frecuentes de las ce-
pas de S. aureus fueron PS y PTS. Mu-
chos de los posibles antibiotipos no fue-
ron encontrados en ninguna de las cepas.

Se aislaron 6 cepas (2 %) resistentes a la
eticilina y cloxacilina. Ninguno de los
pacientes habia recibido tratamiento con
estos derivados, ni con otras penicilinas
semisintéticas.
De las 6 cepas, 2 eran S. aureus, 2 S.
epidermidis y 2 S. inclasificable. Dentro
de cada especie de estafilococos la fre-
cuencia de aparicién de la resistencia a
estos antibidticos fue respectivaments de
28, 1.5 y 13 por ciento en las especies
de S. aureus, epidermidis e inclazificable.

En las figuras 1 y 2 se esquzmatiza
respectivamente la relacién entre las re-
sistencias a antibidticos individuales y las
propiedades bioquimicas de las cepas de
S. aureus y S. epidermidis. Las resisten-
cias a la kanamicina, eritromicina, neo-
micina, cloxacilina y meticilina no se in-
cluyen en estas figuras, por existir esca-
so numero de cepas para obtener indi-
ces comparables.

Las cepas resistentss a la penicilina no
producian la fosfatasa con mayor fre-
cuencia que las sensibles a este antibid-
tico. No se enccini 3 que las cepas eri-
tromicina-resisten:e; carecieran con ma-
yor frecuencia de hemolisinas, ni tampo-
co se observd difersncia en la pigmenta-
cién en relacién con la resistencia. La
produccién de gelatinasa por las cepas
resistentes a la cloromicetina fue infe-
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rior en frecuencia al resto de las cepas
en el grupo S. aureus. Por el contrario,
en el grupo de cepas de S. epidermidis
el porcento de cepas productoras de ge-
latinasa fue similar al resto de las cepas.

El escaso numero de cepas con resisten-
cia individual a la cloromicetina en el
grupo de cepas de S. aureus resta valor
al resultado hallado. En los resultados
obtenidos no se observaron diferencias
cvalitativas de los caracteres fisiolégicos
de las cepas en relacién con la resistencia.

Discusion

Bl 76 % de las cepas estudiadas eran
resistentes a algunos de los antibidticos
utilizados. Sin embargo, sélo una de las
212 cepas era resistente a todos los an-
tibidticos. El aumento progresivo a tra-
vés de los afios de las cepas resistentes
y a su vez, el aumento de los antibid-
ticos v dertvados con efectividad relativa
sobre las cepas de Staphylococcus obli-
gan cada vez mas a la realizacidén del
antibicgrama ante cualgquier estafilococia.

No se encontré relacién entre resisten-
cia y propiedades bioquimicas. Se ha de-
mostrado repetidas veces que las cepas
al hacerse resistentes alteran cualitativa-
mente el indice de crecimiento y de fzr-
mentacion . También se ha descrito al-
teracién del tipo de fago® y cambios en
la constitucidn antigénica 3¢, Estos datos
ce han interpretado como una alteracin
en las propiedades bioquimicas. Elck ™
al revisar este tema encuentra una dife-
rencia cuantitativa mdas que cualifativa.
De acuerd con esto, en nuestro estudio
10 se encontrd relacidn entre oigmento y
resistencia, en contraposicién a los datos
de otros trabajos -8 ni entre resisten-
cla a penicilina y produccidén de la fos-
fatasa, de acuerdo a los trabajes de otros
autores %5 78 Es mas, la frecuencia de
una propiedad bioquimica era similar en
las cepas sensibles a todos los antibid:i-
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D Sensibles a todos (36 cepas) Resistentes a Tetraciclina (60 cepas)
Resistentes a Penicilina (20 cepas) Resistentes a Estreptomicina (80 cepas)
Je Resistentes a Clorcmicetina (44 cepas)
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Fig. 1.—Estudio de la produccién de pigmento, enzimas y crecimiento en telurito del
S. epidermidis entre las cepas sensibles a todos los antibiéticos y las cepas resistentes a la
penicilina, cloromicetina, tetraciclina y estreptomicina
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Fig 2.—Estudio comparado de la produccién de pigmento, enzimas y crecimiento en teluri-
to del S. aureus entre las cepas sensibles a todos los antibidticos y las cepas resistentes a la
peniciiina, cloromicetina, tetraciclina y estreptomicina
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cos que en las cepas resistentes. Esto ha-
ce creer que la resistencia no altera cua-
litativamente las caracteristi.as fisioloei-
cas de las cepas.

