R-Ah 685 \) : \ “ FEV LA

..
C (419

TESIS  DOCTORAL

MEDICINA

TITULG: EFECTO DE LAS SUBR-CHMI DE ANTIBIOQTICOS SOBRE FSEUDOMONAS
AERUGINASA.

g

FRANCISCO CAMFA VALERA

A 1991



INDICE



~

INTRODUCCTIOM. wa v w i w s ww e G m ek R W e e e e e e pag 2

FLLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA. v o v v v e un caw e nwee pag 10

MATERIAL Y METODO. v v v nvnun e o I Y I

MATERTAL e v v v e v vnnenn . ceeeew.pag 17

METODD . w v s i et e s e mumnunn Py B T B

RESULTADDS v v v v e mmnnnnnns e .. pag T4

DISCUSION. v wuwn.. e e e pag 70

CONCLUSTIONES . v v u .. T, e pag 91

I = N 1 e e mamma pag 94



ARERIANI IR o ]



Las primeras noticias que mencionan la&a actividad o
naturaleza de Fseudomonas aeruginosa (F.aeruginosa) se refieren a
st capacidad para colorear el pus de las heridas, haciéndolo
vaerde—azulado (Sedillot, 1830). Luke en 1862 asocid este hecho
con infeccidén al hallar bacilos en este material, pero no fue
hasta 1882 cuando se aisld vy bautizd esta bacteria por Gessard,
recibiendo el nombre entonces, con el que se le conoce en alguna
ocasion todavia, de Racillus pyocyaneus, en atencion al pigmento
azulado que produce ,soluble en agua vy clorotormo, con cierta
actividad antimicrobiana ,denominado pieocianina. Charrin en 1889
demostrd su patogenicidad en animales vy Osler en 1925 reconocid
a Fseudomonas aeruginosa como patdgeno secundario en  humanos
(1.2). Desde entonces el reconocimiento como patdgeno de

F.aeruginosa ha sido lento.

F.aeruginosa es un bacilo gram negativo mévil,
aerobio estricto, de necesidades nutritivas simples, de ahi su
capacidad para multiplicarse en cualguier medio humedo, con
incluso minimas cantidades de compuestos organicos, que contamina
incluso con cierta facilidad gotas oftalmicas,soluciones de todo
tipo incluidas las antisépticas, jabones, equipos de anestesia vy
reanimacidn, ..etc,ligado de modo importante a entidades como
infecciones nosocomiales, donde tiene un relevante papel e
infecciones en suietos inmunodeprimidos o con enfermedades
croéonicas Yy sanos  con amplia destruccidn de su  superficie
cutanea (quemados) 0o que utilizan drogas por via intravenosa
(2,4,5,6,7).



Un  aspecto particularmente notable de la relevancia de
F.aeruginosa en el ambito médico viene determinado por su
resistencia a los antibidticos,resistencia natural o adquirida -

muy importante -  determinada por  la presion antibidética
ambiental. Hasta 1962 , polimixina B y colistina eran los danicos
tratamientos de eleccidn en infecciones causadas por esta

bacteria(8,%). La aparicidn este mismo aro de gentamicina supuso
un  importante avance en suw  tratamiento. Los anos siquientes

vieron aparecer la primera penicilina especificamente
antipseudomonal @ la carbenicilina(io) . Desde entonces no ha
dejado de crecer el arsenal antibidtico contra esta bacteria:
aminoglucosidos como tobramicina, sisomicina o amikacina 3
betalactamicos como azlocilina, piperacilina, cefatizidima,
imipenem...etc(11,12,13%). Sin embargo, a pesar de los
considerables avances realizados, F.aeruginosa sigue siendo un
germen dificil de tratar vy de gran impacto en ambientes

hospitalarios, asociado a una alta mortalidad(i4).

De los mecanismos basicos de resistencia & antibidticos
de F.aeruginosa @ impermeabilidad de membrana, mutacidn del punto

diana, alteracion del antibiotico por enzimas..etc, es
precisamente este uwltimo mecanismo 2]l  gque mas trascendencia
clinica tiene Y  se halla particularmente ligado a unas

determinadas enzimas inactivantes: las beta~-lactamasas ., que
hidrolizan el anillo betalactéamico de estos antibioticos. En los
dltimos afos la influencia de los nuevos betalactadmicos se ha
acompanado del descubrimiento de un gran numero de nuevas
betalactamasas.

Pseudomonas aeruginosa es uno de los mejores ejemplos de
resistencia a betalactamicos mediante la produccidén de esta
enzima, gue en muchos casos son inducibles por los propios
antibioticos usados (15, 16, 17).

Desde 1940 en que Abraham y Chain descubrieron la prime
ra de estas enzimas (18) -—antes incluso del extendido uso gue se
hizo de la penicilina—-, la importancia de estas proteinas ha
crecido enormemente por suw relacion indisoluble a la
inefectividad o fracaso de los agentes antimicrobianos en el



tratamiento de infecciones potencialmente mortales. Hoy en dia vy
tras casi cincuenta afios de estudios de estas enzimas podemos
todavia observar como a pesar de ir introduciendo en el arsenal
terapeutico nuevas mol écul as, S han ido descubriendo
paralel amente nuevas betalactamasas capaces de destruir la
actividad de tales agentes. (19).

Richmond v Sykes en 1973 (20) vy posteriormente Sykes y
Matthew en 1976 (Z21) propusieron uwna clasificacidn de estas
enzimas, que incluia entre otros criterios el punto
isoelectrico(p.I) gque fue ampliamente aceptada. Sin embargo desde
entonces se han ido descubriendo nuevas beta-lactamasas y se han
replanteado antiquas clasificaciones. (22, 2% ,24 y 25).

En otro sentido, es muy importante plantear la clasifica
cidn de las beta-lactamasas atendiendo a su origen genético, por
cuanto que la resistencia de Fs.aeruginosa, asi como la de otras
bhacterias, esta estrechamente unida a la capacidad ,inducida o
no, de producir esta enzima. El material genético bacteriano, por
ello, cromosoma, plasmidos, transposones, tiene un  papel
relevante directo no  solo ern la transmisibilidad de la
resistencia bacteriana, sino en el fracaso de los regimenes
terapeuticos empleados. De hecho, practicamente todas las cepas
de F.aeruginosa poseen una betalactamasa cromosomica  que
pertenece a la clase I de la clasificacion de Richmond-Sykes (20).
Eajo condiciones normales esta enzima se expresa a un nivel basal
bajo, pero puede ser inducida con determinados antibioticos vy
producirse en grandes cantidades. Se han descrito tambien
mutantes de P.aeruginosa parcial o totalmente desreprimidos que
no producen o producen pequefas cantidades de betalactamasa, e
incluso mutantes gque expresan moderados niveles de enzima de modo
constitutivo. (26,27).



51 a esto afadimos que penicilinas vy cefalosporinas de
primera generacion pueden comportarse como  inductores de las
enzimas de la clase I a concentraciones subinhibitorias vy que las
cepas de P.aeruginosa pueden adguirir plasmidos gque medien
betal actamasas constitutivas que inactivan antibioticos como
carbenicilina o penicilinas antipseuwdomonas v cefalosporinas .
pademos comprender que el problemas clinico y terapéutico de las
betalactamasas sea de primer orden.

Asi pues, las beta—-lactamasas gue podemos encontrar en
F.aeruginosa son de la clase I1( la cefalosporinasa inducible que
se puede encontrar practicamente en todas las cepas) y ademas las
que pertenecen a las llamadas clase Illa-enzimas mediadas por
pldsmidos que se pueden encontrar también en otras bacterias

entericas vy, por dltimo las de la clase V,la mavoria enzimas
plasmidicas del tipo OXA 1,2 y 3 (20,27). Esta clasificacidon se
corresponde con la de los grupos 1y 2 establecido por

Bush recientemente (23,24 vy 25) ((Confer tablas I-1 e I-2).

Desde la perspectiva de su p.l., podemos establecer como
las beta-lactamasas de la clase I tienen un rango entre 7,2 a
8,15, La clase Illa, TEM-1 y TEM-2 poseen pl Aacidos con valores
que oscilan entre 5,25 a 9,68. For su parte la clase V, en
concreto la Vd tiene también wun p.l &Acido, siendo facilmente
distinguible de la Illa por la especificidad de substrateo. lLas
enzimas que pertenecen a la clase Ve tienen un valor de pl
neutro.

Con relacidén a la clase V hay que destacar gue muchas de
las beta-lactamasas de este tipo s0n mediadas por plasmidos .
Las clases WVd y Ve parecen estar estrechamente relacionadas a la
familia de P.aeruginosa. En este sentido, se pueden distinguir de
otras clases de enzimas de la Clase V por su rapida hidrdélisis de
la carbenicilina . Justamente lo contrario gque ocurre con
cloxacilina v oxacilina.

Fseudomonas aeruginosa, pues, presenta una problematica
muy particular por las especiales caracteristicas que se Freunen
©en suU caso:



~Resistencia marcada de F.aeruginosa a beta-lactamicos,incluso a
los mas recientes, debido en una qQran proporcidén a la produccidn
de beta—-lactamasas.

~Codificacidén de estas enzimas por un gran numero de plasmidos,
que son transmisibles y por el cromosoma de la bacteria.

-Expresidn inducible del enzima, de tal forma gue la cantidad de

beta-lactamasa se relaciona con la del antibidtico presente (20,
21).

-Alta mortalidad de las infecciones causadas por esta bacteria,
sobre todo en pacientes con disminucién de deftensas, debido al
fracaso del tratamiento antibidtico.

Estas condiciones hacen gque en muchas ocasiones dosis
insuficientes produzcan concentraciones tisulares por debajo de
la concentracidn minima inhibitoria correspondiente (Sub~CMI) que
induzcan la produccidon de estas enzimas con los consiguientes
perjuicios clinicos y personales. (26,28).

Nuestro estudico " Efecto de las Sub-CHMI de
antibidticos frente a P. aeruginosa " va dirigido a conocer qué
antibidticos de los usados mas extensamente contra esta bacteria
son responsables de la induccidn de beta-lactamasas, asi como el
tipo de enzima producido ,» en cepas aisladas en el Departamento
de Microbioleogia de pacientes atendidos en el Hospital
Universitario Virgen Macarena de Sevilla.
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TABLLA  I-1.ESQUEMA  GENERAL. DE CLASIFICACION DE BETALACTAMASAS
BRACTERIANAS.
GRUFD SUBRTITULO SURSTRATOS FREFERIDOS ENZIMAS REFRESENTA
TIVOS.
1 CEF-N CEFALOSFORINAS ENZ.CROMOSOMICAS
BACTERIAS GRAM
NEGATIVAS
2a FEN-Y FENICILINAS FENICILINASAS DE
GRAM FPOSITIVOS
2b BEDS-Y CEFALOSFORINAS Y TEM—-1 Y TEM-2
FENICILINAS
2b? ERS-Y CEFALOSFORINAS TEM-2 Y TEM-S
FENICILINAS VY
CEFOTAXIMA
2c CAR-Y FENICILINAS Y FSE~1, FEE-E,
CARBENICLINA FSE—4
2d CLX-Y FENICILINAS 0XA—-1,F5E-2
CLOXACILINA
2e CEF-Y CEFALOSFORINAS PROTEWUS VULGARIS
I MET-—N VARTARLE B.CEREUS II
F.MALTOFHILA L1
4. FEN-N FENICILINAS F.CEPACIA

Adaptado

de Bush, k. 1989 (23).



