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RESUMEN

Con el propésito de analizar los fenotipos de resistencia de las cepas de
Staphylococcus aureus, aisladas de pacientes hospitalizados y ambulatorios del
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, durante el periodo julio-
diciembre de 2008, se estudiaron 196 aislados identificados previamente como
Staphylococcus sp., estas fueron corroboradas mediante pruebas bioquimicas
convencionales; la susceptibilidad antimicrobiana se determin6 mediante la prueba de
difusion en agar, en el caso de vancomicina se determin6 la concentracion inhibitoria
minima. Se identificaron 83 cepas como Staphylococcus coagulasa negativo y 113
cepas como Staphylococcus aureus, de estas ultimas, 55 se aislaron de pacientes
hospitalizados y 58 de pacientes ambulatorios. La resistencia presentada por S. aureus
a la penicilina fue de 89,1% para cepas de procedencia hospitalaria y un 77,6% para
cepas ambulatorias, resultando productoras de -lactamasas el 43,1% y 51,7% de las
cepas, respectivamente. El 43,6% (24) de las cepas de S. aureus aisladas de los
pacientes hospitalizados fueron oxacilina resistentes por el método de difusion en
agar, de estas, 22 resultaron productoras de PBP2a y 2 posibles BORSA. En cuanto a
las cepas ambulatorias, 24,1% (14) fueron oxacilina resistentes por el método de
difusion en agar y presencia de PBP2a. La resistencia a eritromicina y clindamicina
en cepas hospitalarias fue de 34,6% y 25,4%, mientras que en las de origen
ambulatorio se obtuvo un 22,4% y 15%, respectivamente. La resistencia inducible a
clindamicina fue similar en ambos grupos de estudio. Los agentes antimicrobianos
como vancomicina y trimetoprim-sultametoxazol fueron activos en todas las cepas
estudiadas. El antibiotipo II (P', AM', OX®, SAM®, GM’, E°, CC°, RIF*, TE®, CIP®) fue
el mas frecuente, tanto en las cepas obtenidas de pacientes hospitalizados (36,2%)
como en las ambulatorias (34,5%). El 70,4% de los pacientes hospitalizados y 67,5%
de los pacientes ambulatorios recibian antibioticoterapia previa a la toma de muestra,
resultando los betalactdmicos los mayormente empleados como tratamiento en ambos
grupos.

Palabra y/o Frases Claves: Staphylococcus aureus, Infeccion hospitalaria y
ambulatoria, Resistencia antimicrobiana, Staphylococcus aureus meticilino resistente,
Fenotipos de resistencia.



INTRODUCCION

El nombre de estafilococos fue designado por Sir Alexander Ogston, después de
utilizar la expresion griega Staphyle (racimo de wuvas), para describir las
caracteristicas de los mismos, segun la division de las células en grupos semejantes a
uvas (Kloos y Bannerman, 1995). Los estafilococos son bacterias Gram positivas
agrupadas en parejas, tétradas, cadenas cortas, o de forma caracteristica, como
racimos irregulares, son inmoéviles y no esporulados. El género Staphylococcus
incluye actualmente 47 especies y 8 subespecies aerobias y anaerobias facultativas,
con la excepcion de S. saccharolyticus y S. aureus subespecie anaerobius, que son
anaerobias estrictas (Camarena y Sanchez, 2000). Staphylococcus aureus se ha
descrito como la especie de mayor importancia clinica dentro del género; puede
encontrarse colonizando, principalmente, las fosas nasales en el 20,0% a 40,0% de los
individuos y en una menor proporcion en los pliegues cutaneos, el periné, las axilas y

la vagina (Koneman et al., 2008).

Para el aislamiento e identificacion de cepas de S. aureus se debe inocular
placas de agar sangre (preferiblemente de carnero al 5,0%); las cuales deben ser
incubadas a 35-37°C por 24 horas. Las colonias desarrolladas en este medio se
observan con un diametro de 1 a 3 mm, lisas, elevadas, de consistencia mucoide,
color crema amarillo dorado, debido a la producciéon de pigmentos carotenoides;
algunas colonias pueden presentar una zona evidente o difusa de betahemolisis a su
alrededor, propiedad hemolitica que se hace evidente solo después de una prolongada

incubacion (Koneman et al., 2008).

Dentro de las principales caracteristicas distintivas de S. aureus se encuentran la
produccion de coagulasa, sensibilidad al disco de noboviocina, actividad fosfatasa

alcalina, produccion de 4cido a partir de D-manitol y produccion de



desoxiribonucleasa termoestable (Kloos y Bannerman, 1995).

El éxito de la colonizacion y la produccion de enfermedades por S. aureus se
debe a la expresion de factores de virulencia que participan en adhesion, adquisicion
de nutrientes y evasion de la respuesta inmune del huésped (Monday y Bohach,
1999). Los factores de virulencia se clasifican en tres categorias: a) factores
involucrados en la adherencia de la célula huésped o matriz extracelular, proteinas de
unidn a fibrindgeno, fibronectina, coldgeno y coagulasa; b) factores involucrados en
la evasion de las defensas del huésped, como las enterotoxinas estafilococicas (Ses):
SEA-SEE, SEG-J, SEK, SEL, SEP, SEM y SEO; la toxina 1 del sindrome de choque
toxico (TSST-1), proteina A, lipasas y polisacaridos capsulares tipos 1, 5 y 8§; ¢)
factores involucrados en la invasion de la célula huésped y penetracion de los tejidos,
como las hemolisinas a, B, [] y & (Projan y Novick, 1997; Jerraud et al., 2001; Orwin
et al., 2001; Yamaguchi et al., 2002).

En los hospitales, al menos, el 40,0% de las infecciones intrahospitalarias (ITH)
son ocasionadas por bacterias Gram positivas, las cuales han igualado e incluso
superado a las bacterias Gram negativas (Garcia y Fresnadillo, 2000). En las altimas
cuatro décadas, la aparicion y diseminacion de cepas de S. aureus resistentes a la
oxacilina, también denominada S. aureus meticilina resistente (SARM) ha convertido
a esta bacteria en la responsable de un gran nimero de infecciones intrahospitalarias
en todos los continentes, atin cuando existan diferencias epidemioldgicas importantes
entre los distintos paises e incluso entre las regiones de un mismo pais (Velasquez et

al., 2002).

Desde el punto de vista clinico, las infecciones por SARM no difieren de las
producidas por S. aureus sensible a la meticilina y, por tanto, las cepas resistentes
tienen la misma capacidad patogénica para colonizar y causar infeccion, las mas

comunes son las infecciones de heridas quirGrgicas, bacteriemia, neumonia,



osteomielitis, artritis y la infeccion asociada al catéter intravascular o sondaje
urinario. Entre las complicaciones potencialmente graves de la bacteriemia
estafilococica se encuentran el sindrome del shock séptico y las infecciones
metastasicas (endocarditis aguda, miocarditis, pericarditis, meningitis, artritis,

osteomielitis, neumonia y absesos) (Camarena y Sanchez, 2000).

Desde hace muchos afios se han reportado brotes epidémicos de S. aureus por
todo el mundo. Estos se han detectado en una gran variedad de lugares, tales como
hospitales, clinicas y, en afios recientes, en la comunidad (Camarena y Sanchez,

2002; Velazquez, 2005; kanafani y Fowler, 2006).

La infeccion hospitalaria es aquella que se desarrolla durante la hospitalizacion
del enfermo y que no se hallaba presente, o en periodo de incubacion en el momento
de su admision en el centro hospitalario. Si el periodo de incubacion de una
enfermedad es desconocida, ésta se toma como infeccion intrahospitalaria cuando se
desarrolle tras la hospitalizacion, aunque de forma arbitraria suele considerarse un
periodo de tiempo minimo de 48 horas después del ingreso. Una infeccion ya
presente en el momento del ingreso puede catalogarse como intrahospitalaria si esta
relacionada directamente con un ingreso previo en el mismo hospital u otro. La
aparicion de una infeccion tras el alta del paciente debe considerase infeccion
hospitalaria si el contagio o colonizacion se produjo durante la estancia del paciente
en el centro asistencial, aunque no se manifieste hasta después del alta (lo que sucede
en el 25,0%-40,0% de los pacientes con infeccion de la herida operatoria, situacion
cada dia mas frecuente por el aumento de la cirugia de estancia corta) (Giron et al.,

2002).

Varios factores de riesgo se han descrito para adquirir infecciones por SARM en
hospitales, entre ellos, se destaca la hospitalizacion en unidades de cuidados

intensivos, permanencia prolongada del paciente, hemodialisis; enfermedad



subyacente severa (diabetes, cancer, inmunodepresion), procedimientos invasivos,
presencia de catéteres o protesis, exposicion prolongada o recurrente a antibidticos y

contacto estrecho con personal de la salud (Sattler et al., 2002).

