_}SUC[EI}AI} ".,.
= ol | S
-
MICROBIOLOGIA

Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2007; 27:45-49

Articulo original

Deteccion de Staphylococcus aureus meticilino-resistentes aislados de
pacientes con infecciones nosocomiales y adquiridas en la comunidad
Militza Del Carmen Guzmén Lista’, Ritmar Alejandra Lozada Oca

Departamento de Bioandlisis. Escuela de Ciencias. Nucleo de Sucre
Universidad de Oriente

Recibido 15 de noviembre de 2006; aceptado 08 de febrero de 2007

Resumen: Con el propdsito de determinar la presencia de cepas de S. aureus resistentes a la meticilina en pacientes con infecciones noso-
comiales y adquiridas en la comunidad, se analizaron 37 muestras de lesiones de piel y mucosa de pacientes con infeccion nosocomial y
40 de pacientes con infecciones adquiridas en la comunidad. El aislamiento e identificacion se realizo siguiendo la metodologia conven-
cional, la serotipificacion mediante la inhibicion de la coagulacion y la susceptibilidad antimicrobiana mediante el método de difusion del
disco; adicionalmente se determind la resistencia inducible a clindamicina y la produccion de B-lactamasas. S. aureus se aislo en un
14,9% de pacientes con infecciones nosocomiales y 17,1% en pacientes con infecciones adquiridas en la comunidad. En ambos grupos se
aisl6 con mayor frecuencia el serotipo 8. Las cepas aisladas en ambos grupos mostraron altos porcentajes de resistencia a la penicilina. En
las cepas aisladas de los pacientes con infeccion nosocomial se obtuvo una mayor resistencia a la oxacilina (45,5%). Todas las cepas
resistentes a la penicilina fueron productoras de B-lactamasas. La presencia de SARM es un problema tanto hospitalario como comunita-
rio, por lo que se recomienda su identificacion como parte del diagnostico bacteriologico.
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Detection of methicillin-resistant Staphyloccus aureus isolated from
patients with nosocomials and community-acquired infections

Abstract: With the purpose of determining presence of methicillin-resistant S. aureus strains in patients with nosocomial and community
acquired infections, we analyzed 37 samples of skin and mucous tissue lesions from patients with nosocomial infections and 40 from
patients with community acquired infections. Isolation and identification were done according to conventional methods, serological typ-
ing through coagulation inhibition, and antimicrobial susceptibility through the disk diffusion method; we additionally determined induc-
ible clindamycin resistance and B-lactamase production. S. aureus was isolated from 14.9% patients with nosocomial infections and
17.1% patients with community acquired infections. Both groups showed greater frequency of serotype 8. The strains isolated in both
groups showed high percentages of penicillin resistance. Strains isolated from patients with nosocomial infection showed greater resis-
tance to oxacillin (45.5%). All penicillin-resistant strains were -lactamase producers. MRSA presence is a hospital as well as a commu-
nity problem, therefore, its identification is recommended as part of the bacteriological diagnosis.

Keywords: S. aureus, methicillin resistance

* Correspondencia:
E-mail:miltzaguz@cantv.net

Introduccion introduccion de la meticilina como agente antimicrobiano
para el tratamiento de infecciones causadas por S. aureus.
Las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina En las ultimas cuatro décadas SAMR ha sido considerado

(SARM) se empezaron a observar dos afos después de la como un patégeno emergente causante de infecciones
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nosocomiales y comunitarias y ha constituido conjunta-
mente con la resistencia a la vancomicina uno de los retos
terapéuticos y de control de infeccion mas importantes de
los ultimos afios [1,2].

El gen mecA es el responsable de la resistencia a la meti-
cilina en los estafilococos. Este gen, de aproximadamente
2 kb, se encuentra integrado en el ADN bacteriano y puede
estar asociado a otros determinantes genéticos como plas-
midos, transposones y secuencias de insercion. La trans-
cripcion del gen mecA genera una proteina, denominada
PBP2a 6 PBP2’, con actividad transpeptidasa y con baja
afinidad por los antibidticos pB-lactamicos. En presencia de
estos antibioticos, todas las PBP de S. aureus estan inhibi-
das, a excepcion de la PBP2a, la cual seria la responsable
de seguir con la sintesis de la pared celular bacteriana, por
lo tanto, los estafilococos portadores del gen mecA y de su
proteina PBP2a deben considerarse resistentes a todos los
antibidticos P-lactamicos sin excepcion, incluyendo carba-
penemas y cefepime [2,3].