TARLA I-2
CLASTIFICACION DE LAS BETALACTAMASA

CLASE CARACTERES GENERALES

Id Cromosomica inducible

Illa Flasmidica (TEM—-1,TEM-2)

vd Flasmidica (FBE)

Ve Flasmidica (FSE)

Basado en la clasificacion de
trabajo de Furth,1979(26).

4

S DE P.AERUGINOSA

F.ISOELECTRICO  SURSTRATO

alcalino Cefalosporinas

acido Faenicilinas
Cefalosporinas

acido Fenicilinas
Carbenicilina

Neutro Fenicilinas
Carbenicilina-+

Richmond v Sykes,1973(20)y el




FLANTEAMTENTO DEL. PROBLEMS



11

F.aeruginosa es una bacteria de gran importancia cli
nica por la frecuencia de su aislamiento v las graves infecciones

-

que produce, en especial, en centreos hospitalarios (28,29, 30,3

ey

RN "

Las manifestaciones clinicas de las infecciones por
Fs.aeruginosa incluyen:

—Endocarditis:

Tanto de valvulas cardiacas naturales -—en adictos a drogas por
via parenteral tiene una relevancia de primer rango—-(3I3),como pro
tesicas.

—Infecciones del tracto respiratorio:

Docurren casi exclusivamente en pacientes que tienen comprometi
das sus defensas,en especial pacientes neutropénicos tras quimio-
terapia antineoplasica. En estos casos la afeccidén neumdnica
es de una gravedad extrema con exitus a los 3-4 dias del comienzo
de los sintomas.

L.os pacientes con fibrosis quistica se infectan con gran
constancia por F.aeruginosa, que juega un papel estelar en la
progresion y agravamiento de las lesiones pulmonares(34).

—~Racteriemia y Sepsis
EFs el cuarto germen productor en frecuencia de bacteriemias



hospitalarias(Tras E. coli,kKlebsiella y Enterobacter) (2Z5). Ocurre
en pacientes en las edades extremas de la vida . hospitalizados,
a menudo con caracter yatrogénico, reflejando esta frecuencia el
potencial invasivo de esta bacteria en enfermos imnunocomprome
tidos. Son muy tipicas determinadas lesiones cutaneas producida
por la bacteria en estos casos(ectima gangrenoso) (36). |

Otras afecciones de relevancia que pueden producir son:
-Sistema nervioso, como  abscesos vy meningitis en pacientes
inmunocomprometidos o tras traumatismos cranecencefalicos.
=Infecciones dticas, como la otitis externa maligna.
~Infecciones del globo ocular, implicandosele incluso en la
oftalmia neonatorum(37).
~Infecciones oseas vy articulares, en pacientes debilitados con
tactores de riesgo.

—~Infecciones del tracto winario, habitualmente adquiridas en
ambientes hospitalarios y a menudo yvatrogenicas (38).

~Afecciones gastrointestinales.De particular importancia es la
sustitucion de la flora habitual por FP.aeruginosa, sirviendo el
tracto gastrointestinal en @ale Caso coma reservorio
bacteriano(39).

~Fiel y tejidos blandos. De modo primario o por metdstasis de un
foco infectivo. Causa desde el renombrado ectima gangrenoso hasta
infecciones gravisimas en quemados,donde monoterapias con
antibioticos activos contra Fseudomonas pueden incluso estar
contraindicadas debido al rapido desarrollo de resistencias(40).

P.aeruginosa ,gquce tambien el Sindrome de la URa verde y el
Sindrome del Fie tropical Sumergido(41,42).

61 tiene un particular interés la resistencia o
insenbilidad de F.aeruginosa a antibioticos. Betalactamicos como
penicilinas, cefalosporinas de primera, segunda e incluso de
terminados agentes de tercera generacion pueden no ser adecua-—
das para el tratamienlto de infecciones causadas por este germen.
Antibioticos como los aminoglicosidos,que clasicamente se usaban
para su tratamiento se han visto cuestionados debido a la apari-
cion cada ve: mas frecuentes de resistencias (43, 44, 45). Asi
tal dimensidn tenia este tema gque una de las preocupaciones esen
ciales de la antibioterapia ha sido crear antibioticos con marca



da actividad contra Fseudomonas aeruginosa @ carbenicilina, azlo
cilina, piperacilina, ticarcilina, cefsulodina, cefoperazona v
sobre todo ceftazidima(d4sd).

Ultimamente se han incorporado al arsenal terapeutico imipenen y
ciprofloxacina(47 y 48).

A pesar de todo P.aeruginosa sigue manteniendo su protagonismo vy
dado lo renuente gue resulta este microorganismo y la frecuencia
con que asienta en enfermos con disminucion de sus defensas, hace
gue en numerosas  ocasiones sea necesario urna combinacion de
antibioticos para su tratamiento. (44).

El objetivo del presente trabajo es estudiar el
comportamiento de cepas de Fs.aeruginosa frente a un determinado
numerc de antibioticos v conocer la capacidad de inducir la
produccién enzimatica de beta—lactamasa mediante concentraciones
subinhibitorias de antibioticas, pues son concentraciones que
tratamientos incorrectos o insuficientes pueden llegar a
alcanzarse con facilidad en el foco infectivo. De este modo
podremos conocer no so0lo determinadas caracteristicas bioldgicas
de esta bacteria xpresadas dnicamente cuando se  ponen en
contacto con agentes antimicrobianos, como es el caso de las
betalactamasas inducibles, intentando incluso establecer
condiciones similares a las del organismo mediante el estudio de
este fendmeno en plasma humano, sino la posible repercusidn
clinica de tratamientos incorrectos.
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Se planteo el estudio de IE cepas aisladas en el
Departamento de Microbiologia de muestras clinicas recibidas de
pacientes atendidos en el Hospital Universitario Virgen Macarena

de Sevilla.

Fara llevar a cabo el objetivo anteriormente propuesto
se estudio el comportamiento de FP.aeruginosa frente a los =S
guientes agentes antimicrobianos, usados de modo especial en el
tratamiento de infecciones producidas por esta bacteria: seis be
ta lactamicos: azlocilina, cefoperazona, cefotaxima, ceftazidima,
moxalactam e imipenem, y dos aminoglicosidos: gentamicina vy
sisomicina.

En este sentido se plantearon los siguientes trabajos:

-Determinacion de la CMI de 1los antibioticos anteriormente
expuestos frente a las cepas de P.aeruginosa.

-Determinacion de la produccion de betalactamasa.
-Determinacidn de la actividad de betalactamasa.

-Determinacion cuantitativa de la actividad enzimatica del
axtracto celular de las cepas.

~Determinacién del espectro de actividades antibioticas de las
betalactamasas de las cepas de P.aeruginosa.

-Determinacion de la capacidad de induccion a la produccion de
betalactamasa de las cepas tratadas con concentraciones
subinhibitorias de los antibioticos mencionados.

-Estudio de los patrones de punto Isoelectrico de las
betalactamasas de las cepas de Fseudomonas aeruginosa, tanto
espontaneamente, como sometidas a induccidn.

-Determinacion de la capacidad de induccidn en liguidos
organicos humanos, en concreto v va que las cepas procedentes de
aislamientos de hemocultivos de pacientes, utilizaremos plasma.



Nuestro estudio puede tener la importancia de apreciar
de modo mas concreto el comportamiento de Fs.aeruginosa frente a
antibioticos usados ampliamente en el tratamiento de las graves
infecciones producidas por esta bacteria, va que, en muchas
ocasiones la administracion de dosis inadecuadas, que producen
las Sub-CMI en tejidos humanos  pueden producir un  efecto

contrario al deseado Y esperado al administrar los
antimicrobianos.
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CEFAS BACTERIANAS

Treinta vy tres aislamientos clinicos de P.aeruginosa
procedentes de hemocultivos de pacientes ingresados en el
Hospital Universitario Virgen Macarena fueron incluidos en el
estudio.

Su identificacion se realizo mediante los métodos
habituales (49 y S50). Los caracteres minimos de identificacion de
cepas de Fs.aeruginosa incluyen :

-Movilidad positiva

-Medio OFGlucosa abierto acido positivo
—Medio OF maltosa acido negativo

—Indofenol oxidasa positivo

~Fioverdina positivo o negativo

~L-arginina dihidrolasa positivo

—Crecimiento a 42 grados centigrados positivo.

ANTIERIOTICOS

l.os antibioticos en forma de polvo valorados usados en
el estudio fueron suministrados por las siguientes casas
comerciales:

~AZLLOCILINA: Rayer
—CEFOFERAZONA: Pfizer
~CEFOTAXIMA: Hoescht
~CEFOXITINA:Merck Sharp % Dohme
~CEFTAZIDIMA: Gl axo
—GENTAMICINA: Schering

—IMIFENEM :Merck Sharp % Dhome
~MOXALACTAM2Lilly

~SISOMICINA: Schering

DISCOS DE ANTIERIOTICOS

~AZLOCILINA
—~AMICACINA



~AZTREONAM
~CARBENICILINA
-~CEFOFPERAZONA
—CEFOTAXIMA
~CEFOXITINA
—CEFTAZIDIMA
—CEFTIZOXIMA
~CEFTRIAXONA
—~GENTAMIC INA

- IMIFENEM
—MOXALACTAM
~NETILMICINA
~FPIFERACILINA
~SISOMICINA
~TICARCII.INA
~TICARCILINA/A.CLAVULANICO
-TOBRRAMICINA

lLa casa suministradora fue DIFCO.

MEDIO DE FRUERA DE OXIDACION FERMENTACION
MEDIOQ BASAL. OF

Composicion

—Feptona:digerido pancreatico de caseina:2 grs
—CINa:3 grs

~Fosfato dipotasico:0,30 grs

—Azuwl de Bromotimel:0,03 grs

~Agar:3grs

~Agua destilada:l litro

~pH final 7,1

Freparacion
-Dispensar % o 4 ml por tubo de ensayo de 13 por 100mm
a 121 grados Centigrados durante 15 minutos.
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FREFARACION DE LAS FLACAS

Tras rotular las diferentes placas Fetri esteriles
indicando el nombirre del antibiotico correspondiente y la
concentracion especifica, €56 arade en 1 ml con pipeta
semiautomatica la cantidad de antibilotico necesario, previamente
diluido en agua, para que al afadir 18 ml de Mueller Hinton
fundente a una temperatuw-a de 435 grados centigrados se obtenga en
la placa la concentracion por ml deseada.