A finales de los afios 90, se comunic6 la emergencia de SARM adquirido en la
comunidad como un patdégeno que afecta a adultos y a nifios sin los tradicionales
factores de riesgo para la adquisicion de SARM-hospitalaria, con sensibilidad a pocos

antibioticos y factores de virulencia especificos (Naimi et al., 2003; Weber, 2005).

La introduccion de la penicilina a principios de los afios 40, como tratamiento
en las infecciones causadas por S. aureus, abati6 de manera importante las
enfermedades ocasionadas por este microorganismo. Sin embargo, un afo después de
su utilizacion ya se tenian cepas de S. aureus resistentes a la penicilina. Para 1946, en
Inglaterra, se observo que, aproximadamente, un 60,0% de los aislamientos de
estafilococos fueron resistentes a la penicilina y para mediados de 1950, los estudios
mostraron altos porcentajes de cepas de S. aureus resistentes. Los primeros
aislamientos de S. aureus multirresistentes fueron recobrados en 1957, y para esta
fecha los estafilococos habian adquirido resistencia a la gran mayoria de antibidticos
disponibles. Actualmente, se reporta una resistencia a la penicilina del 80,0%- 93,0%
0 mas, tanto en cepas de S. aureus aisladas de hospitales como de la comunidad

(Velazquez, 2005; Kanafani y Fowler, 2006).

El gen mecA es el responsable de la resistencia a la meticilina en los
estafilococos. Este gen, de aproximadamente 2 kb, se encuentra integrado en el
ADN bacteriano. La transcripcion del gen mecA genera una proteina, denominada
PBP2a 6 PBP2’, con actividad transpeptidasa y con baja afinidad por los
antibidticos B-lactdmicos. En presencia de estos antibioticos, todas las PBP de S.
aureus estan inhibidas, a excepcion de la PBP2a, la cual seria la responsable de

seguir con la sintesis de la pared celular bacteriana (Chambers et al., 1989;



Chambers, 1997).

La resistencia a la meticilina en S. aureus, también puede detectarse en cepas que
no poseen el gen mecA; se trata de la resistencia bordeline a oxacilina por S. aureus
(BORSA) y a una resistencia modificada (MODSA). La primera es debida a una
hiperproduccion de betalactdmasas estafilococcica, mediada por plasmidos; presentando
una resistencia limite a oxacilina y, la segunda, se debe a la existencia de PBP normales
modificadas (PBP 1 y 2 de baja afinidad) y a una mayor concentracion de PBP4. Al igual

que el mecanismo anterior, la resistencia observada es limite (Gil, 2000; Sopena, 2002).

La resistencia a la meticilina es un fendémeno complejo con expresion variable y
multifactorial, lo que puede dificultar su expresion en el laboratorio. La resistencia a
meticilina puede ser heterogénea u homogénea, debido a que la expresion fenotipica
del gen mecA, es afectada por muchos factores. Las cepas de S. aureus con resistencia
heterogénea (mas frecuente) se caracterizan porque so6lo una pequeiia subpoblacion
bacteriana (10°°-10™*) sobrevive a concentraciones de oxacilina superiores a 10 pug/ml,
mientras que la mayor parte de la poblacion muere con bajas concentraciones del
antibiotico. Estas cepas se caracterizan porque presentan gran heterogéneidad en el
tamafio de las colonias cuando crecen en agar. Sin embargo, las cepas resistentes a
oxacilina con expresion homogénea se caracterizan porque toda la poblacion
bacteriana crece, incluso a altas concentraciones del famaco y con independencia de
las condiciones de incubacion; las colonias son de similar tamafio. Se ha demostrado
que es posible la transfosmacion de una expresion heterogénea a una homogénea, y
esto se encuentra asociado a la seleccibn de mutaciones cromosomicas,
reorganizaciones genéticas, incremento de la producciéon de PBP2a o el pasaje de
cepas heterogéneas en medios con altas concentraciones de antibidtico (Tomasz et al.,

1989; Gil, 2000; Sopena, 2002; Torres, 2002; Rodriguez et al., 2007).

La elevada capacidad de SAMR de generar resistencia a los antimicrobianos se ve



reflejada en la resistencia al grupo MLSg (macroélidos, lincosamidas, streptograminas B),
la cual presenta dos variables, la resistencia constitutiva (MLSBc) y la inducible
(MLSBI) (Schreckenberger et al., 2004): ambas estan codificadas por el gen erm
(erythromycin ribosome methylation) que induce la metilacion de la subunidad
ribosomal 23S, lo que conlleva a la modificacion del sitio de union de estos antibioticos.
La variable constitutiva presenta elevado nivel de resistencia a cualquier antimicrobiano
del grupo MLSg, a diferencia de la resistencia inducida que presenta Unicamente
resistencia a los macrolidos de 14 4tomos (eritromicina) y 15 atomos (azitromicina) y
sensibilidad in vitro a macrélidos de 16 atomos, lincosamidas (clindamicina) y

estreptograminas B (Fiebelkorn et al., 2003; Steward et al., 2005; Rodriguez et al., 2007).

La resistencia a aminoglucésidos en S. aureus viene dada basicamente por 3
mecanismos: 1) mutaciones en la diana ribosdmica; 2) alteracion de la permeabilidad;
y 3) modificaciéon enzimatica del antimicrobiano por acetilacion, fosforilacién o
nucleotidilaciéon de grupos amino e hidroxilo. Este ultimo es el mecanismo mas

importante en S. aureus (Torres, 2002; Mella et al., 2004; Rodriguez et al., 2007).

Las quinolonas se han utilizado para tratar infecciones por bacterias Gram
positivas, incluyendo a S. aureus, observandose resistencia a dichos antimicrobianos,
especialmente entre las cepas de SARM. Esta resistencia se explica por mutaciones
ocurridas espontaneamente, en primer lugar, en los genes que codifican la expresion
de la topoisomerasa IV y luego, la segunda mutacion ocurre en los genes QyrA y
gyrB, produciendo la ADN-girasa (topoisomerasa II), esto conlleva a cambios de
aminoacidos en regiones criticas de dichas enzimas vy, asi, alteran su afinidad por el

farmaco (Sanders, 2001; Torres, 2002; Taléis et al., 2002; Lowy, 2003).

El mecanismo de resistencia de S. aureus a la rifampicina podria depender de la
disminucion de la afinidad de la ARN polimerasa por el antimicrobiano, debido a una

mutacion cromosomica mediada por el gen rpoB (O'Neill et al., 2000; Sopena, 2002;



Murphy et al., 2006; O'Neill et al., 2006).

La resistencia a tetraciclina es bastante frecuente en S. aureus y depende de dos
mecanismos principalmente: a) aumento del eflujo activo del farmaco, dependiente de
un determinante cromosdmico, y b) mecanismos de proteccion ribosomal (Roberts,

1996; Pérez y Iglesias, 2003; Jara, 2007).

La resistencia a sulfametoxazol por parte de S. aureus se puede producir por
cambios estructurales en la enzima dihidropteroato-sintetasa, o una produccion
excesiva de 4cido paraaminobenzoico. En cambio, el principal mecanismo de
resistencia a trimetoprim es una dihidrofolato reductasa alterada, originaria en un
transposon. Por otra parte, la resistencia de S. aureus a las  sulfamidas es mucho

mas comun que al trimetoprim (Sopena, 2002; Lowy, 2003).

La terapia de eleccion para el tratamiento de infecciones graves por SAMR es
la vancomicina, por lo que su uso en la practica clinica es cada vez mas frecuente
(Tibavisco, 2007). En 1997 se inform¢ el primer caso de S. aureus con sensibilidad
intermedia a la vancomicina y, en la tltima década, ya se han registrado casos de
cepas resistentes a la vancomicina (Smith et al., 1999; Tenover et al., 2004). La
resistencia intermedia a la vancomicina en S. aureus se debe a un aumento del grosor
de la pared celular, atrapandose mas vancomicina en las capas superficiales del
peptidoglicano que evita la llegada del fArmaco a la membrana citoplasmatica. En las
cepas resistentes a la vancomicina, el mecanismo que estd presente es una sustitucion
del péptido terminal D-alanina-D-alanina por D-alanina-D-Lactato (Srinivasan et al.,

2002; Appelbaum y Bozdogan, 2004; Contreras et al., 2005).

La prevalecia de cepas de SARM con resistencia asociada a vancomicina ha ido
incrementandose a nivel mundial con el pasar de los afios, intensificando el problema

de resistencia en esta bacteria (Torroba et al., 2000). Hasta ahora, en Venezuela no se



han reportado cepas de S. aureus resistentes a vancomicina.

