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RESUMEN

Antecedentes: Las infecciones por Staphylococcus spp. meticilino resistentes han ido
en aumento alrededor del mundo, debido al desarrollo de mecanismos de resistencia
por parte de las bacterias y ademas por el uso indiscriminado de antibiéticos por la
poblacion. La clindamicina es una alternativa de tratamiento contra este tipo de
bacterias, sin embargo, también es probable que se presente resistencia inducible, lo

que puede llevar al fallo terapéutico.

Objetivo: Determinar la presencia de cepas de Staphylococcus spp. meticilino
resistentes con resistencia inducible a la clindamicina aislados de muestras de
secreciones, exudados y sangre de pacientes internados en el “Hospital Vicente Corral

Moscoso” en el periodo junio — agosto 2016.

Métodos: Se llevo a cabo un estudio descriptivo y de corte transversal. Se incluyeron
cepas provenientes de muestras de secreciones, exudados y sangre de 122 pacientes
hospitalizados a las cuales se les realizd la prueba D segun el manual Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) 2016, se emplearon cepas de referencia para el

control de calidad.

Resultados: Se recolectaron 122 cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes,
de las cuales 21 (17.21%) fueron Staphylococcus spp. meticilino resistentes con
resistencia inducible a la clindamicina y de estas 13 (14.28%) fueron Staphylococcus
coagulasa negativa y 8 (25.81%) fueron Staphylococcus coagulasa positiva. Estos
microorganismos procedian de muestras de sangre 13 (14.44%), secreciones 8
(28.57%). Ademas se observé la frecuencia de acuerdo a las dependencias del
hospital: Pediatria 6 (12.24%), Clinica 6 (22.22%), Neonatologia 5 (20.83%), Cirugia 4
(30.77%).

Conclusiones: Este estudio contribuye con informacién sobre la frecuencia de
resistencia inducida a clindamicina en cepas de Staphylococcus spp. meticilino
resistentes, el cual podria servir como base para estudios posteriores ya que en el
pais no existen investigaciones sobre este tipo de resistencia por su trascendencia

epidemioldgica.

Palabras clave: Staphylococcus coagulasa positivo, Staphylococcus coagulasa

negativo, Resistencia inducible a la clindamicina.
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ABSTRACT

Background: Staphylococcus spp. infection resistant to methicillin has increased
worldwide. This tendency is the consequence of bacteria developing new resistance
mechanisms together with the indiscriminate use of antibiotics by the population.
Although clindamycin is an alternative treatment against Staphylococcus spp, it is also

likely to develop inducible resistance, which could lead to a therapeutic failure.

Objective: To determine the existence of Staphylococcus spp. methicillin resistant
strains with inducible resistance to clindamycin isolated from secretions, exudates and
blood samples of patients in the "Vicente Corral Moscoso Hospital* from June to
August 2016.

Methods: A descriptive cross-sectional study was conducted. Strains from samples of
secretions, exudates and blood from 122 hospitalized patients were included. The
samples were tested for Staphylococcus spp. methicillin resistance with inducible
resistance to clindamycin by applying a D-test. The test was performed according to
the recommendations of Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2016,
reference strains were used for quality control.

Results: In total, 122 strains of Staphylococcus spp. methicillin resistant were
analyzed, of which 21 (17.21%) were Staphylococcus spp. methicillin resistant with
inducible resistance to clindamycin. From the strains with inducible resistance to
clindamycin, 13 (14.28%) were coagulase negative and 8 (25.81%) were coagulase
positive. The distribution of the strains with inducible resistance to clindamycin
according with the type of sample was: 13 (14.44%) originated from blood samples and
8 (28.57%) from secretions. According with the dependencies of the hospital: 6
(12.24%) samples correspond to Pediatrics, 6 (22.22%) to Internal Medicine, 5
(20.83%) to Neonatology and 4 (30.77%) to Surgery.

Conclusions: This study provides information on the distribution of induced resistance
to clindamycin in Staphylococcus spp. methicillin resistant. The last could be used as a
basis for further research. Currently, in Ecuador, there is not much research on this

topic with epidemiological significance.

Keywords: Coagulase positive Staphylococcus, coagulase negative Staphylococcus,

inducible resistance to clindamycin.
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INTRODUCCION

Las infecciones causadas por microorganismos son la primera causa de

morbimortalidad a nivel mundial, sobre todo en paises subdesarrollados, por lo mismo

un tratamiento adecuado y oportuno, tiene un impacto importante en los indices de

salud. En la actualidad uno de los grandes problemas que se enfrenta es la creciente

emergencia de resistencia de los microorganismos a los antibiéticos convencionales.

(Echevarria Zarate & Iglesias Quilca, 2003).

La incidencia de infecciones sistémicas, respiratorias, de la piel y tejidos blandos, entre
otras, causada por microorganismos grampositivos ha aumentado, tanto en el
ambiente hospitalario como en la comunidad. Los microorganismos grampositivos de
mayor trascendencia clinica pertenecen al género Staphylococcus, principalmente
Staphylococcus aureus (S. aureus) pero también diferentes especies de estafilococos
coagulasa negativa (CoNS) como Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), los
cuales presentan resistencia a una variedad de antibidticos. (Ardanuy, Cercenado,
Morosini, & Torres, 2011).

El aumento de las infecciones por Staphylococcus spp. meticilino resistentes como el
S. aureus meticilino resistente (SAMR), que fue primero resistente a la penicilina en
1947 y luego a la meticilina, han disminuido las alternativas de antimicrobianos

efectivos. (Yamilia et al., 2014).