El diagnostico erréoneo de cepas meticilino-resistentes,
puede traer consecuencias graves en un centro hospitalario,
ya que un resultado de falsa sensibilidad puede provocar
fallas de tratamiento, y un resultado de falsa resistencia
implica un alto costo para el centro hospitalario generado
por el uso innecesario de glicopéptidos, que trae como
consecuencia riesgo de seleccion de resistencia [3].

Las infecciones por estafilococos en los pacientes hospi-
talizados tienen severas consecuencias a pesar de la terapia
antimicrobiana, por lo que el tratamiento antimicrobiano
de estas infecciones esta determinado por la resistencia a la
meticilina, lo cual ha permitido definir las pautas para
disefiar quimioterapias mas racionales y mas eficaces en
el manejo terapéutico de las infecciones nosocomiales; sin
embargo, la resistencia a los antimicrobianos esta condi-
cionada por la fuerte presion selectiva que ejercen los
agentes antimicrobianos sobre las comunidades bacteria-
nas que comparten un nicho en particular [4].

Se sugieren como factores de riesgo que seleccionan y
condicionan la colonizacion por SARM a las hospitaliza-
ciones prolongadas, las intervenciones quirurgicas, la per-
manencia en unidades de cuidados intensivos, el uso irra-
cional de antibidticos y la proximidad al personal médico u
otros pacientes colonizados o infectados por SARM a
personas no portadoras, siendo los portadores nasales la
fuente fundamental para su dispersion en el ambiente hos-
pitalario y la comunidad [5,6,7].

Teniendo en consideracion el papel patogénico de S.
aureus en las infecciones nosocomiales y comunitarias,
nos propusimos en la presente investigacion determinar
fenotipicamente cepas de S. aureus resistentes a la metici-
lina en individuos con infecciones nosocomiales y comuni-
tarias.

Materiales y Métodos
Muestras

Durante el periodo comprendido entre agosto de 2002 y
febrero de 2003 se estudiaron 77 muestras correspondien-

tes a dos grupos de pacientes, sin distincion de edad ni
sexo, que tenian como caracteristica comuin presentar le-
siones de piel y mucosa. Un grupo estuvo conformado por
37 pacientes internados en el area de cirugia del Servicio
Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcala” (SAHUAPA) y el segundo grupo que estuvo inte-
grado por 40 pacientes que acudieron a las consultas am-
bulatorias del SAHUAPA y Dr. Arquimedes Fuentes Se-
rrano, de la ciudad de Cumana, Estado Sucre.

Normas de Bioética

El trabajo se realizo considerando las normas de bioética
establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) para trabajos de investigacion en seres humanos y
la declaracion de Helsinki, ratificada por la 52* Asamblea
General, Edimburgo, Escocia en el afio 2000 [8].

Cultivo, aislamiento e identificacion de S. aureus

Las muestras tomadas de las lesiones de piel y mucosas
fueron sembradas en agar Sangre (Oxoid) y el medio se-
lectivo para S. aureus agar manitol Salado (Himedia). Las
placas fueron incubadas a 37°C en aerobiosis durante 24
horas. La identificacion de del microorganismo se realizo
mediante las siguientes consideraciones: morfologia de las
colonias, morfologia celular, catalasa, fermentacion del
manitol, coagulasa libre y ADNasa.

Serotipificacion

Con el propdsito de determinar si los serotipos de S.
aureus existentes en el ambito nosocomial eran los mismos
que se encontraban en la comunidad y si existia una rela-
cion entre un serotipo y la resistencia a la meticilina, los
aislamientos de S. aureus fueron serotipificados emplean-
do el kit comercial antisuero Seiken Coagulasa (Denka
Seiken C.0), el cual permite identificar ocho tipos de S.
aureus (tipo 1 al 8).

Susceptibilidad antimicrobiana

Los patrones de susceptibilidad se realizaron mediante el
método de difusiéon en disco en agar siguiendo los linea-
mientos del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) [9]. Se probaron los antibioticos penicilina G (10
U), oxacilina (1pg), ceftriazona (30 pg), amoxacilina acido
clavulanico (20/10 pg), gentamicina (30 pg), ciprofloxaci-
na (5 pug), clindamicina (2 pg), eritromicina (15 pg), van-
comicina (30 pg), tetraciclina (30 pg) y cloranfenicol (30
ug); todos de la marca comercial Oxoid.