Un elemento que diferencia a SARM comunitario (SARM-C) de SAMR
hospitalario (SARM-H), es el patron de sensibilidad a los agentes antimicrobianos.
Mientras que una cepa de SARM-H es multirresistente, la correspondiente a SARM-
C es sensible a antimicrobianos como trimetoprim-sulfametoxazol, gentamicina,

vancomicina, clindamicina y, en forma variable, a eritromicina (Hussain et al., 2000).

En Espana, seglin el ultimo estudio nacional de prevalencia de la resistencia de
S. aureus realizado, se determind que el 72,0% de las cepas de SARM de origen
nosocomial eran resistentes a la gentamicina, el 83% a la eritromicina y clindamicina,
respectivamente, el 96,0% a ciprofloxacina y el 35,0% a rifampicina. En cambio, s6lo
el 4,0% eran resistentes al cloranfenicol y cotrimoxazol, mientras que todos eran

sensibles a vancomicina y teicoplamina (Sopena y Sanabria, 2002).

En Japon se encontré que el 60,0% de cepas nosocomiales de S. aureus,
aisladas durante 1992-1993, eran meticilino resistente. En Europa, la prevalencia
varia mucho de un pais a otro, siendo superior en los paises del Sur y en Irlanda. En
Espaia, desde 1986 a 1996, la prevalencia de SAMR, de origen hospitalario, aumentd
de 1,5% a 17,9%. En Estados Unidos, la proporcion SAMR comunicados al Comité
Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales (NNI, del inglés: National
Nosocomial Infections Surveillance) aument6 del 2,0%, en 1975, a 35,0%, en 1996
(Torroba et al., 2000). En Alemania, para el afio de 1997, la prevalencia de SAMR era
de 8,0%, y para el 2003 aumento a 30,0% (Gastmeier et al., 2005).

La Organizacion Panamericana de la Salud, entre los afios 1993 a 1995, estudio el
porcentaje de S. aureus resistente a diferentes agentes antimicrobianos en Venezuela,
encontrando un incremento de la misma ante meticilina, gentamicina, vancomicina,

ciprofloxacina y eritromicina. Asi mismo, el Instituto de Biomedicina, seccion de



Microbiologia de la Universidad Central de Venezuela, entre los afios de 1994 a 1998,
determinaron cepas de S. aureus resistentes a la mayoria de los antibidticos probados:
penicilina (94,0%), oxacilina (22,0%), clindamicina (19,0%), eritromicina (30,0%),
ciprofloxacina (8,0%), rifampicina (39,0%), y gentamicina (10,0%) (Serrano et al.,
1998).

Guzman y Lozada (2007) en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcala”, estado Sucre, Venezuela, realizaron un estudio donde se observd la
susceptibilidad a diferentes antibidticos (penicilina, oxacilina, eritromicina,
clindamicina, gentamicina, tetraciclinas, cloranfenicol, vancomicina, ceftriazona) en
cepas de S. aureus de origen hospitalario y ambulatorio, encontrando resistencia a:
penicilina (72,7%), oxacilina (45,5%), eritromicina (27,3%), gentamicina (45,5%),
ceftriazona (45,5%) en cepas hospitalarias, y en cepas ambulatorias la resistencia fue:
penicilina (41,7%), oxacilina (16,7%), eritromicina (25,0%), tetraciclinas (8,3%),
ceftriazona (16,7%).

S. aureus juega un papel importante como patdogeno causante de infecciones
hospitalarias y ambulatorias; en las ultimas décadas ha aumentado su prevalencia,
donde llama la atencion la resistencia que se observa ante los antimicrobianos;
motivo por el cual se propuso en la presente investigacion determinar la resistencia
antimicrobiana de las cepas de S. aureus aisladas de individuos, con infecciones
intrahospitalarias y ambulatorias, atendidos en el Hospital Universitario “Antonio

Patricio de Alcala”, Cumana, estado Sucre.



METODOLOGIA

Cepas bacterianas

Durante el periodo comprendido entre junio-diciembre de 2008 se recolectaron
196 cepas de Staphylococcus sp., provenientes de 161 pacientes hospitalizados y
ambulatorios (consulta de medicina interna, consulta de pediatria, consulta de
urologia, consulta de ginecologia-obstetricia, consulta de traumatologia, personal y
redes ambulatorias) atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcald”, de la ciudad de Cuman4, estado Sucre; dichos datos se obtuvieron a partir de

encuertas llenadas a cada paciente, previo consentimiento (apéndice 1y 2).

Las cepas recolectadas, identificadas inicialmente como Staphylococcus sp.,
fueron preservadas en agar conservacion y, luego llevadas al Laboratorio de
Bacteriologia Clinica del Departamento de Bioanalisis de la Escuela de Ciencias,

Nucleo de Sucre, Universidad de Oriente, para su analisis correspondiente.

Subcultivo de cepas

Con el objeto de probar la viabilidad y pureza de los aislados, cada uno se
colocd en caldo infusion cerebro corazon. Luego, los mismos se sembraron, por
medio de la técnica de estria, en medios de cultivo como agar sangre, agar Mac
Conkey y agar manitol salado, posteriormente, se observo el crecimiento bacteriano
en medios. En cada ocasion, el material se incub6 a 37°C, en aerobiosis, por 24 horas

(Koneman et al., 2008).

Estudio Bacteriolégico
A partir de los crecimientos puros de las cepas bacterianas, en los medios agar
sangre, agar manitol salado, se procedid a la observacion macroscopicas de las

colonias, tomando en cuenta caracteristicas tales como: aspecto, forma, tamaiio,
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borde, consistencia, color, elevacion, hemolisis, y formacion de pigmento. La colonia
cuya morfologia fue sugestiva de Staphylococcus sp. (colonias de 1-3 mm, lisas,
elevadas, consistencia mucoide, color crema-dorado, algunas presentan hemolisis), se
le realizdé un frotis tefiido con Gram, con la finalidad de observar morfologia
bacteriana y afinidad tintorial (Huccker y Coon, 1923). Luego se realizarén las
diferentes pruebas bioquimicas, entre las que se incluyeron, catalasa, fermentacion de
manitol, coagulasa, ADNasa, tomando en cuenta los procedimientos y esquemas de

identificacion para Staphylococcus sp., descritos por Koneman et al. (2008).

Prueba de catalasa

Para determinar la produccion de la enzima catalasa se coloco en un portaobjeto
una gota de peroxido de hidrogeno al 3% y se mezcld con una colonia del
microorganismo sospechoso tomado del agar sangre, la formacién de burbujas se

considerd como reaccion positiva.

Fermentacion de manitol

En una placa de petri que contenia agar manitol salado, se inoculd por estria
una colonia pesuntiva de S. aureus, incubandose de 18-24 horas a 35-37°C, en
aerobiosis. Luego se observo si habia crecimiento de dicho microorganismo en altas
concentraciones de NaCl (7,5%), y la fermentacion del manitol, evidenciada por un

cambio de color del indicador rojo de fenol a amarillo.

Prueba de coagulasa en tubo

Para evaluar la capacidad del microorganismo de transformar el fibrindgeno en
fibrina, se coloco una colonia de un cultivo de 18 a 24 horas de incubacion en 0,5 ml
de caldo nutritivo, a este se le agregaron 4 gotas de plasma con EDTA y se incub6 a
35°C, si dentro de las 4 horas de incubacion se formaba un codgulo, se consideraba la
prueba como positiva para S. aureus, sino se esperaba 18 a 24 horas incubando a

temperatura ambiente para hacer una nueva lectura.
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Prueba de ADNasa

S. aureus produce la enzima ADNasa que hidroliza el ADN. Esta fue detectada
sembrando en medio ADN, en forma de mancha densa, al microorganismo
identificado presuntivamente como S. aureus. Después de 24 horas de incubacion a
35°C, se agreg6 al crecimiento unas gotas de 4cido clorhidrico al 1,0%, si al rededor
de la colonia se formaba un halo transparente se consideraba la prueba como positiva,

si por el contrario se observaba un halo opaco, la prueba se consideraba negativa.