Se hace girar la placa para que se mezcle
uniformemente medio de cultivo y antibiotico vy se dejan enfriar a
temperatura ambiente hasta su  total seolidificacion sobre una

superficie homogeneamente horizontal para alcanzar igual nivel en
toda la placa.

Antes de inocular las placas es preciso asequrarse
que estan totalmente secas para lo cual se mantienen en estufa a
38 grados centigrados durante 10-20 minutos.

FREFARACION Y MEDICION DEL INOCULO

Se toman 4-% colonias de wun cultivo de 18 horas y se
inoculan en 5 ml de caldo Mueller—-Hinton gue se incuban durante 2
a 3 horas hasta alcanzar una turbidez igual al numero 1 de la
Fscala de Mc Farland que equivale a 10Xx7-8 wfc{Unidades
Formadoras de Colonias).la medicion se efectua en un
espectrofotometro a wuna longitud de onda de 460 nm, diluyendo
posteriormente 1 inoculo hasta obtener 10%X% ufc. A continuwacion
se  procede al llenado con pipeta Pastew de los pocillos del
Replicador Steer y a la inoculacion multiple de las placas.

Fara control de calidad del Método utilizamos 3 cepas de
referencia o patrén que son @ Fseudomonas aeruginosa ATCC 27853,

E.coli ATCC 25922 v Estafilococo aureus ATCC 259273,



De igual manera , para controlar la viabilidad e
inalterabilidad de las cepas bacterianas a lo largo del proceso
inoculamos &l principio, medio y final del mismo, tres placas de
Mueller—Hinton exentas de antibiotico.

Tras absorberse el inoculo se incuban en estufa
a 39 grados centigrados durante 18 h.

LECTURA DE RELULTADOS

L.a CMI vendra determinada por la menor
concentraci én del antibiotico que inhiba el crecimiento
bacteriano.

DETECCION DE LA FRODUCCION DE BETALACTAMASA.

Utilizamos el método de la Cefalosporina Cromogénica o
Nitrocefin. (37). Este es unos de los métodos mas sensibles vy
especificos para la deteccidn de betalactamasas—incluso podria
ser que estuviéramos detectando peniciloilacidn de las proteinas,
sin liberaciodon de peniciloato-. Es simple de utilizar v da una
respuesta practicamente inmediata. Este substrato cromogénico es
altamente sensible frente a todas las betalactamasas con
excepcidn de la betalactamasa tipo I de Racillus cereus.

En wun tubo conteniendo 1 ml de solucion salina estéril,agre
gar unas colonias del cultivo de P.aeruginosa a estudiar(2 ¢ 3).A
continuacidén anadimos 0,05 ml de NMitrocefin a la concentracion
que hemos especificado anteriormente. La lectuwra puede hacerse a

los 10 minutos aproximadamente. Se preserva entretanto de la lus
perao en caso de negatividad puede dejarse incluso hasta dos o
tres horas para detectar los bajos productores de

heta—-lactamasa.

Se utilizan testigos neqgativo v positivo(E.caoli ATCC 25922 vy

Estafilococo aureus ATCC &653E8F,respectivamente) .
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Lectura de los resultados:
Los organismos que produzcan betalactamasas produciran en el

tubo una coloracidn rojiza, mientras que los negativos
permaneceran amarilles. EBEsto se debe a que la hidrélisis del
nitrocefin por la accidn de la betalactamasa de la bacteria

erdistente en el medio conlleva igualmente un cambio en 1a&
absorcion de la longitud de onda, con el consiguiente cambio de
coloraciéon. £l anillo intacto presenta un pico de absorcidn en
286 nm, mientras que el roto en 482 nm, la longitud de onda a la
que verificaremos nuestras experienclas.

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL
EXTRACTO CEL.ULAR DE LAS CEFAS.

Seguimos el método descrito por Vecoli et al y 0,Callaghan
et al (38 y 59).

l-as celulas bacterianas se hicieron corecer en caldo
TSE(Tripticasa soy broth,EBRBL Microbiology systems),para ser
inocul adas posteriormente en caldo Mueller—Hinton que se incuba
durante 18 horas a una temperatura de 37 grados centigrados para
a continuwacion ser sometidas a centrifugacion a 35000 g, durante
30 minutos a cuatro grados centigrados. Se desecha el
sobrenadante y se resuspende 1 material sedimentado en agua
destilada(7,5 ml) para a continuacion someterlo a desintegracion
wltrasonica con el sonicador Sonifier(Cell Disruptor W-3I50. Heat
System Ultrasonic, Inc). Las celulas son mantenidas a cuatro
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grados centigrados mientras se sonican a uwna amplitud de & nm,

durante dos minutos, dos veces cada muestra  (60,61). Las
preparaciones entretanto se mantienen en agua helada.
l.os extractos celulares son sometidos de nuevo a

centrifugacion a 11.000 g duwante 20 minutos, desechandose a
continuacion el sedimento vy pasando a someter a la muestra a un
estudio espectrofotometrico.

Se anade a la muestra estudio 0,1 ml de nitrocephin y se mide
el grado de hidrolisis de esta sustancia en un espectrofotometro
SGpectronic 20 (KRausch & Lomb) a 482 nm.

Se calcula el numero de micromoles de substrato hidrolizado
porminuto por ml de enzima existente, multiplicando el cambio
en la densidad optica por los micromoles de substrato en el tubo
problema por la dilucion enzimatica vy dividiendolo por -la
densidad optica del sustrato al inicio de la reaccion por el
tiempao (&62).

CDO =« N X DE

F\.: vene 4xeve eeen snres o tiere i See oo Boses 4ot St banee seres SRS BEERA s S9ma rein saden semmn e Sessa
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R:Micromoles de substrato hidrolizado/min/ml enzima
COD: Cambio en la densidad dptica

N:Micromoles de substrato en el tubo

DO1l:Densidad optica del substrato intacto

T:Tiempo

Se usa un control sin antibiotico, repitiendose tres veces
cada experimento.

DETERMINACION DE LA FOTENCIA DE BETALACTAMASA(SFOT-TEST)

En este caso, 1 ml de la solucidén del extracto crudo de
betalactamasas de P.aeruginosa , tal como se ha especificado
anteriormente, se vierte sobre un disco con nitrocefin , siete
veces mas concentrado que para la determinacién habitual de las
cepas productoras de hetalactamasa. Se mide mediante reloj el
namero de segundos que tarda en variar de color el nitrocefin.




INDUCCION DE LA FPRODUCCION DE RBETALACTAMASA

Las celulas bacterianas se hicieron crecer en caldo TSR(BEL
Microbiology Systems)para ser inoculadas posteriormente en caldo
Muel ler—~Hinton durante unas 18 h a una temperatura de 37 grados
centigrados,anadiendose concentraciones subinhibitorias de los
antibioticos a probar, en concreto.la cuarta dilucion de la CMI,
para a continuacion ser sometidas a una centrifugacion de 6000
g.durante 4% minutos a cuatro grados centigrados.

Tras ello se desecha el sobrenadante ,siendo las bacterias
lavadas con Buffer Afosfato 0,1 M a pH 7.027,63) vy sometidas a
desintegracion ultrasonica con el  sonicador Sonifier (Cell
Disruptor W-350.Heat System Ultrasonic.Inc). Las celulas son
mantenidas a cuatro grados centigrados mientras se sonican a una
amplitud de & nm,durante dos minutos, dos veces cada muestra.

las preparaciones entretanto se mantienen en agua helada.

l.os extractos celulares son sometidos de nuevo a centrifugacion a
11.000 g durante Jo minutos, desechandose & continuacion el
saedimento y pasando a someter a las muestras a un estudio

espectrofotometrico.

Se adade a la muestra estudio 0,1 ml de nitrocefin y se mide el
grado de hidrolisis de esta sustancia en un espectrofotometro
Spectronic ZO(Rausch % Lomb) a una densidad optica de 482 nm.

Se calcula el numero de micromoles de sustrato hidrolizade por
minuto por ml de enzima wistente, multiplicando el cambio en la
densidad optica por losmicromoles de sustrato en el tubo problema
por la dilucion enzimatica existente v dividiendolo por la
densidad optica del sustrato al inicio de la reaccion por el
tiempo (62) (Véase formula anterior).

Se usa un  control sin antibiotico, repetiendose tres veces cada
experimento.

FRUEEBA DE DIFUSION DE DISCO

Esta prueba pretende poner de manifiesto la capacidad inductiva
de los antibioticos problema. Es  un test de antagonismo

antibiotico.

Utilizamos COmo inductores Azlocilina, Cefoxitina e
Imipenem,siguiendo el método modificado de CC y WE Sanders(64).



Las bacterias se hicieron crecer en TSE para posteriormente ser
inoculadas en agar Mueller Hinton a una concentracion de 5.10%5
cfu/ml, usando un asa esteril vy de modo homogenec en la
superficie de las placas.

Discos esteriles ,impregnados con antibioticos se dispusieron en
las placas de Mueller Hinton con el inoculo.a una distancia de
S—a 10 mm de la zona de inhibicion esperada.

Las concentraciones de antibioticos usadas en los discos fueron:

~Azlocilina: 75 uagr.
~Cefotaxima:Z0 ugr.
~Ceftazidima: 30 uqr.
-Cefoxitina: 20 ugr.
~Imipenen: 10 ug
—-Gentamicina: 10 ugr

~Gisomicina: 10 ugr

l.as cepas que s sometieron a esta  prueba fueron las numeros

T, 13,22 y 25.

Se considero positiva la prueba cuando el radio de la zona
truncada adyacente al disco probado se redujo en 2-4 mm.

Se considero negativa la prueba cuando esta zona estuvo ausente.
Se considero ambigua si en la zona aparecia  wun halo debil de
inhibicion menor de esos 2 mm. (27).

Los discos presentaron en las placas la siguiente distribucion:

Flaca 1

Central (C):Cefoxitina, FPerifericos(Milefotaxima vy Azlocilina
Flaca 2

siCefoxitina, FiCeftazidima,Sisomicina y Gentamicina.

Flaca N.3
C:Imipenem; F:Cefotasima v Azlocilina
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con sistema Fhast (58,65). Utilizamos geles de poliacrilamida con
rango de pH de 2 a 9 (FhastGel IEF 3-9), que contienen anfolitos
Fharmalyte—-r-—.