Prueba de descarte para S. aureus meticilino resistentes
(Screening Test)

Esta prueba soélo se realiz6 en aquellas cepas que resulta-
ron resistentes o intermedias a la oxacilina por el método
de difusion del disco. Para ello se utilizd agar Miieller
Hinton conteniendo 4% de NaCl (p/v 0,68 mol.L™") y 6 ug
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de oxacilina [9]. Cualquier crecimiento después de 24
horas fue considerado resistente.

Determinacion de la produccion de p-lactamasas

Para tal fin se emple6 el método de cefalosporina cro-
moégena (BBL) [10]. Se consideraron cepas productoras de
B-lactamasas aquellas donde se observo un cambio de
color amarillo a rosado. La produccion de B-lactamasa fue
complementada con la lectura del halo de inhibicién de
disco de amoxicilina/acido clavulanico (20/10pg) [9].

Resistencia inducible a clindamicina (Método de disco
“D-test”)

Con el proposito de descartar el fenotipo inducible de
resistencia a clindamicina se colocaron proximos (15mm)
los discos de eritromicina y clindamicina [9].

Control de Calidad

En el control de las pruebas de susceptibilidad se em-
plearon las cepas S. aureus ATCC 29213 (sensible a la
oxacilina) y S. aureus ATCC 43300 (resistente a la oxaci-
lina). Para control del disco de amoxacilina acido clavula-
nico se empleo la cepa E. coli ATCC 25922 (B-lactamasa
negativa) y la cepa K.pneumoniae ATCC 700603 (-
lactamasa positiva).

Andalisis estadistico

Para relacionar la frecuencia de S. aureus en ambos
grupos estudiados (pacientes con infeccidn nosocomial y
pacientes con infecciones adquiridas en la comunidad) se
emple6 la prueba de Z (11).

Resultados

Del total de muestras analizadas en los pacientes reclui-
dos en el area de cirugia del Servicio Autéonomo Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcald” las secreciones
abdominales ocuparon el primer lugar, mientras que, en los
pacientes que acudieron a la emergencia del SAHUAPA y
Ambulatorio Dr. Arquimedes Fuentes Serrano fueron las
secreciones de miembros inferiores (Datos no mostrados).

Tabla 1. Frecuencia de aislamiento de S. aureus en pacientes con infec-
ciones nosocomiales y comunitarias. Cumand, Estado Sucre. Agosto
2002- febrero 2003.

comparar la frecuencia de S. aureus en ambos grupos no se
encontr6 diferencias estadisticas significativas (Z: 0,14;
p>0,05) lo que demuestra que S. aureus no es solo un
residente del habitat hospitalario del Servicio Autéonomo
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, sino
que lo podemos encontrar asociado a infecciones comuni-
tarias (Tabla 1).

En las cepas aisladas de S. aureus se encontraron dos
serotipos prevalentes. El serotipo 5 con 36,4% en pacientes
con infecciones nosocomiales y 41,6% en pacientes comu-
nitarios y el serotipo 8 con 45,6% en pacientes hospitaliza-
dos y 41,6% en pacientes con infecciones adquiridas en la
comunidad. Cuatro cepas no pudieron ser tipificadas por el
kit empleado (Tabla 2).

Tabla 2. Serotipos de S. aureus identificados en el grupo de pacientes con
infecciones nosocomiales y comunitarias. Cumana, Estado Sucre. Agosto
2002- febrero 2003.

Serotipo Nosocomiales Comunitarios
identificado % %

Serotipo 5 4 (36,4) 5(41,6)
Serotipo 8 5(45,6) 5(41,6)

No tipificables 2 (18,0) 2 (16,3)
Total 11 (100) 12 (100)

Los resultados de la determinacion de susceptibilidad a
antimicrobianos se muestran en las Tablas 3 y 4. En las
cepas de S. aureus aisladas de pacientes con infeccion
nosocomial se encontrd resistencia a penicilina (72,3%),
oxacilina (45,5%) y eritromicina (27,3%).

Tabla 3. Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de S. aureus aisla-
das en los pacientes con infecciones nosocomiales. Servicio autonomo
hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”. Cumand, Estado
Sucre. Agosto 2002- febrero 2003.