Susceptibilidad Antimicrobiana

Primeramente se realizaron pruebas de susceptibilidad a los agentes
antimicrobianos, las cuales se determinaron mediante el método de difusion en agar,
siguiendo las recomendaciones del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorios,
del ingles: Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2009). Para ello, se prepard
un inoculo de cada cepa de S. aureus en 4,5 ml de solucion salina fisioldgica a partir
de un crecimiento de 18 a 24 horas, sembrado en agar nutriente, ajustado al patrén 0,5
en la escala de Mac Farland. Una vez obtenido la turbidez correspondiente (1,5 x 10°
ufc/ml), se procedié a impregnar un hisopo estéril en la suspension y se rotd varias
veces, ejerciendo presion sobre las paredes del tubo para eliminar el exceso de
liquido. Luego se disemind el hisopo en diferentes direcciones para cubrir toda la
superficie del agar Mueller Hinton. Se dejo secar la placa, posteriormente, se
procedi6 a colocar los discos de antimicrobianos: 1 pg de oxacilina (OX), 10 pg de
penicilina (P), 10 ug de ampicilina (AM), 30 pg de cefoxitin (FOX), 10/10 ug de
ampicilina-sulbactam (SAM), 10 pg de gentamicina (GM), 15 pg de eritromicina (E),
2 pg de clindamicina (CC), 5 pug de rifampicina (RIF), 30 pg de tetraciclina (TE), 5
ug de ciprofloxacina (CIP), 1,25/23,75 pg de trimetoprim-sulfametoxazol (SXT).
Todos de la casa comercial Laboratorios Britania S.A. Las placas se incubaron a una
temperatura de 35°C, en aerobiosis durante 18 horas, y 24 horas para oxacilina. La
lectura de cada halo de inhibicion, formado alrededor de disco, se realizo midiendo el

diametro con una regla milimetrada. El mismo se compard con los puntos de corte
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recomendados para Staphylococcus sp., establecido por el CLSI (2009), para

determinar si el microorganismo es sensible, resistente o de sensibilidad intermedia.

Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) a vancomicina

La CIM a la vancomicina (VAN) se efectu6 utilizando el método de dilucion en
agar y fue definida como la minima concentracion de antibidtico capaz de inhibir el
crecimiento bacteriano y se interpretd de acuerdo a los criterios del CLSI (2009). El

rango de concentracion probada fue de 0,5-64 pg/ml de vancomicina.

Mecanismos de resistencia

Produccion de p-lactamasas

La produccion de B-lactamasa en cepas de S. aureus fue determinada con la
lectura del halo de inhibicion de discos de SAM (10/10 pg) comparado, a su vez, con
los discos de P (10 ug) y AM (10 pg). Una cepa se considerd productora de -
lactamasa cuando los discos de AM y P tuvieron halos de inhibicion que indicaban
resistencia, pero el disco de SAM era sensible, segin los puntos de corte

recomendados por el CLSI (2009).

Prediccion de resistencia a oxacilina mediada por el gen mecA

Los aislamientos de S. aureus que resultaron resistentes a OX en el
antibiograma, fueron corroboradas utilizando el disco de FOX (30 pg). Un halo de
inhibicion igual o mayor a 22 mm se interpretd como sensible, y halo de 21 mm o

menor indicd resistencia, probablemente mediada por el gen mecA (CLSI, 2009).

Determinacion de resistencia a meticilina en S. aureus (Screening de oxacilina)
Para confirmar la resistencia del microorganismo a la OX, observada en el
antibiograma, se procedio a realizar el tamizaje en placa de agar Mueller-Hinton

suplementado con OX (6 pg/ml) y NaCl (4%), segun los lineamientos establecidos
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por el CLSI (2009). La incubaciéon se realizd en aerobiosis a 35°C por 24 horas.
Cualquier crecimiento en el lugar del indculo, al cabo de ese tiempo, se considerd

resistente.

Determinacon de la PBP2a

Para la deteccion de la PBP2a se empled la prueba comercial Penicillin —
Binding Protein (PBP2’) Latex Agglutination Test (Oxoid), de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Este método se basd en la aglutinacion de particulas de
latex sensibilizadas con anticuerpos monoclonales contra PBP2’ (Chapin y Musgnug,
2004 ). Para la extraccion de la PBP2a se afiadieron 4 gotas del reactivo de extraccion
1, en un tubo de microcentrifuga, luego con una asa estéril, se agregaron de 5-10
colonias y se mezcl6 hasta disolver. Para ello, se necesitd una siembra proveniente de
una placa de agar sangre de 24 horas de incubacion, con crecimiento suficiente y
colonias bien aisladas. Posteriormente, se colocé el tubo preparado en agua hirviendo,
durante tres minutos, para luego sacarlo y dejarlo a temperatura ambiente. Posterior a
ello, se afiadié una gota del reactivo de extraccion 2 y se mezcld. Luego se procedid a
centrifugar a 1.500 g durante 5 minutos, y se utilizo el sobrenadante. Seguidamente,
en una placa de reaccion, se colocd en un primer pocillo una gota del latex reactivo y
en otro pocillo una gota del latex control, para luego agregarle 50 ul del sobrenadante,
con ayuda de palillos se homogeneizaron las mezclas de cada pocillo, durante 3
minutos y se observo. Se considerd prueba positiva cuando hubo aglutinacién en el

pocillo del latex reactivo y no en el latex control.

Determinacion del fenotipo MLSg en S. aureus

Con el propoésito de determinar el fenotipo inducible de resistencia a CC, se
utilizé la prueba del doble disco o D-test, donde se colocaron proximos (15 mm) los
discos de E (15 pg) y CC (2 pg), como parte del método de difusion en agar. Luego
de 18-24 horas de incubacion, se observd si hubo presencia de un achatamiento del

halo de inhibicién de CC, adyacente al disco de E (llamada zona “D”), esto se
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consider6 como fenotipo MLSp inducible. Las cepas que no presentaron
achatamiento del halo de inhibicion de CC, se informaron como D-test negativo; y
aquellas con halos de E y CC cerrados, se consideraron negativas (resistencia

constitutiva).

Control de Calidad

El control de calidad de los discos en el antibiograma se realizé utilizando una
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y una cepa de S. aureus meticilino
resistente 77908, facilitada por el INHRR (Instituto Nacional de Higiene Rafael
Rangel). Esta ultima cepa fue utilizada como control positivo para el screening con
OX y la deteccion de la PBP2a. Para el control del disco de SAM se emple6 la cepa
E. coli ATCC 25922 (B-lactamasa negativa) y la cepa K. pneumoniae ATCC 700603

(B-lactamasa positiva).
Analisis Estadistico

Se realizo el analisis descriptivo de los resultados obtenidos, los cuales fueron

representados en tablas y figuras (Jiménez, 2000).
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RESULTADOS

De las 196 cepas de Staphylococcus sp. identificadas, 83 (42,3%)
correspondieron a Staphylococcus coagulasa negativo (SCN) y 113 (57,7%) a S.
aureus, de éstas, 55 (48,7%) pertenecieron a pacientes hospitalizados y 58 (51,3%) a
pacientes ambulatorios. El nimero de pacientes con infeccién por S. aureus fue de
94; 40 estaban hospitalizados y 54 eran ambulatorios. Porcentajes similares de
infecciones monomicrobianas se obtuvieron de pacientes hospitalizados (89,1%) y

ambulatorios (89,7%).

Los servicios de donde se aislaron cepas de S. aureus provenientes de pacientes
hospitalizados fueron: retén (9,7%), medicina (8,8%), pediatria  (8,0%), didlisis
(7,1%), cirugia (7,1%), unidad de cuidados intensivos (6,2%) y post-parto (1,8%). En
el caso de las cepas de S. aureus de origen ambulatorio, estas se obtuvieron de los
servicios de: consulta de pediatria (16,8%), consulta de medicina interna (15,0%),
personal (7,1%), consulta de ginecologia-obstetricia (5,3%), consulta de urologia

(2,7%), redes ambulatorias (2,7%) y consulta de traumatologia (1,7%).

Los resultados de la susceptibilidad antimicrobiana en las cepas de S. aureus de
origen hospitalario, se muestra en la figura 1. Se encontrd resistencia a la P en el
89,1% de los aislados y se pudo evidenciar que el 43,6% de dichas cepas fueron
resistentes a este antibiotico por la produccion de B-lactamasa. En relacion a la OX,
se encontr6 una resistencia de 43,6%, en cuanto a E y CC, la resistencia fue de 34,6%
y 25,4%, respectivamente. Se encontraron similares porcentajes de cepas resistentes
(12,7%) a GM y CIP; la resistencia a TE fue de 5,4% y 1,8% para RIF. El antibidtico

SXT fue activo en todas las cepas que se aislaron de pacientes hospitalizados.

En la figura 2 se muestra la actividad de los diferentes antibioticos ensayados
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en las cepas ambulatorias, donde la resistencia obtenida a P fue de 77,6%, y de éste,
un 51,7% resulto resistente por la produccion de B-lactamasa. La resistencia a OX fue
de 24,1%. En cuanto a E, la resistencia estuvo representada por 22,4%; el porcentaje
de resistencia a CC también fue bajo (15,5%), seguido de GM y CIP con 6,9% para
cada uno, y antibidticos como TE y RIF con 1,7% de resistencia, respectivamente. Al

igual que en cepas de procedencia hospitalaria, SXT mostr6 actividad ante todas las

cepas ambulatorias.