Utilizando este sistema la muestra problema gue hacemos correr
en el gel de poliacrilamida debe contener al menos de 1 a 20 ng
de proteina /ul.

Este método de Isoelectroenfoque contiene tres pasos:
-FPaso previo al iscelectroenfogue
—Aplicacion de la muestra
~Faso de lsoelectroenfoque propiamente

En el paso primero se conforma el gradiente de pH por el
aparato. En este primer estadio colocamos la muestra sobre el gel
con un  aplicador esteril en una posicion media entre catodo vy
anado sabiendo que dependiendo de su punto de pH emigraran las
proteinas en un sentido o en otro.

En el paso sequndo se empiezan a hacer correr las muestras en el
ael a 15 Vh. Fero en primera instancia wtilizamos voltajes
pequefos (200 V), al objeto de evitar bandas erroneas causadas por
contaminantes o proteinas pobremente solubles.

En el paso tercero las proteinas emigran a sus puntos
isoelectricos correspondientes. En esta paso una alarma
preprogramada al  inicio del metodo sonara  indicandonos el final
del isoelectroenfoque, tal como se programd, pero se mantendra el
campo eléctrico que evita el"fendmeno de zona" —-la difusion de
proteinas en el gel con la pérdida consiguiente de sus p.lI reales
al detenerse la corriente electrica-.

FAS0S OFTIMIZADOS DEL METODO FARA IEF Z-9.FROGRAMACION

Muestra aplicada—-aplicacién— , 1.2. OVh
Muestra aplicada -por encima- , 1.3. OVh
Alarma Extra para sonar a s 1,10 73F Vh

Sep 1.1. 2000V 2,5 A Z,5 W 1% grados C. 75 Vh
Sep 1.2, 200V 2,5 mA 2,5 W 15 grados C. 15 Vh

Sep 1.3, 2000V 2,5 mA 2.5 W 15 grados C. 410 Vh
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El experimento se realizo con un control sin antibiotico v
repitiendose tres veces tal como se ha descrito previamente en
el apartado Induccion de la Froduccion de Betalactamasa.

De igual modo se someten a las muestras problemas a un estudio
espectrofotometrico, previa interaccion con la sustancia
reveladora nitrocefin.

El experimento se realizo con un control sin antibiotico vy
repitiendose tres veces.

ESFECTRO DE SENSIRERILIDAD DE LAS CEFAS DE P.AERUGINDOSA

Se utilizdé el método de disco placa(é6b,éd7) para el estudio del
espectro de sensibilidades de las cepas problema. Se probaron los
sigquientes antibioticos:
~AZTREONAM
~AMIEACINA
—~CARBENICIL. INA
—CEFOTAXIMA
~CEFTAZIDIMA
~CEFTIZOXIME
~CEFTRIAXONA
~NETILMICINA
~FIFERACIL.INA
~TICARCILINA
-~TICARCILINA/A.CLAVULANICO
~TOEBRAMICING

Se midio mediante reqgla la zona de inhibicidn resultante en mm.
ANALISIS ESTADISTICO

El coeficiente de Fearson se uso para comparar la produccion de
betalactamasa con y sin induccion por antibhiotico.







ESTUDIO DE LA FPRODUCCION DE BETALACTAMASA, ACTIVIDAD DE
BETALACTAMASA , SENSIRBILIDAD Y ESFECTRO DE SENSTIRILIDAD.

FRODUCCTION DE RETALACTAMASA

e

El estudio de la actividad enzimatica de las 33 cepas de
F.aeruginosa puso de manifiesto la existencia de 6 cepas capaces
de producir espontaneamente betalactamasa.

Estas cepas fueron denominadas seqgun el ordinal correspondiente
a su estudio v fueron las cepas sobre las gue se centraron las
pruebas ulteriores.

Diferenciamos cepas hiperproductoras  de betalactamasa y cepas
con bajo nivel de produccion de betalactamasa dependiendo de si
el reactivo nitrocefin cambiaba de color en menos de cinco
minutos.

En este sentido cuatro cepas eran hiperproductoras de
betalactamasas:

~ ey FaY

Cepas 2, 13, 22 y 25

Eran cepas con bajo nivel de produccion de betalactamasas:
Cepas &b v 7

El estudio de produccion espontanea de betalactamasa en todas
las demas cepas fue negativa, por lo que centramos

especificamente el trabajo en las cuatro cepas que consideramos
son hiperproductoras de betal actamasas.
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ESTUDIO DE LA SENSIRILIDAD RBRACTERIANA A ANTIMICROBIANOS

AZL.OCTLINA

Azlocilina mostrd una actividad intermedia frente a las I3
cepas. El 6774 de las cepas de FP.aeruginosa estudiadas se
inhibieron a una concentracion de 4 wug/ml, pero la CMI 20 estaba

situada en una concentracion notablemente mas alta: 256 ugr/ml.
(Confer Tabla n.2)

Con relacion a las cepas gue producian betalactamasa, las

hiperproductoras %, 13, 22 v 2% mostraron una CMI  igual o mayor
de 256, mientras ogue las que producian betalactamasa de modo
deébil ccepas & vy 7 presentaron sensibilidades de 128 vy b4

respectivamente.
(Vease Tabla N.3)

CEFOFERAZONA

Cefoperazona mostro wna actividad similar al antibiotico
anteriormente descrito., azlocilina. El 644 de las cepas de
F.aeruginosa estudiadas se inhibieron a una concentracion de 4
ugr/ml, pero la CMIP0 estaba situada en 128 ugr/ml. (Tabla n.2)

Las cepas productoras cle beta—lactamasa mostraron una
sensibilidad irregular frente a cefoperazona: las cepas
hiperproductoras presentaron concentraciones de inhibicion desde

)

32 ugr/ml a 2586 ugr/ml. las deébilmente productoras de 32 vy 128
ugar/ml. (Tabla n.3.)

CEFOTAXIMA

La mayor parte de las cepas se inhibieron con concentraciones

ey

de cefotaxima gque oscilaron entre 16 vy 322 ugrs/ml. LLa CMI?0O de

estas bacterias se situo en 22 ugrs/ml. (Tabla N.2)



Las cepas productoras de betalactamasas presentaron una
sensibilidad irreqular frente a cefotaxima aque oscilaba desde 4
ugrs/ml para la cepa HUé6 hasta mayor de 206 para la cepa HUZZ.
(Tabla N.ZX)

CEFTAZIDIMA

Fue un antibiotico muy activo frente a las cepas de
Fs.aeruginosa estudiadas. Su CMI 50 esta situada entre 2 v 4
ugr/ml, siendo su CMIPO de 4 ugr/ml. El1 1007 de las cepas se

inhibieron a una concentracion de 16 ugr/ml.

l.as cepas productoras de betal actamasas tuvieron una
sensibilidad que oscilo entre 0,3 ugr/ml (cepas HU4,1% ) hasta 16
wug/ml (cepa HUZZ).

IMIFENEM

Tienamicina inhibe @1 100% de las cepas de P.aeruginosa con 8
-3

wgr/ml. Su CMI 50 esta situada entre 1 vy 2 ugr/ml.

lLa actividad sobre las cepas productoras de betalactamasa fue

~y

buena : todas las cepas se inhibieron con 2 ugr/ml.

MOXALACTAM
Moxalactam tuvo una actividad parecida a Cefotaxima. El 0% de
las cepas estudiadas se inhibieron a una concentracion de 32

ugr/ml de moxal actam.

l.a actividad de este antibiotico en las cepas productoras de
betal actamasa sigue un  patron parecido  también al de 1la
cefotarima.l.a cepa mas sensible en este caso fue la HUIZ yv la mas
resistente la HU7 con 256 ugr/ml de CMI.



9

Tabla n.2

ACTIVIDADES DE QOCHO ANTIRIOTICOS ESTUDIADOS FRENTE 23
ATISLAMIENTOS CLINICOS DE F.AERUGINOSA,

ANTIBIOTICO 7 DE CEFAS INHIRIDAS (CMID)ugr/ml

1 2 4 8 16 32 64 128 256

Azlocilina - = &7 &7 76 764 82 88 71
Cefoperazona - - &4 &4 70 T TY w7 100
Cefotaxima - = 24 24 7% 91 94 97 Q@7
Ceftazidima 21 84 94 97 100

Imipenem 9 b7 94 100

Moxalactam - - 21 21 76 91 94 24 100
Gentamicina - b I 64 TH T9

&7 70 TE

il

Sisomicina 2 ER G



PALACTAMASA (Lgr /ml)

=
&

7AE
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GENTAMICINA

Este aminoglucosido mostro una actividad escasa frente a las
cepas de P.,aeruginosa estudiadas. La CMI 50 estaba situada entre
483 uwugr/ml, pero la CMI®0 no se alcanza a la mayor de las
concentraciones utilizadas.

Fn cuanto a las cepas productoras de betalactamasa todas
mantuvieron CMI por encima de las concentraciones usadas.

SISOMICINA

Tiene un espectro de actividad similar a la gentamicina.

La CMIS0O se alcanza con CMI  de 4ugr/ml, pero la CMI?PO0 no se
alcanza ni con la mayor de las concnetraciones utilizadas:32
ugr/ml.

l.as cepas productoras de betalactamasa tuvieron CMI por encima de
las concentraciones maximas de sisomicina.



ESFECTRO DE SENSIEILIDAD

Aparece recogido en la tabla n.4.

TABLA n.4.ESFECTRO DE SENSIRILIDADES DE CEFAS DE F.AERUGINOSA

DIAMETRO DE ZONA

CEFA CE TIC TIM FIF CTX Z0X CAZ

HUT 06 06 06 06 19 13 25
22 22 24 26

HULS 06 06 14% 12% 21X 17% 28

HUZZ 15 13 10 16 06 06 12

HUZS 06 06 1I% 06 2Rk 15X 29K
14

o Indica zonas de crecimiento nuevo o
tanto dos diametros de inhibicidn)

X @ Indica colonias dispersas dentro de 1a

Usamos las siguientes abreviaturas:

ATM: aztreonam CAZ:ceftazidima
AN ramicacina CRO: ceftriaxona
CB:carbenicilina NET snetilmicina
CTX:Cefotaxima FIF rpiperacilina

Z0X:Ceftizoxima TIC:ticarcilina

CRO  ATM AN NN NET

Ob 23 18 06 06
19 20 16
21k 26 22 11 06

Qb6 15 19 20 148

19% 27 21 11 06

doble. (Existen, por

TOona

TIM:Ticarcilina/Za.
clavulanico.
NNz tobramicina.



CUANTIFICACION DE LA FRODUCCION DE RETALACATAMASA EN CEFAS DE
F.AERUGINOSA.