Antibidtico Resistencia Susceptibilidad intermedia
N° Cepas (%) N° de cepas (%)

Penicilina 8@ (72,7) -
Oxacilina 5 (45,5 -
Eritromicina 3®(27,3) -
Gentamicina 5(45,5) -
Tetraciclinas - -
Cloranfenicol - -
Ciprofloxacina - -
Ceftriazona 5(45,5) 2(18,2)
Clindamicina - 1(9,1)
Vancomicina - -

Procedencia de la cepa de Numero de Porcentaje
S. aureus identificada aislamientos (%)
Nosocomiales 11 14,9
Comunitarias 12 17,1

7=0,14, p>0,05

S. aureus se identificd con una frecuencia de 14,9% en
los pacientes con infeccion nosocomial, y 17,1% en los
pacientes con infecciones adquiridas en la comunidad. Al

* Todas las cepas fueron productoras de -lactamasas.
®: Una cepa presento fenotipo inducible a la clindamicina.

En las cepas aisladas de pacientes con infecciones adqui-
ridas en la comunidad el mayor porcentaje de resistencia
se obtuvo igualmente para la penicilina (41,7%), y al igual
que el grupo anterior se encontrd resistencia similar para la
eritromicina, sin embargo, en este grupo la resistencia a la
oxacilina fue menor (16,7%).



48 Guzméan Listay Lozada Oca. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2007; 27:45-49

En el grupo de cepas nosocomiales se detectaron cepas
con resistencia intermedia para ceftriazona y en ambos
grupos 2 cepas con resistencia intermedia a clindamicina y
cloranfenicol. Una cepa con resistencia a eritromicina en
cada grupo, present6 fenotipo inducible a clindamicina.

Se encontrd que todas las cepas resistentes a la penicili-
na fueron productoras de B-lactamasas por el método de
nitrocefina, y sensibles a la asociacion amoxacilina/acido
clavulanico.

Tabla 4. Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de S. aureus aisla-
das en los pacientes con infecciones adquiridas en la comunidad. Servicio
autonomo hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald” y Ambula-
torio Dr. Arquimides Fuentes Serrano. Cumana, Estado Sucre. Agosto
2002- febrero 2003.

Antibidtico Resistencia Susceptibilidad intermedia
N° Cepas (%) N° de cepas (%)

Oxacilina 2(16,7) -
Penicilina 5@ (41,7) -
Eritromicina 3®(25,0) -
Gentamicina - -
Tetraciclinas 1(8,3) -
Cloranfenicol - 1(8,3)
Ciprofloxacina - 1(8,3)
Ceftriazone 2 (16,7) -
Clindamicina - 1(8,4)

Vancomicina - -

*: Todas las cepas fueron productoras de B-lactamasas.
®: Una cepa present6 fenotipo inducible a la clindamicina.

Discusién

Los estafilococos son microorganismos ubicuos, que se
encuentran entre los principales agentes aislados de enfer-
medades infecciosas y que a pesar de la introduccion de
nuevos antimicrobianos y de las mejoras en la higiene las
cuales han sido fundamentales para reducir la frecuencia y
la morbilidad de las enfermedades estafilococicas, estos
han persistido como patégenos importantes en los ambien-
tes hospitalarios y atin en la comunidad [12]. En nuestra
investigacion se logro establecer frecuencias muy similares
en los grupos de pacientes estudiados, 14,9% para pacien-
tes con infecciones nosocomiales y 17,1% para pacientes
con infecciones adquiridas en la comunidad, lo que de-
muestra que este microorganismo es un patdégeno tanto del
ambito hospitalario como comunitario.

La serotipificacion realizada a los aislamientos de S.
aureus indicé que en ambos grupos, estan prevaleciendo
los mismos serotipos (5 y 8), resultados que coinciden con
diferentes autores [13,14], quienes reportan la prevalencia
de estos serotipos en aislados hospitalarios a partir de
infecciones superficiales y profundas, asi como en piel
intacta, y en pacientes comunitarios. Este resultado pone
de manifiesto que desde el punto de vista sero-epidemio-
logico existen dos serotipos prevalentes en los pacientes
estudiados provenientes de diferentes medios y que no
existe una relacion entre un serotipo y la resistencia a la
resistencia a la meticilina. Estos resultados reflejan la

importancia de realizar estudios de tipificacion especificos
para detectar y diferenciar clones circulantes en ambos
medios, lo cual permitiria un control epidemioldgico mas
confiable.

Los elevados valores de resistencia encontrados en los
aislados a la penicilina y oxacilina, se corresponden con
los estudios que se han reportado internacionalmente
[15,16], e incluso a nivel nacional [17-19]. Los porcentajes
de resistencia a la penicilina pueden deberse a la produc-
cion de B-lactamasas. En este estudio la produccion de
enzimas [-lactamasas se realizd6 mediante dos métodos,
esto con el proposito de certificar la exclusiéon de cepas
hiperproductoras de B-lactamasas. Todos los aislamientos
analizados evidencian que la presencia de la enzima es el
principal mecanismo de resistencia en las cepas aisladas.