120

100

(o2}
o

Porcentaje (%)

N
o

N
o

: 1-01_

P AM OX E CC GM TE CIP RIF SXT VAN
B Resistente [ ] Sensible

Agentes antimicrobianos

Figura 1. Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de Staphylococcus aureus
provenientes de pacientes recluidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio
de Alcald”. Cumana, estado Sucre. Junio-diciembre de 2008. P: penicilina; AM:
ampicilina; OX: oxacilina; E: eritromicina; CC: clindamicina; GM: gentamicina; TE: tetraciclina;
CIP: ciprofloxacina; RIF: rifampicina; SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; VAN: vancomicina.
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Figura 2. Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de Staphylococcus aureus
provenientes de pacientes ambulatorios que fueron atendidos en el Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana, estado Sucre. Junio-
diciembre de 2008. P: penicilina; AM: ampicilina; OX: oxacilina; E: eritromicina; CC:
clindamicina; GM: gentamicina; TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; RIF: rifampicina; SXT:
trimetoprim-sulfametoxazol; VAN: vancomicina.

La determinacion de la CIM de la VAN en las cepas hospitalarias y
ambulatorias estudiadas reveld que dichas cepas se inhibieron a concentraciones

menores o iguales a 1,0 ug/ml.

De las cepas de SARM aisladas de los pacientes hospitalizados, se determiné que el
58,3% presento resistencia homogénea y un 41,7% resistencia heterogénea, en cuanto a

cepas de SARM procedentes de pacientes ambulatorios, 35,7% y 64,3% correspondieron a
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resistencia homogénea y heterogénea, respectivamente (tabla 2, apéndice 3).

De las 24 cepas de S. aureus de origen hospitalario que resultaron resistentes a
OX en el antibiograma, solo 2 de ellas no crecieron en screening, ni presentaron la
PBP2a. En el caso de las 14 cepas ambulatorias que fueron resistentes al disco de OX,
13 cepas crecieron en el screening, sin embargo, para la PBP2a, todas las cepas

resultaron positivas (tabla 1, apéndice 4).

Tabla 1. Resultados del método de screening con oxacilina y la deteccion de la
proteina ligadora de penicilina en cepas de Staphylococcus aureus de origen
hospitalario y ambulatorio, aisladas en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcala”. Cumana, estado Sucre. Junio-diciembre de 2008.

Origen Cepas resistentes al Screening* PBP2a
disco de oxacilina
N°(%0) (+) (-) (+) (-)
Hospitalarias 24 (43,6) 22 2 22 2
Ambulatorias 14 (24,1) 13 1 14 0

*6 ug/ml de oxacilina y 4% de NaCl; N°: nimero de cepas; (+): positivo; (-): negativo.

Tabla 2. Distribucion porcentual del tipo de resistencia en cepas de Staphylococcus
aureus oxacilino resistentes, de origen hospitalario y ambulatorio, aisladas en el
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalda”. Cumand, estado Sucre. Junio-
diciembre de 2008.

Tipos de resistencia

Cepas SAMR Homogénea Heterogénea Total
N° (%) N° (%) N° (%)

Hospitalarias 14 (58,3) 10 (41,7%) 24 (100)

Ambulatorias 5(35,7) 9 (64,3) 14 (100)

SAMR: Staphylococcus aureus meticilino resistente.

En la tabla 3 se muestra la distribucion de los fenotipos de resistencia al grupo
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MLSg, alli se puede observar que los fenotipos MLSg inducible (14,6%) y MLSg
constitutivo (10,9%) estuvieron presentes en mayor porcentaje en cepas de origen

hospitalario (apéndice 5).

Tabla 3. Distribuciéon porcentual del fenotipo de resistencia a macrodlidos,
lincosamidas y estreptograminas del grupo B en cepas de Staphylococcus aureus, de
origen hospitalario y ambulatorio, aisladas en el Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala”. Cumana, estado Sucre. Junio-diciembre de 2008.

Cepas MLSginducible MLSg negativo MLSg Constitutivo  Total*

N°(%0) N°(%0) N°(%0) N°(%0)
Hospitalarias 8 (14,6) 5(09,1) 6 (10,9) 19 (34,6)
Ambulatorias 7 (12,1) 4(6,9) 2(3,4) 13 (22,4)

N°: Numero de cepas; *Resistencia a Eritromicina.

En la tabla 4 se muestran los diferentes antibidtipos de resistencia encontrados
en cepas de procedencia ambulatoria y hospitalaria, los cuales fueron designados con
nimeros romanos de manera arbitraria. En cepas hospitalarias, los antibiotipos mas
frecuentes fueron el 11 (34,5%), 111 (12,7%), seguidos del I, IV y VIII (10,9%). En el
caso de las cepas de origen ambulatorio, se encontraron los siguientes antibidtipos: II
(36,2%), I (20,7%) y I (10,3%). Es importante destacar que los antibidtipos XIII,
X1V, XV y XVI se obtuvieron de las cepas ambulatorias; sin embargo, el antibidtipo

XI se observd en cepas hospitalarias.

Del total de cepas de S. aureus estudiadas, se determinaron 15 (27,3%) cepas
multirresistentes aisladas de pacientes hospitalizados y 6 (10,3%) provenientes de
pacientes ambulatorios, las cuales se encontraron en los antibidtipos 1V, VI, VIII,
XIV. De estos, los antibiotipos IV, VI y VIII estuvieron presentes en cepas de
procedencia tanto hospitalaria como ambulatoria, sin embargo, el antibidtipo XIV se

encontrd solo en cepas ambulatorias (tabla 4).
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Tabla 4. Antibiotipos de cepas de Staphylococcus aureus, de origen hospitalario y ambulatorio, aisladas en el Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana, estado Sucre. Junio-diciembre de 2008.

Antibiéticos Cepas hospitalarias Cepas ambulatorias
ANtibiotipos  p Ay Ox FOX SAM GM E CC RIF TE CIP N° (%) N° (%)
| S S S S S S S S S S S 6 10,9 12 20,7
I R RS S S S S S s s s 19 345 21 36,2
1l R R R R R S S S S S S 7 12,7 6 10,3
IV R R R R R SR R S S S 6 10,9 3 5,2
Y, R R R R R S R S S S S 2 3,6 1 1,7
VI* R R R R R S R S S R S 3 5,5 1 1,7
VIl R RS S R S S S S S S 1 18 1 1,7
VIII* R R R R R R R R S S R 6 10,9 1 1,7
IX R RS S S S S S s s R 1 18 2 3.4
X R RS S S R S S S S S 1 18 1 1,7
XI R RS S S S S S R S S 1 3,6 . ;
XI| R RS S S S R R S S S 2 3,6 4 6,9
Nl R RS S S S R S S S S i i 2 3.4
X* R R R R R R R R S S S ; i 1 1,7
XV R R R R R S S S S S R i i 1 1,7
XVI S s s S S R S S R S S i i 1 1,7
Total 55 100,0 58 100,0

N°: Namero de cepas; *: cepas multirresistentes; S: sensible; R: resistente; P: penicilina; AM: ampicilina; OX: oxacilina; FOX: cefoxitin;
E: eritromicina; CC: clindamicina; GM: gentamicina; TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; RIF: rifampicina.
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En los pacientes hospitalizados, tratados con betalactamicos, se encontraron ocho
(8) antibiotipos, de los cuales, siete (7) se correspondieron con cepas resistentes a
dichos agentes antimicrobianos. En el caso de los pacientes ambulatorios que recibian
tratamiento con la misma familia de antibioticos, se encontraron nueve (9) antibiotipos,

de estos, ocho (8) presentaron cepas resistentes a los mismos (tabla 5 y 6).

Tabla 5. Distribucion de los antibiotipos expresados por las cepas de Staphylococcus
aureus, aisladas de los pacientes recluidos en el Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcald”. Cumand, estado Sucre. Junio-diciembre de 2008, segun el
tratamiento antimicrobiano aplicado.