Cuatro cepas fueron elegidas para los estudios de induccion de
produccion de betalactamasas. He seleccionaron por su
capacidad para producir una aran cantidad de enzima que podia
ser facil vy rapidamente detectada paor @l metodo de la
cefalosporina cromogenica o nitrocetin. Fueron las cepas
denominadas: HUZ, HULZ, HUZ22 v HU 25,

Los resultados de la produccion de betalactamasa basal & e
muestran a continuacidén en la tabla n.5. Esta produccion
fue similar en las cuatro cepas estudiadas presentando un rango
entre 0,03 v 0,08 ug de nitrocefin hidrolizado/min/ml de enzima.
la cepa gque presento una mayor produccion de betalactamasa fue la
HU22 vy la que menos la cepa HUI.

TABL.A n. 5.
Froduccion de betalactamasa de cuatro cepas de F.aeruginosa

cepa Froduccion de enzimalumol Nitrocefin hidroliza
do/min/ml de enzima)

HUS 0,05
HULE 0, 0b
HU22 0,08

HUZ25 0,07
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ESTUDIO DE LOS VALORES DE  FUNTO ISOELECTRICO DE LAS
RETALACTAMASAS FRODUCIDAS FOR LAS CUATRO CEFAS DE P.AERUGINOSA.

L.a tabla N.4 muestra el punto isoelectrico de las betalactamasas
producidas por las cepas de F.aeruginosa.

Tres de las cepas, HUE, HU22 vy HUZE tienen betalactamasas con
una banda principal de pl aprocdimado de 7,7. En las cepas HUZ vy
HU 22 1a banda de pl 7,7 tiene asociada una fuerte banda

accesoria de pH aproximado de 7,13 vy algunas bandas accesorias
débiles entre 7.5 a 7,8.

Ademas de esta banda supuestamente cromosomica (pl 7,7), la cepa
HUZ tambien produce uwna betalactamasa TEM-2 (pl S9,6) v la cepa
HUZS  produce una betalactamasa TEM-1(p.I S,4). La cepa HULZ

difiere de las cepas HU 3,22 v 25 en gue tiemne una betalactamasa
de pl 7,85 yv también produce una betalactamasa TEM-1.

TABLA n.6.VALORES DE FI DE BETALACTAMASAS FRODUCIDAS FOR CEFPAS
DE P.AERUGINOSA

CEFA VALORES DE FI

HU = Fub(TEM-2)  7.13 7.7

HU1Z S.A4(TEM-1) 7.85
HUZ2 7.1 7.7,
HUZS SGad (TEM=1) 7.7

Véase figura n.l



ESTUDIO DE LA FRODUCCION DE  ERETALACTAMASA DE CUATRO CEFAS DE
F.AERUGINOSA TRAS INDUCCION CON  CONCENTRACIONES SURINHIRITORIAS
DE OCHO AGENTES ANTIMICROERIANQOS. (Tabla n.7)

AZLOCILINA

lL.a produccion de betalactamasa se incremento en todas las cepas
con un  rangoe que variaba entre 5 vy 10 veces mas. La cepa que
mostrd una produccion de betalactamasa mas impoartante fue la cepa
HU2S con uwna concentracion de enzima de 0.7 ug N/ml/min , pero
hay que tener presente que su  produccion basal enzimatica era
algo mayor que la de la cepa HULE que tambieéen proporcionalmente
presenta una produccion inducida de enzima 10 veces mayor que la

basal.

For su parte la cepa HUZZ fue la que mostro una produccion
inducida de betalactamasa menor, aunque fue cinco veces superior
a su praduccion basal: 0,4 ugr/N/min/mi.

En conjunto la azlocilina en relacion a las cepas estudiadas es
un inductor fuerte de la produccidon enzimatica de betal actamasa,
siendo esta variacidén estadisticamente significativa(Coeficiente
de Fearson).

Consideramos un inductor como fuerte cuando la diferencia entre
la produccidén basal de betalactamas y la inducida es al menos
diez veces superior.

CEFOFPERAZONA

La produccion enzimatica inducida de betalactamasa con relacion
a cefoperazona es menor que con azlocilina.

lLa cantidad de enzima producida varia entre .02 a 0.06~-cepas
HUZ vy 25 vy 13, respectivamente). Existe pues una diferencia de
comportamiento con relacion a cefoperazona en el estudio
inductivo. HU 3 y HU23 muestran un patron similar con  un
incremento en la produccion de x4 y %3 , que es estadisticamente
significativo; sin  embargo HULZE y HUZZ producen con este
antibiotico una cantidad de enzima muy parecida a la que produce
basalmente.
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TABLA n.7.FRODUCCION DE EBETALACTAMASA FOR  CUATRO CEFAS DE
F.AERUGINOSA TRAS INDUCCION CON  CONCENTRACIONES SURINHIRITORIAS
DE 8 AGENTES ANTIMICROERIANGS.

CEFA Az CFE CET CFZ MOX THI
HU 3 I 0.3 0.2 0. 08 0. 06 0.07 0. 35
B:0,05
HUL3 I Q. b 0. 0b 0,09 0,08 0.1 0,92
B: 0,06
HU2 0.4 0.1 0.07 0.1 0.1 0.4
E: 0,08
HU2S 0.7 0.3 0.1 0.1 0.1 0. 80
E:0,07

GN 55
HUS 0.07 0.05
E: O, 05
HULS 0. 0b 0.1
B:O, 06
HUZ2 0.1 0. 05
E:0,08
HUZS 0.09 0.08

B:Q,07

E:Froduccion basal de betalactamasa
I:tFroduccidn inducida de betalactamasa
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FRUEEA DE DIFUSION DE DISCO

Cepa HUZ
Induccidn con Cefoxitina, Imipenem vy Azlocilina.

Flaca n.l y 2. Figura n.2.
(Cefoxitina/Cefotarima,fAzlocilina,Ceftazidima, Gentamicina Y
Sisomicing)

Utilizamos como inductor Cefoxitina.

Consideramos como positiva la&a induccion, al verificarse una

inhibicion o corte del halo de inhibicidn de los antibioticos
puestos al inductor mencionado.
Far tanto es positiva la induccidn en el Caso de

Cefotarima,Azlocilina. en la primera placa vy de Ceftazidima en la
segunda. No asi de Sisomicina ni de Gentamicina.

Flacas 3 v 4.Figura n.Z>,
(Imipenem/Cefotasima,Azlocilina,Ceftazidima, Gentamicina Y
Sisomicina)

Utilizamos como inductor Imipenem.

Se produce wuna zona de corte suave, que consideramos positivo
débil en el caso de la Azlocilina. La induccion es negativa para
cefotarima,ceftazidima, sisomicina v gentamicina.

Flacas § y 6&.Figura n.ad

(Azlocilina /Cetotaxima, Imipenem, Ceftazidima,Gentamicina Y
Sisomicina).

Utilizamos como inductor Azlocilina.

No se produce induccion detectable en ninguno de los antibioticos
estudi ados : cefotatima, imipenem,ceftazidima, sisomicina o
gentamicina.

Cepa HULZ
Induccion con Cefoxitina, Imipenem vy Arlocilina.
Flacas 1 y 2.Figura n.S



(Cefoxitina/Cefotarima,Nzlocilina,Cefltasidima,Gentamicina Y
Sisomicina).

LUtilizamos como inductor Cefoxitina.

Se produce  induccion detectable en el caso de cefotaxima vy de
caftazidima vy no es observada en el caso  de azlocilina,
sisomicina v gentamicina.

Flacas 7 vy 4.Figura n.bé

(Imipenem/ Cefotaxima, Azlocilina, Ceftazidima, Gentamicina vy
Sisomicina)

Utilizamos como inductor Imipenem.

En el caso de esta cepa no se produce induccion detectable para
cefotaxima, azlocilinag, sisaomicina o gentamicinag si para
ceftazidima.

Flacas 3 y 6. Figura n.7.
{(Azlocilina 7/ Cefotaxima, Imipenem, Ceftaridima JGentamicina vy
Sisomicina ).

Utilizamos como inductor Azlocilina.
50lo en el caso de cefotaxima , es posible comprobar el fenomena
inductivo. Tanto en el caso de imipenem, caomo en el de
gentamicina o sisomicina no se produce.

Cepa HU 22.
Induccion con Cefoxitina, Imipenem v Azlocilina).

Flacas 1 vy 2.Figura n.g.
(Cefoxitina/ Cefotaxima, Azlocilina, Ceftazidima, Gentamicina vy
Sisomicina ).



et

Utilizamos como inductor Cefoxitina.

No se produce  induccion con  ninguno de los antibioticos
probados:

Azlocilina, cefotaxima, ceftazidima,gentamicina o sisomicina.

e

Flacas 3 y 4.Figura n.9.

(Imipenem/ Cefotaxima, Azxlocilina, Ceftazidima, Gentamicina vy
Sisomicina ).

Utilizamos como inductor Imipenem.

N s produce induccion detectable can ninguno de los
antibioticos probados: cefotastima, azlocilina, ceftazidima,
gentamicina o sisomicina.

Flacas & y &.Figura n, 10,

(Azlocilina / Imipenem, Cefotaxima, Ceftazidima, Gentamicina y
Sisomicina ).

Utilizamos como inductor Azlocilina.

En este caso tampoco pudimos demostrar induccion con ninguno de
los anttibioticos que s usaron: imipeneam, cefotaima,
ceftazidima, gentamicina y sisomicina.

R

Cepa HUZ2S ,
Induccion con Cefoxitina, Imipenem y Azlocilina.
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Flacas %c vy 4d.

Utilizamos como inductores a azlocilina en la placa 3 y a
cefoperazona en la placa 4.

(Azlocilina/ Ceftazidima,Cefotaxima, Imipenem) (Cefoperazona/
Azlocilina, Ceftazidima y Cefotaxima)

Figura n.14,

Ni azlocilina ni cefoperazona consideramos producen resultado
positivo inductivo en los antibioticos probados: ceftazidima,
cefotakima e imipenem uno vy azlocilina, ceftazidima y cefotaxima
. el otro.

Flacas Se y 6&6f.

Utilizamos como inductores a cefoperazona en la placa 35 Yy a
cefoxitina en la placa 6.

(Cefoperazona/ Bentamicina,Sisomicina e Imipenem) (Cefoxitina/
Cefoperazona, Imipenem ).

Figura n.15.,

Cefoperazona no produce induccion ni en gentamicina, sisomicina o
imipenem.

Cefoxitina, por su parte, si que la produce en cefoperazona, pero
no en imipenem.

Cepa HULZX
Induccidn con Imipenem, Cefoxitina, Azlocilina y Cefoperazona.

Flacas al y b2.

Utilizamos como inductor Imipenem en la 1 v cefoxitina en la 2.
(Imipenem/ Azlocilina,Ceftazidima, Cefotaxima) (Cefoxitina/
Azlocilina, Ceftazidima ,Cefotaxima)l.