La resistencia a la oxacilina fue superior (45,5%) en las
cepas aisladas de los pacientes con infeccion nosocomial.
Resultados similares fueron reportados por Hernandez y
col. [20] en personas expuestas al riesgo en la ciudad de la
Habana. En Venezuela, se han reportado cifras elevadas de
SARM, las cuales oscilan en 88,0% en S. aureus identifi-
cados en el laboratorio de la Policlinica Metropolitana en
la ciudad de Caracas [21] y 39,4% en portadores que labo-
ran en la unidad de alto riesgo neonatal del Hospital Uni-
versitario de los Andes en la ciudad de Mérida [22]. La
resistencia a oxacilina en S. aureus esta mediada por el gen
mecA, el cual codifica una proteina fijadora de penicilina
que posee una baja afinidad por la meticilina y no solo
confiere resistencia a oxacilina sino al resto de los B-
lactamicos. En el presente estudio se encontraron 8 cepas
de S. aureus nosocomiales con resistencia para penicilina,
oxacilina y ceftriazona, conjuntamente con resistencia en
algunos casos para eritromicina y gentamicina, fenotipos
que sugieren la posible presencia del gen mecA. La resis-
tencia a la oxacilina s6lo fue comprobada fenotipicamente,
sin embargo, hay que tener presente que aun cuando el
fenotipo induce a pensar que se trata de cepas SARM, la
determinacion de la presencia del gen mecA o la presencia
de la proteina PBP2a es importante, porque permite des-
cartar a las cepas borderline (BORSA) que son cepas ori-
ginadas por hiperproduccion de P-lactamasas o por la
produccion de proteinas PBP tipo 1, 3 y 4 modificadas (1).
En el grupo de cepas comunitarias s6lo dos cepas fueron
resistentes a meticilina.

Otro aspecto importante es la resistencia intermedia a la
ceftriazona en cepas no resistentes a la oxacilina. Ceftria-
zona no es un anitimicrobiano de uso frecuente contra las
infecciones estafilococicas, lo que hace inferir que la resis-
tencia a este agente puede ser adquirida por la transferen-
cia de material genético de otras bacterias Gram negativas
portadores de betalactamasas de espectro extendido. La
correlacion de estos datos hace suponer que estas resisten-
cias pueden deberse al empleo empirico, amplio y genera-
lizado, de estos antibidticos en el centro hospitalario, lo
que produce una presion selectiva que favorece la supervi-
vencia y seleccion de los microorganismos que adquirieron
los genes de resistencia y favoreciendo también su disemi-
nacion.
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Para la gentamicina, el mayor porcentaje de resistencia
se encontrd en las cepas de origen nosocomial, este anti-
microbiano es muy usado en el tratamiento de las infec-
ciones hospitalarias, razon por la cual su uso ejerce una
fuerte presion selectiva sobre los microorganismos, es
reflejada en elevados porcentajes de resistencia. Nuestros
resultados son similares a los reportados por Castellano y
col [18] y Velasco y col [17] quienes encontraron cepas de
S. aureus resistentes a gentamicina en portadores y en
neonatos respectivamente. Sin embargo, son contrarios a
los reportados por Hernandez y col [20] quienes no encon-
traron cepas resistentes a la gentamicina en un grupo de
alto riesgo.

Con relacion a la clindamicina, en ambos grupos se
obtuvieron porcentajes muy similares y se reportd una
cepa por grupo con resistencia inducible a la clindamicina.
En nuestro pais existen escasos reportes sobre la resisten-
cia inducible a la clindamicina. Fernandez [23] report6é un
porcentaje de resistencia inducible de 4,05% en cepas
aisladas de un centro privado de Caracas. Es importante
resaltar que el uso de clindamicina para el tratamiento del
SAMR aislado en la comunidad que son resistentes a la
eritromicina puede determinar la aparicion de resistencia a
la clindamicina durante el tratamiento.

Los resultados originados de esta investigacion sefialan
que S aureus no es un patdogeno limitado al ambiente hos-
pitalario y que la resistencia a los antimicrobianos de elec-
cion para su tratamiento también se esta observando en el
ambiente comunitario. Se recomienda el estudio de porta-
dores de SARM en el personal médico y paramédico como
posibles responsables de diseminacion.
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