Pacientes
Antibioticoterapia previa N°** (%) Antibiotipos (N°)
Betalactadmicos 11(27,5) 1@3),1(5),1V*(1),V(2), VI* (2),
VIIT* (1)
Glicopéptidos 1(2,5) IV* (4)

Betalactamicos-aminoglucosidos 7 (17,5) I(1),11(3), I (1), VII (1), VIIT*

()

Glicopéptidos-aminoglucosidos 2(5,0) I (1), IV* (1), VI* (1)
Betalactamicos-Glicopéptidos 1(2,5) III (2)
Betalactamicos-quinolonas 3(7,5) I(1), VIII* (3)
Betalactamicos-lincosamidas 1(2,5) IT (1)
Aminoglucosidos-lincosamidas 1(2,5) IX (1)
Sin tratamiento 13 (32,5) 1(1),11(9), I (4), X(1), XI (1),

XII (2)

Total 40 (100,0)

N°: Numero de cepas; N° **: Numero de pacientes; *cepas multirresistentes.
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Tabla 6. Distribucion de los antibiotipos expresados por las cepas de Staphylococcus
aureus, aisladas de pacientes ambulatorios atendidos en el Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala”. Cumana, estado Sucre. Junio-diciembre de 2008, segiin
el tratamiento antimicrobiano aplicado.

Pacientes
Antibioticoterapia previa N°** (%) Antibiotipos (N°)
Betalactamicos 22 (40,7) [(3), 11 (12), 11 (4), IV* (1), VII
(1), IX (1), XIII (1)
Quinolonas 3(5,6) I(1), I (1), XIII (1), XVI (1)
Aminoglucosidos 1(1,8) III (2)
Glicopéptidos 1 (L,8) I (1)
Betalactamicos-quinolonas 1(1,8) I(1)
Betalactamicos-aminoglucésidos 3 (5,6) VI* (1), VIII* (1), XIV* (1)
Betalactamicos-glicopéptidos 1 (1,8) XII (1)
Betalactadmicos-lincosamidas 3 (5,6) 1(1),IV*(2)
Glicopéptidos-aminoglucosidos 1 (L,8) I(1)
Glicopéptidos-quinolonas 1(1,8) IT (1)
Lincosamidas-quinolonas 1(1,8) XII (1)
Sin tratamiento 16 (29,6) 1(3),11(8), V (1), IX (1), X (1),
XII (2), XV (1)
Total 54 (100,0)

N°: Numero de cepas; N° **: Numero de pacientes; *cepas multirresistentes.

El 70,4% y 67,5% de los pacientes hospitalizados y ambulatorios,

respectivamente, recibian antibidticos para el momento de la toma de muestra. Los
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betalactamicos fueron los antibidticos mayormente empleados como tratamiento
antimicrobiano tanto en pacientes hospitalizados como en ambulatorias. Con respecto
a los pacientes hospitalizados y ambulatorios no tratados con antimicrobianos, estos
presentaron variedad de antibiotipos, sin embargo el antibiotipo II estuvo presente en

mayor nimero, no se aislaron cepas multirresistentes (tabla 5 y 6).

24



DISCUSION

A pesar de la introduccion de nuevos agentes antimicrobianos y de las mejoras
en las medidas higiénicas, las cuales han sido fundamentales para reducir la
morbilidad y mortalidad por infecciones estafilocdcicas, estos microorganismos han
persistido como patégeno importante, tanto en los ambientes hospitalarios como

comunitarios (Wolfgang et al., 1998).

De acuerdo a los resultados hallados en el presente estudio, S. aureus se aislo
del 51,3% de los pacientes ambulatorios y del 48,7% de los pacientes hospitalizados.
Similares porcentajes de aislamiento fueron obtenidos por lozada (2004), en un
estudio realizado en pacientes atendidos en servicio médico de cirugia y emergencia

del HUAPA.

Los servicios médicos retén (9,7%), medicina (8,8%) y pediatria (8,0%) fueron
los que albergaron mayor porcentaje de pacientes afectados por S. aureus. En el
Hospital Universitario de los Andes, Mérida, Velazco et al. (2002), obtuvieron
porcentajes similares de aislamiento en unidad de alto riesgo neonatal. Asimismo,
Martinez et al. (2001), en México, observaron un predominio de microorganismos
Gram positivos, donde S. aureus ocup¢ el primer lugar de aislamiento, como agente
causal de infeccion intrahospitalaria en las dreas de neonatologia y pediatria. Los
neonatos, en particular los prematuros, son pacientes inmunosuprimidos que
constituyen una poblacion de alto riesgo para la adquisicion de infeccion
intrahospitalaria, en la cual estin involucrados una gran variedad de
microorganismos, entre ellos, S. aureus (Beck-Sague y Miller; 2002 Vergano et al.,
2005).

En cuanto al aislamiento de S. aureus de pacientes atendidos en los servicios
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médicos de dialisis (7,1%), cirugia (7,1%) y unidad de cuidados intensivos (6,2%),
los mismos resultaron inferiores a los reportados por otros investigadores (Velasquez

et al., 2002; Penafiel et al., 2003).

La mayoria de los pacientes hospitalizados reciben uno o mas agentes
antimicrobianos, su uso y, en ocasiones, abuso ha traido como consecuencia la
aparicion de gérmenes resistentes con el consiguiente fracaso de los tratamientos y el
aumento exagerado en los costos de hospitalizacion. En el momento de elegir un
antibiotico se debe tomar en cuenta varios factores, tales como, naturaleza de la
infeccion, farmacocinética y farmacodindmica de la droga y el tipo de
microorganismo; ademas es muy importante conocer los patrones de susceptibilidad a

los antimicrobianos en cada institucion de salud (Comegna et al., 2000).

En el presente estudio se encontr6 un elevado porcentaje de cepas de S. aureus
resistentes a P, tanto en aislados de pacientes hospitalizados (89,1%) como de
ambulatorios (77,6%), dichos resultados difieren de los reportados por Lozada, en el
ano 2004, quien realizé un estudio en cepas de S. aureus aisladas del HUAPA, en
pacientes hospitalizados y ambulatorios, reportando el 100% de resistencia a P. Este
hecho podria deberse al uso racional que posiblemente se le ha venido dando ha las
penicilinas en este centro hospitalario, en los Ultimos afios, como respuesta a los
elevados porcentajes de resistencia que se venian observando. Al respecto, datos
publicados por Guzman y Lozada (2007), muestran que el 72,7% de las cepas de
origen hospitalario y 41,7% de las cepas ambulatorias fueron resistentes a dicho

agente antimicrobiano.

Esta descrito que la resistencia a P en cepas de S. aureus viene dada
principalmente por la produccion de P-lactamasas (Céspedes, 1998; Olen et al.,
2006). Segun los resultados obtenidos en el presente estudio, la produccion de estas

enzimas se detectd en el 43,6% y 51,7% para cepas de S. aureus de origen
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hospitalario y ambulatorio, respectivamente. Por su parte, Castellano et al. (2005), en
Maracaibo, reportaron 84,9% de cepas de S. aureus hospitalarias productoras de f3-
lactamasas, utilizando para ello el método de nitrocefina y complementaron con el
método de difusion en agar, donde compararon los halos de los discos de amoxicilina-
acido clavulanico (AMC) y SAM con respecto al disco de penicilina. Asimismo,
Guzman y Lozada (2007) reportaron que todas las cepas hospitalarias y ambulatorias
resistentes a P, estuvieron mediadas por la produccion de B-lactamasas. En los cocos
Gram positivos, la produccion de dichas enzimas suele ser detectada por el método de
nitrocefina (Castellano et al., 2005; Guzman y Lozada, 2007). Sin embargo, no fue
objeto en este estudio utilizar dicha prueba, sino que se aplico la técnica recomendada
por el CLSI (2009) para la deteccion de P-lactamasas, la cual consiste en la
utilizacion de antibidticos betalactamicos combinados con inhibidores de -

lactamasas comparado con el disco de P.

La resistencia a la OX por parte de las cepas de S. aureus aisladas de pacientes
hospitalizados fue de 43,6%, mientras que en pacientes ambulatorios se encontro un
24,1%. Al comparar la resistencia a la OX en ambos grupos de estudio, se observd
que el mayor niimero de casos se obtuvo en las cepas de origen hospitalario. Estos
resultados son similares a los reportados por Guzman y Lozada (2007), quienes
seflalan un 45,5% de resistencia a la OX en cepas hospitalarias, pero con un
porcentaje menor en cepas de origen ambulatorio (16,7%). Al respecto, Jones et al.
(2002) realizaron un estudio, en Estados Unidos, donde aislaron cepas de S. aureus
resistentes a OX, a partir de paciente hospitalizados (45,7%), mientras que en cepas
de origen ambulatorio el porcentaje de aislamiento para dichas bacterias fue menor
(28,6%). En Chile, Otth et al. (2008), también recuperaron cepas de S. aureus
resistentes a OX de origen hospitalario en un 33,0%, y 28,0% de resistencia en la

parte ambulatoria.