Figura n.lé.

Imipenem produce induccion en ceftazidima unicamente, siendo
negativa la prueba para azlocilina vy cefotaxima, mientras que
cefoxitina produce induccion e ceftazidima vy cefotaxima. Es
negativa la prueba para azlocilina.
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HULE

L.a produccion de betalactamasa con esta cepa en fluidos
corporales, bajo condiciones de concentraciones subinhibitorias
de antibioticos fueron similares a las que se producian con
fluidos no corporales, pero es de destacar una produccion algo
menor que la encontrada en ellos: 0.73 v 0.8 . Esta diferencia no
mostré un caracter significativo.

HURD
lLa cepa HU22 mostro un comportamiento similar con  fluidos
corporales e incluso podemos decir que se registro una menor
actividad enzimatica 0.36 vy 0.2 fueron la produccion enzimatica
con azlocilina e imipenem.

HURE

l.a produccion enzimatica en HUZE fue superior a la encontrada en
condiciones basales, pero no lo fue con respecto a fluidos no
corporales.0.8% vy 0.5 Afueron los resultados encontrados en las
experiencias realizadas. (Vease tabla n.&)

Tabla n.8.FRODUCCION DE  RBRETALACTAMASA EAJO  CONCENTRACIONES
SUBINHIBITORIAS DE ANTIMICRORIANOS EN FLASMA HUMANO,

AZLOCTILINA IMIFPENEM

HUZ IF 0,20 0.28
R: 0,03

1 0,3 0, 38
HU1Z IR 0.75 0.8
R: 0,06

I QL b 0,92
HU22 IR 0.76 0.2
B: 0,08

1 0,4 0,4
HU2S IR 0.5 0.5
B: 0,07

1 0,7 0,8

E:Froduccidén basal de betalactamasa

I:Froduccidn inducida en fluidos no bioldégicos de betalactamasa
IF: Produccién inducida en fluidos biolégicos(plasmalde
betalactamasa.



FIGURA 1.FATRON DE F.ISOELECTRICO DE EXTRACTOS DE CUATRD CEFAS DE
FSEUDOMONAS AERUGINOSA,

1y 11. MIODGLORINA Y CITOCROMO C

I

E.COLT 1348 pRW1OL
Z.P. AERUGINOSA HU 22

4.F.AERUGINOSA HU 22 ,TRATADA CON CEFOXITINA (25 ugr/ml)

]

.F. AERUGINOSA HU =
6.F. AERUGINOSA HU = , TRATADA CON CEFOXITINA (25 ugr/ml)
7.F.AERUGINOSA HL 173
8. F.AERUGINOSA HU 173, TRATADA CON CEFOXITINA (25 ugr/ml)
?.F. AERUGINOSA HU 25

10.P.AERUGINOSA HU 25, THATADA CON CEFOXITINA (25 ugr/ml).
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Fseudomonas aeruginosa es un patoégeno oportunista de
gran trascendencia clinica. Produce infecciones de una elevada
mortalidad v 05 temido & amhientes hospitalarios Y

strahospitalarios por cuanto su presencia  traduce en muchos

casos una alteracion de las condiciones habituales de salud del
huesped. 8i a ello unimos su resistencia a sobrevivir en
ambientes 1onstiles, incluidos agquellos donde la potencia
antibiotica se deja sentir, como son los hospitales y su enorme
capacidad de utilizar los mecanismos de resistencia que tiene
como  organismo  vivo, hacen que sea un  enemigo temible vy
especialmente dificil de vencer cuando protagoniza un cuadro
infeccioso. (38,44 vy 68)

Nuestro estudio ha evaluado el comportamiento de 33
cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas en el Departamento de

Microbiologia del Hospital Universitario Virgen Macarena,
comprobando su  sensibilidad antibiotica, Sl capacidad de
produccion de betalactamasas, sl respuesta a la 2xposicidén de

concentraciones subinhibitorias de antibioticos., en particular a
los que se conocen como posibles inductores de produccidén de
betal actamasa vy la verificacidn de si tal respuesta es
equiparable a la que puede existir en fluidos biologicos, en
concreto plasma.

FRODUCCION DE RETALACTAMASAS.
ACTIVIDAD DE BETALACTAMASAS.

Aproximadamente un  20% de las cepas estudiadas
producian una cantidad significativa de betalactamasa. Cuatro de
@allas, strapolando, wn 1274 producian wuna considerable

cantidad de betalactamasa facilmente detectable con el método de
nitrocefin, propuesto por Medeiros et al (1985) (69) . Una de

“at



@llas, la HU 22, xtremadamente potente si nos basamos en el
método semicuantitativo gque se ha wtilizado para comprobar la
potencia enzimatica de betalactamasa de las cepas(Spot-Test).

Un estudio multicéntrico realizado en 10 Hospitales en Francia
por Fhilippon et  al (1984) (70) mostraba un porcentaje de cepas
productoras de betal actamasa notablemente superior al nuestro,
rondando en algunos casos en 2074, como en el caso del Hospital de
L.yon. :

No obstante v a pesar de la diferencia de resultados.si tenemos
presente que todas las nuestras cepas fueron aisladas de
hemocul tivos podemos establecer gque un porcentaje notablemente
significativo de esta especie productor de betalactamasa puede
complicar la evolucidn de enfermos tratados con betalactamicos.

SENSIRILIDAD BACTERIANA A ANTIMICROBIANDS

De los antibioticos estudiados los mas activos fueron
Imipenem y Cefatzidima con CMI9O entre 2 vy 4 ugr/ml . Es
conocida la actividad intensa de estos dos antimicrobianos contra
cepas de F.aeruginosa, actividad basada en muchas ocasiones en la
alta estabilidad de estos antimicrobianos a las hetalactamasas

wy oy

de esta bacteria(71l, 72 y 73).

Nuestros resultados coinciden con  los de otros autores,
como Wiedmann et al (1985) (74), aungue cabe reflejar gque 1la
sensibilidad de las Dbacterias estudiadas por nosotros con
relacion , en concreto a cefatzidima es superior a la registrada
por ellos, mientras que la sensibilidad a gentamicina de las 441
cepas estudiadas es superior a la encontrada por nosotros: la CMI
90 esta situwada a wna concentracion mavor de 32 ug/ml, mientras
aque estos autores la cifran en 16 wg/ml.Con relacion a Moxalactam
existe también wuna ligera discrepancia, aungue dentro de la
tonica general de concordancia.Nuestra CMIP0 se obtiene con
concentraciones de 32 wg /ml, mientras que estos autores la
cifran en mayor de I2 ugr/ml.Todas estas diferencias no son

estadisticamente significativas.



Esta actividad in vitro del ceftazidima tiene una buena
correlacion in vivo en los estudios publicados(75 y 76)

Imipenem, 21 otro agente mas activo de los estudiados
tiene una actividad muy similar a ceftazidima, alcanzandose el
10074 de inhibiciones con una concentracion de 16 ugr/ml. Estos
resultados son similares a los encontrados en la bibliografia:
Baverfeind (1981 (77),Lynch et al (1987)(78) y Livermoore vy Yang
(1987) (79) .

Tanto cefaperazona, como cefotaxima, tienen con respecto
a los antibioticos estudi ados una actividad intermedia,
alcanzandose CMIP20 en el caso de cefotaxima con 22 wg/ml. FPero es
azlocilina, gquien presenta una actividad mas déhil, alcanzandose
CMIQ0 con 286 ugr/ml.la bibliografia consultada presenta en este
sentido unos resultados variables, dependiendo de las cepas de
Fs.aeruginosa en cuestion(78,80,81). Urn  estudio realizado por
Ferea (1987) (44) mostraba sin embargo como de las cepas de
Fs.aeruginonsa aisladas en 1984, la CMISO con  relacion  a
azlocilina era de 4 uwg/ml yv la CMI?0 de 6&4:; resultados que
mostraban una actividad muy superior a la encontrada por nosotros
en nuestro estudio,aunque  las cepas fueron aisladas en el mismo
hospital..Bin embargo, con relacion a otros
antibioticos, cefoperazona,cefotaxima,ceftazridima, imipenemem,mo—
swalactam, los resultados eran solo levemente discrepantes, cuando
no muy similares. Solo con relacion a los aminoglicosidos
estudiados existe una discrepancia clara. Nuestras cepas eran
notablemente mas resistentes a tales antibioticos que las
estudiadas en el trabajo de Ferea y si bien entonces mostraban
un perfil de accion diferente, en el nuestro era muy similar, con
actividades practicamente iguales. EFs destacable igualmente
cComo azlocilina no muestra actividad a bajas
concentraciones (menos 4 wg/ml), resultados gue concuerdan también
con los de este autor (82).

En relacion a las cepas productoras de betalactamasas era
esperable encontrar uwna sensibilidad disminuida con relacion a
los betalactamicos uwutilizados en el estudio. Hay que resaltar
igualmente que . la actividad de los aminoglucosidos fue
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escasa, mostrando todas las cepas, salvo la HU7 unas (CMIs
superiores a 22 ug/ml, la concentracion maxima que se utilizo.
s resaltable con relacion & azlocilina que las debilmente
productoras de betalactamasas(produccion de cambio de coloracion
con nitrocefin mayor a un minuto), mostraban unas CMIs levemente
menores que las que consideramos furtemente productoras de
hetalactamasas ,seqgun el test usado. Como podemos observar en la
tabla N.Z2.todas las cepas estudiadas:HUI, 13,22 v 25 mostraron una
gsensibilidad para azlocilina de 25 0O mas, 0 sea, la maxima
concentracion que se estudio. El patrén de sensibilidades en
otros antibioticos varia de unas cepas a otras, no obstante es
destacable la gran resistencia gue posee la cepa HUZ22, para
incluso los antibioticos de mas actividad de los estudiados,
imipenem y ceftazidima, con concentraciones de 8 vy 16 uwug/ml |
respectivamente.

Estos resultados coinciden en la variabilidad de la
sensibilidad de las cepas con los estudiados por lynch et
al (1987) (78) ,Livermore y Yang (1989 (79) vy Jiménez—-Lucho et al
(1986) (82)y Buscher et al (1984) (84).

FRODUCCION DE EBETALACTAMASA EN CEFAS HIFERFRODUCTORAS

La producccion de betalactamasas en las ¢uatro cepas
es muy parecida y probablemente muestre un mismo comportamiento.
El rango entre la produccion de las cuabtro cepas es reducido vy
llama la atencion que la cepa gue mayor produccion basal de
betalactamasa posee es la HMHUZ2, justamente la que mastraba un
espectro de sensibilidad mas bajo para los antibioticos gue se
han usado.No existe , en ese sentido ninguna asociacion entre la
sensibilidad v la produccion basal de betalactamasas en ninguna
otra de las cepas estudiadas.