No se estudié la frecuencia de resistencia
a otros antibidticos con cardcter epide-
miolégico, por no considerarlo de valor
estadistico, por el gran p-edominio de ce-
pas de § epidermidis estudiadas. Los re-
sultados de las resistencias individuales
en relacién con la especie de estafilococo
estan en relacién con los hallazgos de
otros autores 18, 19. 28, 34, 36, 407

Otro hallazgo de interés por su apli-
cacién practica fue el que sélo se encon-
tré una cepa resistente de manera si-
multdnea a la eritromicina y neomicina.
Esta cepa era resistente a todos los anti-
bidticos utilizados. Aunque el nimero de
cepas resistentes a estos antibidticos fue
superior al nimero de cepas resistentes
a las penicilinas semisintéticas, la com-
binacién de ambos puede ser efectiva y
permite una visién mds optimista acerca
del tratamiento futuro de las estafilo-
cocias.

Las resistencias halladas frente a la me-
ticilina y cloxacilina presentan un gran
interés, a pesar de que no se ha determi-
nado la misma concentracidén inhibito-
ria. En Septiembre de 1960, cuando la
meticilina empezé a producirse en Ingla-
terra, no se encontré ninguna cepa resis-
tente a este derivado 32 Jevons? encon-
tré por primera vez en Noviembre de
1960 tres cepas resistentes en el mismo
hospital y del mismo tipo de fago, sobre
5.440 cepas. La cifra media de resisten-
cia en Enero de 1961 era de 0,02 % del
conjunto de un ndmero de trabajos 5 2
2. 52,33, 38,4 H] indice de resistencia du-
rante los afios 1551 v 1962 fue del 0,1 al
0,2 9 10.26.3L. 42 §in ambargo, el estudio
mds amplio e3 el trabajo de Jevons, Coe
y Parker 2, que estudian 27.479 cepas
desde Octubre de 1960 durante un pe-
riodo de dos afos. El porcento de re-
sistencia a la meticilina fue de 0,055 %
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en el ultimo trimssire de 1960, de 0,39
en el afio 1961 y de 0,60 en el afio 1962.

Como se pueds observar en Inglaterra,
donde se descubrié la meticilina e inme-
diatamente se introdujo comercialmente,
el numero de cepas reciztentes a este an-
tibidtico va aumentando progresivamen-
te. Era de espzrar qus =n Espafia, donde
no existian preparados comerciales de es-
te producto en el comiznzo de la obten-
cidn de las cepas, ni existen actualmen-
te de oxacilinas, no ce enconfrardn cepas
resistentes a estas penicilinas semisinté-
ticas. Sin embargo, en nuestra casuisti-
ca se encontrd una elevada frecuencia
{2 9) de cepas resistentes.

Por otra parte, también en Turquia,
Cetin y Ang !0 encuentran cepas resisten-
tes a la cloxacilina en un 2 % de las ce-
pas estudiadas.

Esta elevada frecuencia de cepas resis-
tentes en regiones donde no se han ad-
ministrado estos antibidticos plantea una
serie de problemas. Se cree y se ha de-
mostrado # qus el tivo de resistencia a
estos antibidticos es de! tipo de toleran-
cia a drogas. Se¢ acepta generalment: que
existen dos tipos de resistencia a la pe-
nicilina en el sstafilccoco: la resistencia
del tipo de la penicilinasa y la del tipo
de resistenciea a drogas. La resistencia
tipo penicilinasa infecta nuestros hospi-
tales, es la mds frecuente, y las cepas
que la presentan no son “per se” alta-
ments resistentes a la penicilina. Los
grandes indculos resisten a grandes can-
tidades de penicilina —por la liberacién
de gran cantidad de penicilinasa— pero
los pegquenos indculos resisten sélo a pe-
quefias cantidades de penicilina. El otro
tipo de revistencia es del tipo de tole-
rancia a drogas. v es una resistencia de
la cepa “per z2” inherente. Las cepas
son altamente resistentes a la penicilina,
lo mismo con grandes indculos que con
pequefics. A una cepa de estafilococo se
le puede hacer adquirir este tipo de re-
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sistencia por sucesivos cultivos en me-
dios con penicilinz 2n cantidades progre-
civas. En las cepas meticilin resistentes
enccntradas duraniz estos tres afos, el
tipo de rezistencia es del tino de resis-
t2ncia a drogas® y en Inclaterra se ha
atribuido esta resistencia al uso de este
antibidtico, por no haberse encontrado
cepas naturalmente resistentes al anti-
Lidtico antes de su uso, y al progresivo
aumento de cepas meticilin resistentes.
Sin embargo, éste no es el caso en Es-
pafla, donde estos antibidticos no han
sido usados, o lo han sido en escasa
cuantia. La posibilidad de transmisién de
cepas® meticilin resistentes desde otros
paises tiene que ser desechada por la
elevada frecuencia de cepas encontradas.
S¢lo cabe la explicacidén de la existen-
cia de: 1) una resistencia inherente na-
tural, 2) un mecanismo cruzado de resis-
tencia ¢ 3) de una inactivacién o destruc-
cién de la meticilina y oxacilina por es-
tas cepas.