El aumento de cepas de SARM en los hospitales se describe desde que la
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meticilina u OX fue empleada como antibidtico de eleccion en el tratamiento contra
S. aureus (Velazquez, 2005; Kanafani y Fowler, 2006). Segiin Said-Salim et al.
(2003), la presencia de SARM era restringido inicialmente al ambiente hospitalario,
pero ha extendido sus dominios con el surgimiento de dichas cepas en la comunidad,
involucradas en infecciones con elevada tasa de mortalidad, principalmente en piel,

tejidos blandos, neumonias necrotizantes y septicemias.

Cabe resaltar que se obtuvieron dos cepas hospitalarias resistentes a P, OX, y
sensible a SAM, por el método de difusion en agar, con screening y PBP2a negativo,
demostrando un fenotipo correspondiente a cepas hiperproductoras de B-lactamasa,
por lo que, para efectos de resultados en este estudio, dichas cepas se clasificaron
como posibles portadoras de ese mecanismo de resistencia (BORSA). Castellano et
al., en el 2005, descartd la presencia de cepas BORSA, como posible causa de
resistencia a OX. Sin embargo, tres (3) afios mas tarde, se reportaron dos cepas de S.

aureus resistentes a OX, con PBP2a negativo (Castellano et al., 2008).

En las cepas de SAMR se observaron, segin el método de difusion en agar, los
dos tipos de resistencia descritas para estafilococos (homogénea y heterogénea), caso
especial merece las cepas de origen hospitalario, donde el porcentaje de cepas con
resistencia homogénea fue mayor (58,3%) en comparacion con las cepas
heterorresistentes (41,7%). Dichos resultados difieren de los reportados en la ciudad
de la Paz, Bolivia, por Adamczyk et al. (2005), en cepas de SAMR de origen
hospitalario, donde encontraron que en todas las cepas identificadas como S. aureus
se observd resistencia heterogénea, coincidiendo estos investigadores con otros
estudios publicados, donde indican mas del 99,9% de las cepas aisladas de casos
hospitalarios poseen una resistencia heterogénea (Chambers, 1997; Lowy, 1998;
Matthews y Stewart, 1998). Algunos investigadores afirman una cierta dificultad para
la deteccion de la resistencia a la OX, especialmente en la expresion de la

heteroresistencia del gen mecA (Chambers, 1997; Krediet et el., 2001; Ferreira et al.,
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2003). Estas divergencias han conducido a cambios en la técnica, modificandose
pardmetros como pH, temperatura, concentracion de NaCl, tiempo de incubacion,
entre otros, llegando a la conclusion que resultados 6ptimos se obtienen a pH neutro,
temperatura entre 30-35°C, osmolaridad elevada con 2-4% de NaCl, incubacion hasta
48 horas, inoculo denso y presencia de antibioticos betaldctamicos, para asi
incrementar e inducir la expresion in vitro de dicha resistencia (Peterson et al., 1993;

Cavassini et al., 1999; Gil, 2000; Sopena, 2002; Rodriguez et al., 2007).

La resistencia a E (34,6%) y CC (25,4%) fue superior en cepas de S. aureus
aisladas de pacientes hospitalizados con respecto a los aislados obtenidos de pacientes
ambulatorio. Igualmente, la resistencia inducible a CC se observdé mayormente en
aislados de cepas hospitalarias. Estos hallazgos son inferiores a los reportados en
Chile, por Montoya et al. (2009), quienes mostraron 43,8% de resistencia MLSp
inducible en cepas de pacientes hospitalizados. Por otro lado, Fernandez et al. (2004),
en un estudio realizado a pacientes en un centro ambulatorio privado de Caracas,
encontraron que solo el 4,1% de las cepas de S. aureus mostraron el fenotipo de
resistencia MLSg inducible, mientras que el fenotipo MLSg constitutivo se observé en

un mayor porcentaje (14,9%).

Seglin Schreckenberger et al. (2004), la CC constituye una alternativa
terapéutica, sobre todo en infecciones de piel y tejidos blandos causadas por S.
aureus, especialmente, en pacientes con hipersensibilidad a la P, sin embargo, la
presencia de cepas con resistencia MLSg inducible origina un serio problema que se
ha incrementando en los ultimos afios. Las cepas con este tipo de resistencia
aparentan sensibilidad in vitro a CC, pero, al ser utilizado clinicamente, ocurre in vivo
la induccion de la resistencia con el consiguiente fracaso terapéutico. Esto se explica
porque E es un potente inductor de la resistencia a CC y estreptograminas de grupo B,
cuando estd presente el gen erm en la célula bacteriana, mientras que CC, al ser un

inductor débil, provoca que a largo plazo (durante el tratamiento) se induzca
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resistencia a si misma. Es por ello que, para predecir resistencia del tipo MLSg se

utiliza E, acompanada de CC en el antibiograma (Steward et al., 2005).

Para la GM, el mayor porcentaje de resistencia se encontré en cepas de origen
hospitalario (12,7%) y un menor porcentaje en cepas ambularorias (6,9%), este
antimicrobiano en muy utilizado en el tratamiento de infecciones hospitalarias y de la
comunidad. El uso de GM ejerce una presion selectiva sobre las cepas bacterianas
resistentes, y esto alerta sobre la posibilidad de un cambio de perfil de resistencia
antimicrobiana, no solo en cepas aisladas del ambiente hospitalario, sino también en
aislamientos de la comunidad (Nabon, 2006). Estos resultados son similares a los
reportados por Castellano et al. (2005), en Maracaibo, Zulia. Por su parte, en
Argentina, Paganini et al. (2009) reportaron cepas de S. aureus resistentes a este
agente antimicrobiano provenientes de nifios hospitalizados (22,0%) y nifios de la
comunidad (7,0%). La resistencia a GM se debe principalmente a una modificacion
cromosomica en los genes que codifican para la enzima AAC(6)-APH(2"), también
confiere resistencia a tobramicina (TM), amikacina (AK), kanamicina (K) y
netilmicina ~ (Nt). La accion bifuncional de esta enzima inactiva a los
aminoglucoésidos, favoreciendo la biosintesis de proteinas en S. aureus (Rodriguez et
al., 2007). La resistencia observada en cepas de S. aureus a GM, en el antibiograma,

no predice resistencia a otros aminoglucésidos.

En relacion a CIP, en este estudio se encontr6 resistencia de 12,7% y 6,9% para
cepas hospitalarias y ambulatorias, respectivamente. Estos resultados son inferiores a
los mencionados por Céspedes et al. (2002), quienes reportaron 25,7% de resistencia
a este agente antimicrobiano. Dichos resultados difieren de los reportados por
Guzman y Lozada (2007), quienes no obtuvieron resistencia a CIP en ambos grupos
de estudio. La resistencia a esta quinolona se produce por mutaciones cromosdmicas
espontaneas en el sitio blanco del antibidtico, como lo es la ADN girasa o por

induccion de bombas de eflujo (Taléis et al., 2002; Lowy, 2003 ).
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La resistencia a TE fue de 5,4% y 1,7% para cepas hospitalarias y ambulatorias,
respectivamente. Estos resultados son diferentes a los encontrados por Guzméan y
Lozada (2007), quienes reportaron 100,0% de sensibilidad a TE en cepas
hospitalarias y 8,3% de resistencia en cepas ambulatorias. Se a descrito que la
resistencia se debe al eflujo activo del farmaco, a través de proteinas codificadas por
los genes tetK y tetL, asociados a pldsmidos y, en menor medida, a mecanismos de
proteccion ribosomal mediada por los genes tetM y tetO. Estos genes son los mas
ampliamente distribuidos en bacterias Gram positivas (Pérez y Iglesias, 2003; Jara,
2007 ). También se encontr6 bajo porcentaje de cepas resistentes a RIF en cepas de S.
aureus de origen hospitalario (1,8%) y en cepas ambulatorias (1,7%). Por su parte,
Castellano et al. (2005) reportaron el 100% de efectividad de este antibiotico en cepas
hospitalarias. Por el contrario, Paganini et al. (2009) encontraron 7,0% de resistencia
a RIF en cepas hospitalarias y 1,0% en cepas ambulatorias. Estos porcentajes de
resistencia se hanencontrado asociados a una disminucion de la afinidad del
antimicrobiano por la subunidad  de la ARN polimerasa, debido a una mutacion

cromosomica (O'Neill et al., 2000).

En el presente estudio, SXT mostrd actividad ante todas las cepas estudiadas.
Otros investigadores han reportado resultados similares a los aqui encontrados (Prego

et al., 2004; Castellano et al., 2005; Londono et al., 2006).