En este sentido nuestros resultados basales concuerdan
con los encontrados por otros autores como  Nordstrom vy 8Svkes
(1974 (85) v Aronofft vy Shlaes (1987) (8&4).



FRODUCCION DE BETALACTAMASA TRAS INDUCCION CON CONCENTRACIONES
SURINHIBITORIAS DE OCHO AGENTES ANTIMICROBIANQS.

Es va conocido que las concentraciones subinhibitorias
de antibioticos pueden afectar a las bacterias(87 y 88).
En muchas ocasiones las bacterias producen infecciones gue son
tratadas inadecuadamente con dosis insuficientes. LLos niveles
alcanzables entonces en el foco de infeccion se situan por debajo
de la concentracion minima inhibitoria. Niveles subinhibitorios
de antibioticos pueden inducir la produccion de betalactamasa por
P.aeruginosa(27’89)u

F.aeruginosa posee una betalactamase inducible de
maner a practicamente constante, que est A codificada
cromosomicamente. Ademas puede poseer urna amplia variedad de
plasmidos que pueden codificar otros tipos de betalactamasa
(90,91,92,93 y 94). La primera de estas betal actamasas
corresponde con lo que se ha dado en llamar betalactamasa tipo I:

la enzima de Sabath vy Abraham (1965) (95) .

En nuestro trabaijo encontramos gque practicamente todos los
antibioticos betalactamicos inducen la produccion de enzima
betalactamasa cuantificada con los métodos antes mencionados.

Tan solo los aminoglicosidos, como era de esperar, no
muestran un espectro de actividad superior al basal, si  bien
tampoco se puede considerar que antibioticos como cefotaxima,
ceftazidima o moxalactam muestren un  incremento notable. De
cual quier modo parece existir una tendencia general a un discreto
aumento. Esta tendencia evaluada estadisticamente solo es
valorable en dos antibioticos: azxlocilina e imipenem con p
menor de 0,035,

Aminoglicosidos

Tanto sisomicina como gentamicina no inducen la produccion
de betalactamasa. Los niveles de enzima betalactamasa es similar



con relacion a la produccion basal del enzima, 1o cual es
esperable, atendiendo a la diferente estructura guimica de estas
moleculas. El analisis estadistico no muestra alteraciones
significativas, como era igualmente esperable.

Cefotaxima,Ceftazidima y Moxalactam

Muestran wn  patron similar en cuanto a la capacidad
inductiva, si  bien recordemos que con relacion a su actividad
entraban dentro de grupos diferentes. Es destacable que la cepa
HU22 es la que muestra un mayor equilibrio con relacion a la
produccion inducida de enzima betalactamasa, con  valores
extremadamente similares a los de la produccion basal. Este
hecho unido a la especial sensibilidad de la cepa HU2Z2 nos hacen
pensar que el comportamiento de esta bacteria tenga posiblemente
unos puntos de referencia diferentes a las de sus homologos HUSZ,
HULZ vy HUZS. En las otras cepas, aunque existe una tendencia al
aumento podemos constatar como el analisis estadistico no muestra
alteraciones significativas.

Cefoperazona

Ran ] <~

Es un caso especial.Tanto la cepa HUI como HU 25 producen
con cefoperazona un ligero aumento en la produccion de
bheta lactamasa (4 vy x3) gque es estadisticamente significativo
con respecto a la produccion basal, perao HUL1Z v HUZ22 no muestran
una actividad parecida & la de las otras cepas, por lo que
podemos decir gue existe una induccion variable. De cualguier
modo no  hemos observado con relacion a la actividad un patron
especial de cefoperazona para las cepas estudiadas, asimilandose
mas a antimicrobianos tales como cefotaxima o moxalactam. No
obstante con relacion a las cepas que nos ocupan HUI v HU2S
podemos decir que si bien la cepa HUZ presenta la menor
sensibilidad con una CMI de 256 uwg/ml (su produccion basal es de
0.09 v la inducida cuatro veces mayvor), lo cual es un resultado
concordante,la cepa HU2S presenta CMI de 32 ug/ml. que es la mas
baja para cefoperazona.

)
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Azlocilina

Esta betalactamico antipseuwdomonas produce  en nuestro
estudio al utilizar concentraciones subinhibitorias un aumento
en la produccion de las betal actamasas de todas las cepas, si

hien es particularmente relevante en el caso de de las cepas HULZE
y HUZ2S. Curiosamente la cepa HUZZ es la que presenta  una menor
actividad inductiva, punto gque se correlaciona con la tonica
observada por esta cepa no solo con relacidn a azlocilina, sino
también con otros antibioticos.

Fosiblemente esto ilustre el hecho de la bajia actividad

de arlocilina Afrente a las cepas de F.aeruginosa —~ es el
antibiotico menos activo de todos los empleados en el estudio-,
perao con relacion a las cepas que  hemos estudiado mas

profundamente podemos establecer como existe wuna correlacion
clara entre la baja actividad del antibiotico-tiene CMIs en todas
ellas de 236 ugr/ml o mas—-y esta produccion enzimatica aumentada
tras la exposicion & concentraciones subinhibitorias de
azlocilina.
Azlocilina no estd considerado como un inductor fuerte,

segun otros autores, Como L.ivermoore vy Yang (1987) (79) o
Livermoore (19884) (96) .
Nuestros resultados para las cepas estudiadas podemos establecer
que induce de 3 A& 10 veces la produccion  basal de
betalactamasas.

El estudio estadistico, evidencio una diferencia significativa
con p menor de Q.00%,

Imipenem

De los antibioticos probados en el estudio realizado
imipenem es sin duda elque producia una mas fuerte induccion en
la produccion de betalactamasa en todas las cepas estudiadas, con

g

reepcion  probablemente de la HUZZ, comp  viene siendo  una
constante con otros antibioticos wtilizados.



Imipenem presenta unas tasas de induccion de hasta 15
verses con respecto a las condiciones basales determinadas. Esta
induccion es por lo tanto, particularmente relevante en las
cepas HULIZ v HUZS.

EFs notable en otro orden de cosas que imipenem sea
tambien, Jjunto a ceftaridima el antibiotico mas activo de los que
hayamos estudiado y no existe wuna clara relacion entre tal
produccion de betalactamasa i1inducida v las CMIs de las cepas
estudiadas. Tan solo en el caso de HUZZ2 existe una asociacion. La
cepa que produce menos cantidad de betalactamasa inducida es la
que tiene curiosamente una mayaor CMI para imipenem de todas las
cepas estudiadas.

El estudio estadistico de la variacion en la
produccion de betalactamasa con vy sin antibiotico en el caso
de imipenem puso de relevancia una diferencia significativa.

Nuestros resultados concuerdan con los encontrados por
Tausk et  al (19285 (27), que encuentran como imipenem induce
niveles significativos de hetal actamasa en F,asruginosa, o
Bertram vy Young (1984) (7). Evidentemente nuestros datos sugietren
gque la Hposicion de F.aeruginosa a niveles subinhibitorios de
imipenem pueden resultar en wun incremento de la produccion de
hetal actamasa por las cepas, con @l consiguiente posible fracaso
del tratamiento in vivo.

Mo pensamos que sea contradictorio la alta actividad
de imipenem en las cepas problema, por cuanto a pesar de tal
induccion . el antimicrobiano €5, ALN CUe inductor, lo
suficientemente estable frente a los betalactamicos inducidos
como para actuar frente a FP.aeruginosa.

l-a  induccion es la activacion transitoria de 1la
sintesis de betalactamasas en respuesta a la adicion de un
inductor. La sintesis de betalactamasa comienza de 1 a 20 minutos
aproximadamente tras la edposicion de bacteria al antibiotico vy
concluye cuando todo 1 ha sido hidrolizado. Evidentemente la
cantidad de betalactamasa producida esta en relacion con la
concentracion de inductor como con el tiempo de induccion(98).

Es evidente por otra parte gue bajo unas mismas condiciones las
betalactamasas difieren enormemente en sus potenciales de
induccion(16,98,99, 100, 101).




Livermore (1988) (98) concuerda con nosotros en el caracter
de fuerte inductor del imipenem v asi  como en el de la
ceforxitina, que hemos empleado como referencia de la capacidad
inductiva de las cepas (102).

Con respecto a las cefalosparinas de tercera generacion
que hemos empleado nuestros resultados concuerdan con los de
Lynch et al (1967) (78) y el mismo Livermore (1988) (98), s1 bien
que azlocilina en nuestras cepas es capar de inducir una fuerte
produccion ensimatica de betalactamasa.

En otro orden de cosas, i bien las betalactamasas de
F.aeruginosa se encuentran en el espacio periplasmico, no siendo
difusibles al medio, las posibles modificaciones de la pared
bacteriana por efecto de estos agentes antimicrobianos pudieran
alterar el espacio periplasmico o causar microalteraciones los
suficientemente importantes como para gque e liberen al medio
tales enzimas (88).

Es interesante resaltar gue otros autores, como Drigues et
al (1986) (103)hallan cComo de losg antibioticos probados
ceftaridima es el mas fuerte inductor, mientras gue cefoperarona
presentaba un  efecto intermedio; detalle gue en parte concuerda
-en lo referente & cefoperazona  con nuestros resultados.No
obstante hay qvye recalcar gque el estudio de este autor fue con
una sola cepa de Fseudomonas aeruginosa,

En nuestro estudio, por  tanto, azlocilina no  puede
encuadrarse Jjunto a antibioticos como las cefalosporinas de
tercera generacidn, detalle en el que no concordamos  con
Livermore y Yang(1987) (7%9) y Livermoore (1988) (98), que denomina a
antibioticos como cefotaxima, azlocilina Yy ceftriaxona
"inductores débiles -labiles"(79.,98), si bien se establece gue
la imipenema,por otro lado es un antibiotico ligeramente labil
ante las enzimas de FP.aeruwginosa,siencdo las CMis de las
betalactamasas inducibles para este agente muy similares en el
estudio de Livermoore vy de Williams(1985) (104) » a las  que
encontramos nosotros.



En conjunto, aunqgque parece axistir  un comportamiento
general dependiendo del tipo de antibidtico usado frente a

F.aeruginosa geqgun los trabajos de los autores consultados, por
ejemplo, sabemos que cefoxitina e imipenem son  antibioticos
inductores potentes de las betalactamasas de clase I, aunque
labiles, y que la mayoria de otros nuevos betalactamicos son

débiles inductores cle las betalactamasas de la clase
I.probablemente la wvariabilidad natural bhacteriana de
F.aeruginosa sea lo suficientemente amplia y los estudios
todavia incompletos COme para eshablecer claramente el

comportamientn real de esta bacteria. Ademds . en muchos casons
F.aeruginosa posee mas de una betalactamasa oque hace dificil

establecer patrones de respuesta.