El problema de la inactivacidn o des-
truccién de la meticilina por las cepas
de estafilococos fue objeto de una in-
ieresante y copioza discusidn tenida en
el British Medical Journal durante 1962
y 1963, Actualmente no se puede admi-
tir la existencia en las cepas resistentes
a la meticilina y cloxacilina de una es-
pecifica meticilinasa o cloxacilinasa #.
Sin embargo, la cresncia durante estos
ultimos afios de que las cepas de estafi-
lococos no pueden destruir la meticilina
y cloxacilina ha tenido qus ser desecha-
da. Ayliffe y Barber?® y Knox y Smith #
han demostrado que algunas cepas des-
truyen lentamente la meticilina y la clo-
xacilina, tanto si son resistentes o no a
estas penicilinas. El grado de 1inactiva-
cién estaba relacionado con la produc-
cién de penicilinaca de las cepas y no
con la resistencia a estas penicilinas. De
ello resulta que estos derivados de la pe-
nicilina —que se crefan sensibles a la
ccign de la penicilinasa— difieren de
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estas otras penicilinas solamente de ma-
nera cuantitativa en su sensibilidad a la
accién de la penicilinasa. Sin embargo,
la destruccidn de la meticilina y cloxaci-
Iina per la penicilinasa es tan pequefia y
tan lenta que no puede dar lugar real-
mente a resistencias.

El origen de estas cepas, meticilin y
cloxacilin resistentes hay que buscarlo
por otros mecanismos. La existencia de
una especifica resistencia natural inhe-
rente a estos antibidticos tampoco es fa-
cil de aceptar cuando no se encontraron
en el ano 1960, aunque es uno de los
mecanismos que puede explicarlo 6. Es
mis facil de comprender que sstas ce-
pas se deban a un mecanismo cruzado de
resistencia inherente. Existen algunas ce-
pas de estafilococos que tienen los dos
tipos de resistencia a la penicilina, el ti-
po penicilinasa y el tipo de tolerancia a
drogas. La resistencia a penicilina G
existia antes de la imtroduccidn de la pe-
nicilina G 2°, aunque desconocemos el ti-
po de resistencia. Es de esperar que la
resistencia inherente a la penicilina au-
mente con el uso de este antibidtico,
aungue también aumente el ndimero de
cepas productoras de penicilinasa por un
mecanismo de seleccidon. Recientemente
Ayliffe v Barber?® estudiando un grupo
de cepas penicilin resistentes, encontra-
ron que el 45 % de las cenas producian
intensamente penicilinasa, el 25 9 la pro-
ducian débilmente y el 30 ° de las ce-
pas no producian penicilinasa, a pesar de
cer penicilin resistentes.

Pcr otra parte, se ha encontrado resis-
tencia cruzada entre la meticilina y la
cxacilina 17- 22 277 en las cepas aisladas de
material clinico. Es m4ds, la mayoria de
las cepas meticilin y cloxacilin resisten-
tes muestran también resistencia a la pe-
nicilina, estreptomicina y tetraciclina en
toda la literatura 62237 y en 2l presen-
tz trabajo. Finalmente las cepas hechas
resistentes “in vitro” por pases sucesivos
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en medio de cultivo con meticilina o
cloxacilina presentan resistencia cruzada
a la tetraciclina, cloromicetina, penicili-
na y derivados semisintéticos de ésta 13. 39,
En el presente trabajo las 6 cepas metici-
lin y cloxacilin resistentes presentaron la

o
)

A LA METICILINA Y CLOXACILINA

39

mayor multirresistencia a las 212 cepas
estudiadas.

Reconocimiento.—Agradecemos a Bechman La-
boratorios y a Mast Laboratories el amable
suministro de discos de Cloxacilina (Orbein)
v Meticilina (Celbenin).

SUMMARY

Staphylococcus resistance to methyciline and cloxaciline

In 212 Staphylococcus clones taken from
clinical samples a study is made of their anti-
biotic sensibility. Their biochemical activity is
also studied. No qualitative relation was found

Thzre was a 2 ¢ rssistance to metaciline and
cloxociling which had no ralation to the ad-
ministration of thess drugs. There is a discus-
sion of the origin of the natural resistance to

between resistance and biochemical activity. these products.
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