Debido a la creciente resistencia observada en las cepas de estafilococos hacia
la meticilina, a principio de los afios 90 se introdujo la VAN de manera global, como
unico antibidtico efectivo contra SAMR. Sin embargo, ya para 1997, en Japdn, se
encontrd la primera cepa con resistencia intermedia a la VAN (VISA), y en el 2002 se
reportd la primera cepa resistente a este antibiotico en Estados Unidos, llamadas
cepas VRSA (Hiramatsu et al., 1997; CDC, 2002; Srinivasan et al., 2002; Lee et al.,
2005). Todas la cepas de S. aureus de origen hospitalario y ambulatorio, probadas en

este estudio, fueron inhibidas a concentraciones menores o iguales a 1 pg/ml de VAN,

31



lo cual indica que se mantiene la efectividad de dicho agente antimicrobiano en
cepas de S. aureus aisladas en el HUAPA. El hecho de que en Venezuela no se haya
reportado hasta los momentos cepas de S. aureus con resistencia a este agente
antimicrobiano, indica que sigue siendo el tratamiento de eleccion en cepas de
SARM. Por el contrario, Otth et al. (2008), en Chile, obtuvieron CIM de VAN de 8
ug/ml en el 2% de cepas de pacientes hospitalizados, la cual es preocupante, ya que
su existencia no s6lo constituye un riesgo para el paciente, sino ademas una seria

amenaza para la salud publica, desde el puno de vista epidemiologico.

Segun Peterson y Miorner (1995), Gil (2000) y Lowy (2003), las cepas de
SARM se caracterizan por su multirresistencia, lo cual compromete a todos los [3-
lactdmicos y a otros antimicrobianos como tetraciclina, macrolidos, lincosamidas,
aminoglucésidos, quinolonas, dejando virtualmente a los glicopéptidos y

oxazolidinonas como Unicas opciones terapéuticas.

Del presente estudio se aislaron cepas multirresistentes de pacientes
hospitalizados tratados con betalactdmicos, glicopéptidos, o la combinacion de uno de
estos con quinolona o aminoglucésidos. En el caso de los pacientes ambulatiorios, las
cepas multirresistentes se observaron en aquellos que recibieron betaldctamicos o la

combinacion de estos con aminoglucosidos y lincosamidas.

Los betalactamicos resultaron ser la familia de antibidticos empleada como
primera linea de tratamiento antimicrobiano contra las infecciones que afectan, tanto
a los pacientes hospitalizados en el HUAPA como los ambulatorios. Asimismo,
investigadores como Marin y Gudiol (2003), Suarez y Gudiol (2009) coinciden en
que los betalactamicos constituyen la familia de antibioticos mas ampliamente

utilizada en la practica clinica.

El consumo de antimicrobianos y, principalmente, de betalactamicos podria
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estar influyendo en la resistencia de cepas de S. aureus provenientes de pacientes
hospitalizados y ambulatorios, con lo cual se estaria poniendo en evidencia la presion
selectiva ejercida por los antibioticos sobre la poblacion bacteriana (Cabrera et al.,
2007; Celis et al., 2009). Con respecto a las cepas de S. aureus, aisladas de pacientes
hospitalizados y ambulatorios no tratados con antimicrobianos, previo a la toma de
muestra, los patrones de resistencia fueron diversos, siendo el antibidtipo II el mas

frecuente, ademas, de estos pacientes no se aislaron cepas multirresistentes.

De acuerdo al comportamiento de las cepas aqui estudiadas, se destaca la
importancia de analizar los resultados obtenidos en el antibiograma en pro de la
busqueda de los posibles mecanismos de resistencia presentes en cada cepa, la cual
favoreceria la orientacion médica en cuanto al tratamiento antimicrobiano adecuado a
aplicar en cada paciente y, a su vez, en los distintos servicios médicos, a manera de

evitar la seleccion y diseminacion de cepas resistentes.

Finalmente, de los resultados obtenidos en el presente estudio se desprende que
el mayor porcentaje de cepas resistentes se sigue aislando de pacientes hospitalizados,
sin embargo, es preocupante la existencia de cepas con fenotipos de multirresistencia
ocasionando infecciones en pacientes no hospitalizados. Por esta razén, urge la
necesidad de fomentar actividades dirigidas a difundir informacién sobre el uso

adecuado de los agentes antimicrobianos.
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CONCLUSIONES

El aislamiento de S. aureus predomin6 en los pacientes ambulatorios, pero las

cepas de SARM prevalecieron en los pacientes hospitalizados.

El fenotipos MLSp inducible se detectd tanto en cepas aisladas de pacientes

hospitalizados como en las ambulatorias.

La vancomicina y trimetoprim-sulfametoxazol fueron activos en todos los

aislados, en ambos grupos estudiados.

Los betalactamicos fueron los mas utilizados como terapia antimicrobiana en

ambos grupos de estudio.
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RECOMENDACIONES

Crear programas de concientizacion del personal médico y de la comunidad en
general sobre el uso indiscriminado de antimicrobianos, a manera de evitar la

seleccion de cepas multirresistentes.

Continuar el estudio a fin de determinar la producciéon de B-lactamasa por el

método de la nitrocefina y mediante pruebas moleculares.
También se recomienda inducir la expresion del gen mecA, utilizando screening

con 4% NaCl y 6 pg/ml de oxacilina, a temperatura de 30-35°C, en un maximo de 48

horas, para la deteccion de la resistencia heterogénea.
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Apéndice 1.

Consentimiento VValido

Bajo la coordinacion de la Doctora Elsa Salazar, profesora de la Universidad
de Oriente, nicleo de Sucre, se esta realizando en proyecto de investigacion
intitulado: EPIDEMIOLOGIA DE Staphylococcus sp., AISLADOS DE PACIENTES
HOSPITALIZADOS 'Y AMBULATORIOS DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO
“ANTONIO PATRICIO DE ALCALA”, CUMANA, ESTADO SUCRE.

El objetivo de este trabajo de investigacion es: Analizar la situacion
epidemioldgica de cepas bacterianas, aislados de pacientes hospitalizados y

ambulatorios del hospital “Antonio Patricio de Alcala”, Cumand, estado Sucre.

Yo:
C.I: Nacionalidad:
Estado Civil: Domiciliado en:

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades y sin que medie
coaccion ni violencia alguna en completo conocimiento de la naturaleza, forma,
duracién propoésito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio médico
declaro me4diante la presente:

1. Haber sido informado (a)de manera clara y sencilla por parte del grupo de
investigacion de este proyecto, de todos los aspectos relacionados con el
proyecto de investigacion intitulado: EPIDEMIOLOGIA DE Staphylococcus
sp., AISLADOS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS Y AMBULATORIOS
DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO “ANTONIO PATRICIO DE ALCALA”,
CUMANA, ESTADO SUCRE.

2. Tener conocimiento claro de que el objetivo del trabajo antes sefialado es:

Analizar la situacion epidemioldgica de Staphylococcus sp., aisladas de
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pacientes hospitalizados y ambulatorios del hospital “Antonio Patricio de
Alcala”, Cumana, estado Sucre.
Conocer bien el protocolo experimental expuesto por el investigador en el

cual se establece que mi participacion en el trabajo consiste en:

Donar de manera voluntaria la muestra de acuerdo al tipo de infeccion; la cual sera

obtenida por el personal médico especializado y autorizado:

4.

Que la muestra que acepto donar sera utilizada tinica y exclusivamente para
obtener aislados bacterianos.

Que el equipo de personas que realiza esta investigacion me ha garantizado
confidencialidad relacionada tanto a mi identidad como como a cualquier otra
investigacion relacionada a mi persona a la que tenga acceso por concepto de
mi participacion en el proyecto antes mencionado.

Que bajo ningtin concepto podré restringir el uso para fines académicos de los
resultados obtenidos en el presente estudio.

Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgos e inconveniente
alguno para mi salud.

Que cualquier pregunta que tenga en relacion a este estudio me serad
respondida oportunamente por parte del equipo de la investigacion con
quienes me puedo comunicar por el teléfono: 04147999750, con la Br. Leidy
Gamez.

Que bajo ninglin concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningun
beneficio de tipo econdémico producto de los Hallazgos que pueda producirse

en el referido proyecto de investigacion.
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Apéndice 3. Expresion de la resistencia a la oxacilina en cepas de Staphylococcus
aureus. (a) Resistencia heterogénea y (b) Resistencia homogénea. OX: oxacilina; FOX: Cefoxitin.

Apéndice 4. Deteccion de la PBP2a en cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
oxacilina. (a) reactivo-positivo; (b) control-negativo.

Apéndice 5. Fenotipos de resistencia al grupo MLSg en cepas de Staphylococcus
aureus. (a) MLSg inducible, (b) MLSp negativo y (¢) MLSg constitutivo. P: penicilina; OX:
oxacilina; VAN: vancomicina; E: eritromicina; CC: clindamicina.
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