DISCUSION SORRE LA PRUERA DE DIFUSION DE DISCO

Cepa HUZ

Ceforitina es un fuerte inductor, vy causa areas de corte en
las placas en la qgue existen antibioticos como cefalosporinas,
como es el caso de cefotaxima, azlocilina y ceftazidima(Figuras 2

y ). Evidentemente ni sisomicina ni gentamicina ., como
aminoglucosidos, fueron hidrolizados por  1la actividad de

betalactamasa existente en la placa N.2.
Es notable también la zona de corte sohre cefoperazona.

Imipenem por su parte causa zonas de inhibicidén en
azlocilina, de modo debil, como se puede observar en las figuras
n.2 vy 1%, pero no actua socbre ceftaszidima, cefotaxima vy

evidentemente tampoco sobre gentamicina o sisomicina. Estos
resultados no concuerdan con los de Tausk el al (1985) (27), en los
que no solo imipenem induce de modo importante resistencia en
antibioticos antipseudomonales, sino que causa en  un  gran
porcentaje areas de inhibicion de tamatio muy superior al
encontrado por nostros.



Azlocilina, por su parte, no indujo zonas de inhibicion con
ninguno de los antibioticos probados en la cepa HUZ, s1 bien en
la Figura n.l14 se aprecian areas de corte en el caso de
ceftazidima vy de cefotaxima gue no se muestran en la figura n.4
utilizando los mismos antimicrobianos. Fensamos, por lo tanto,
va que la unica diferencia entre las dos “periencias es la
existencia concomitante de imipenem que este agente pudiera ser
responsable indirecto de la zona de inhibicion mostrada en la
figura n.l4.

Cefoperazona.

En ninguno de los Casns con los antibioticos
probados,azlocilina, ceftazidima, cefotaxima, imipenem,sisomicina
o gentamicina se logro comprobar una zona de inhibicion o zona
de corte.Vease figura n.l3.

Es evidente la notable capacidad inductora de cefoxitina,
aque en nuestro estudio contrasta con la registrada para imipenem,
azlocilina o cefaoperazona. Fste hecho es conocido e incluso en
algunos estudios (Férez Bacalbao,1991) (102)se toma a cefoxitina
como referencia para conocer €l posible papel inductor de otras

cefalosporinas. Existe ademas una concordancia entre los dos
metodos usados para comprobar la capacidad inductora de
azlocilina & imipenem, en esta cepa, pues la escasa capacidad
inductora mostrada con zlocilina en este caso se ve refrendada

con la baja produccion inducida demostrada en la experiencia de
induccidn con concentraciones subinhibitorias(Confer tabla N.&)

Cepa HULZ.

Cefoxitina

En este caso cefoxitina, a pesar de ser un fuerte
inductor, solo consiguio producir  zonas de  inhibicion en
cefotakima vy ceftazidima, como puede observarse en las figuras 95
y 16. Este resultado discrepa del obtenido con relacion a la
cepa HUZ, por lo que es esperable un diferente comportamiento en

cuanto a la produccion de betalactamasas de ambas bacterias.

e



Imipenem

En este caso imipenem induce =zona de inhibicidn en
ceftazidima, como se puede apreciar en las figuras n. 6y 16 mas
claramente. Aqui  también existe wun diferente comportamiento de
las cepas en la produccion de betal actamasa.

Nzlocilina

Azlocilina es capaz: de inducir una zona de inhibicion
observable en la figura n.7 . Con relacion a cefotarima. La
Trona de corte producida en la figura n. 17, donde se utilizaba
también imipenem pensamos sea producida por la actividad de este
ultimo agente antimicroeobiano, y mas si tenemos presente gue como
hemos observado imipenem inducia en esta cepa uwuna zona de corte
mostrada anteriormente en las figuras n. & y 1b6.

Cefoperazona

No indujo zona de inhibicion con ninguno de los antimicrobianos
probados en esta cepa.

Es notable la diferencia de patrones de induccion de las cepas

en la prueba de difusidon de disco entre las cepas 3 y 12. Agui si
podemos observar la capacidad de induccidn de azlocilina frente a

cefotaxima, pero la capacidad de induccidn de cefoxitina es
menor que la reqgistrada en la cepa anterior vy el enfrentamiento
entire dos inductores Siempre da un resul tado

negativo(Imipenem—Azlocilina) (Cefoxitina—-Azlocilina) (Cefoxitina~I
mipenem) .




Cepa HUZ2Z

Esta cepa, que come  antes hemos comentado presentaba  un
patron particular de comportamiento en relacion & la produccion
de betal actamasas, con ningurno de los inductores probados: los
fuertes cefoxitina, imipenem Y zlocilina Y el debil
cefoperazona, conseguimos s produzcan zonas de  inhibicidén o de
corte. En todos los casos tal fenomeno es negativo como puede
apreciarse en las figQuras n. 8, 9 vy 10,

i a este hecho unimos gque presenta una sensibilidad
diferente a de las otras cepas estudiadas vy gque su produccion
basal e inducida en el estudio realicado no variaba

significativamente, como lo hacian las otras cepas HUZ, HUIZ vy
HUZ5, podemos pensar que sea una bacteria en la cual no existe
una betal actamasa inducible, SIM0 QUe posiblemente Sea
constitutiva, v desrreprimida, 0 sea,la desrepresion estable de
la sintesis de beta-lactamasa, aunque confundida a veces con la
induccion muestra un caracter totalmente diferente
(Livermoore, 1986 v Fhillips,1986) (105 y l10&6):mientras que en la
induccion es una respuesta transitoria fenotipica ante un
betalactamico, la desrrepresion estable —que puede ser parcial,
si el microorganismo tiene cierta capacidad de induccion— el
agente biologico produce una hiperproduccion de enzima ,con
independencia de la presencia o no del antibiotico(98).

Cepa HUZS

Cefoxitina

l.a cefoxitina en esta cepa produce zonas de inhibicidn en
el caso de cefotanima vy ceftazidima.peroc no en el caso de
azlocilina,a la que existe resistencia. Es notable como las



tres cepas se comportan de manera diferente con relacion a la
capacidad inductiva por parte de cefoxitina.

En la cepa donde mas induccion se observa por parte ded
ceforitina es la HUY, seguida de la HU 25 v por ultimo la HU 13,
en la que soleo aparecen zonas de corte frente a cefotarima.

Este antibiotico., en otro orden de cosas es el antibiotico que
con mas facilidad pone en marcha su respuesta frente a la
capacidad inductiva de cefoxitina en las cepas estudiadas.

Imipenem

For su parte imipenem solo consique zona de inhibicidn con
relacion a ceftazidima vy no con relacion a cefotaxima v
arlocilina.

Es notable como imipenem en las cepas estudiadas HULZ y  HU 23
consigue producir zonas de inhibicion con la ceftazidima,
resultados evidentemente discordantes con los encontrados por
Tausk et al en su trabajo (19835) (27).

Arlocilina

Agui  azlocilina produce zona de inhibicion con relacion
tambien con cefotaxima, como ocurria con la cepa HULIZ., Es
resaltable no solamente la produccion basal similar de ambas
cepas, sino el similar comportamiento que poseen con relacion a
sl capacidad  inductiva de betalactamasas frente a determinados
agentes antimicrobiancos . El resultado supuestamente positivo
para ceftazidima pensamos, como en anteriores Casos, que esta
matizado por la actuacion del imipenem,que come hemos comprobado
posee un efecto inductor con relacion a ceftazidima.

4
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Cefoperazona

Tampoco aqui cefoperazona  fue capaz de mostrar ninguna
zona de inhibicion o de corte para los antibioticos puestos en
contacto con este antibiotico.

l.a diferencia de comportamiento de las cepas en la prueba de
Difusion de Disco, pensamos que pone de manifiesto una diferente
presidn del "bagaje" de betalactamasas bacterianas dependiendo
del substrato sobre el gue tengan gque actuar vy de las condiciones
especiales de la bacteria en el medio. En este sentido es por
ello notable la discordancia entre el trabajo de Tausk et
al (19835) (27) v el nuestro, por cuanto qgque a pesar de ser las
condiciones muy similares, imipenem een su Caso en casi un
centenear de cepas producia  una zona de inhibicidn de
practicamente todos los antibidticos probados (moxal actam,
cefotarima, ceftriaxona,cefOperazona, cefsulodin, carbenicilina,
ticarcilina,merlocilina, piperacilina)l.

Fosiblemente, por ello, estas diferenclas EXDITRSEen una
variabilidad inductiva que depende de la propia naturaleza de
las cepas en cuestidon, haciendo por ello dificil, ante este
diferente comportamiento, establecer conclusiones definitivas.

ESTUDIO DE LOS VALORES DE FUNTO ISOELECTRICO DE LAS
BETALACTAMASAS DE F.AERUGINOSA Y ESFECTRDO DE ACTIVIDAD.

Desde que Sykes vy Matthew recomendaban en 1976 el
estudio del punto iscelectrico de las betalactamasas de las
bacterias como criterio mayor de identificacion(2l), se ha hecho
obligado tal para poder ahondar en el significado bioquimico vy
microbiologico de tales enzimas.

La figwa n.l muestra el efecto del crecimiento de las
cepas estudiadas HWI,HULE, HU22 v HU23, en presencia v ausencia
de un inductor tipico de betalactamasa(cefoxitinal, a una
concentracion de 235 ug/ml. La aparicidén de nuevas bandas debe,
pues,en general, interpretarse como betalactamasas diferentes.
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La cepa HUZ muestra sin inducir una banda depunto
isoelectrico 9.4, asimilable a lo que conocemos como TEM-2, pero
al inducir aparecen dos bandas mas que se situan en los puntos
7A3 y 7.7,

La cepa HULIZ muestra, sin inducir una banda situada
en el punto  iscelectrico .4 ., mientras gue al inducir
aparecen una nueva banda dieferente a las producidas en la cepa
anteriormente nombrada: pl.7.85.

L.a cepa HU22 muestra dos bandas gue se situan en los
puntos 7.13 vy 7.7., pero tanto con inductor, como sin él1, lo que
nos permite establecer, como antes comentabamos que estamos
frente a una cepa desrreprimida. Esto concuerda con el espectro
especial de sensibilidad que presenta , asi como el patron qgue
sique de comportamiento, y la nula induccion que ha presentado
en la prueba de difusion de disco.

La cepa HU25 muestra una banda situada en el p.1 5.4,
Al inducir con cefoxitina nos aparece una banda débil situada en
el punto 7.7.

Desde un punto de vista de p.l la cepa HULS difiere
de las otras tres en que posee una betalactamasa de pl 7.85,
determinada  cromosomicamente, ademds produce una betalactamasa
TEM—-1. Las ot