La clindamicina por su buena absorcién oral, excelente penetracién, asi como también
a que no necesita ajustarse la dosis en insuficiencia renal, es un antibiético usado
como alternativa contra Staphylococcus spp. meticilino resistentes, pero puede llegar
a presentar resistencia inducible que no se detecta con antibiogramas habituales.

(Merino-Diaz, de la Casa, Torres-Sanchez, & Aznar-Martin, 2007).

Es de gran importancia la deteccion temprana de la resistencia inducible a
clindamicina en Staphylococcus spp. meticilino resistentes a nivel hospitalario
especialmente en SAMR, debido a que la utilizacién de clindamicina en pacientes con
infeccion por estafilococos con este tipo de resistencia podria conducir a un posible
tratamiento ineficaz, como se ha reportado desde el afio 1968 por Me Gehee y
colaboradores. (Merino-Diaz et al., 2007) (Castellano, Perozo, Molero, Montero, &
Primera, 2015).

Cuesta Coronel Cecilia Andreina
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JUSTIFICACION

Al ser la clindamicina uno de los antibiéticos mas usados en infecciones causadas por
Staphylococcus spp. meticilino resistentes, se ha visto la necesidad de realizar
estudios para asi poder conocer la efectividad de este antibi6tico, ya que las cepas de
Staphylococcus spp. meticilino resistentes pueden presentar resistencia inducible no
detectable con pruebas de sensibilidad habituales, pudiendo no ser efectivo por lo que
se deberia adoptar, dependiendo del caso, una terapéutica diferente.

La técnica D-test que permite detectar esta condicién de los microorganismos es un
método facil de realizar, obteniéndose con el mismo resultados eficaces para una

adecuada terapéutica aplicada en pacientes con infecciones estafilocécicas.

Ademas, en nuestro medio no existen reportes sobre la resistencia inducible a la
clindamicina en cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes, por tal razon
también es importante conocer la tendencia de las cepas circulantes en relacién a su
perfil de sensibilidad.

HIPOTESIS

Existen cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes con resistencia inducible a
la clindamicina obtenidas de muestras de sangre, secreciones y exudados de
pacientes internados en el “Hospital Vicente Corral Moscoso”, durante el periodo junio
— agosto 2016.

OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes con
resistencia inducible a la clindamicina aislados de muestras de sangre, secreciones y
exudados de pacientes internados en el “Hospital Vicente Corral Moscoso” en el

periodo junio — agosto 2016.

Cuesta Coronel Cecilia Andreina
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OBJETIVO ESPECIFICOS:

o Verificar las cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes procedentes
de muestras de sangre, secreciones y exudados de pacientes internados en el
“Hospital Vicente Corral Moscoso”.

¢ Identificar resistencia inducible a la clindamicina en cepas de Staphylococcus
spp. meticilino resistentes.

Cuesta Coronel Cecilia Andreina
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 ESTAFILOCOCOS

1.1.1 Caracteristicas Generales

Los estafilococos son un grupo de bacterias heterogéneas, grampositivas de forma
esférica con un diametro de 0.5 a 1.5 um, no formadoras de esporas, pilis ni flagelos y
por su proceso de division celular se parecen a racimos de uvas, sin embargo los
microorganismos presentes en muestras clinicas aparecen como células aisladas, en
pares 0 en cadenas cortas; algunas cepas pueden formar cdpsulas en condiciones

especiales. (Cervantes-Garcia, Garcia-Gonzélez, & Salazar-Schettino, 2014).

Los estafilococos producen catalasa, enzima utilizada para diferenciar de los géneros
Streptococcus y Enterococcus que son catalasa negativos. (Cervantes-Garcia et al.,
2014).

Son capaces de crecer con rapidez sobre muchos tipos de medios de cultivo como el
agar manitol o agar sangre de cordero y son metabdlicamente activos, pueden
fermentar carbohidratos y producir pigmentos que varian desde el color blanco hasta
el amarillo intenso, por lo general causan hemdlisis y coagulaciéon del plasma; ademas
tienen la capacidad de producir enzimas y toxinas extracelulares.(F. Brooks, S. Butel,
& A. Morse, 2011).

Estos microorganismos poseen una amplia distribuciéon en la naturaleza y no son
esencialmente parasitos humanos, pudiendo también ser encontrados en alimentos,
objetos inanimados u otros animales. (de Carvalho, de Aradjo Lima, dos Santos
Pereira, & Lima, 2011).

Algunos se encuentran formando parte de la flora normal de la piel y mucosas de los
humanos; otros causan supuracién, formacion de abscesos, varias infecciones
pibgenas e incluso septicemia mortal; ademas son fabricantes de toxinas que
provocan cuadros clinicos de muy diversas manifestaciones. (F. Brooks et al., 2011)
(Cabello, 2007).
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En pacientes hospitalizados, recién nacidos, mayores 0 inmunoldgicamente

comprometidos, esas manifestaciones tienden a ser de mayor importancia. (de
Carvalho et al., 2011).

Las especies del género Staphylococcus de importancia clinica son: S. epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus (S. saprophyticus) y S. aureus el cual se diferencia de
los dos anteriores por producir coagulasa (que hace que la fibrina se aglomere y forme
un coagulo). (F. Brooks et al., 2011).

Ademas es muy importante mencionar la facilidad con que los estafilococos adquieren
resistencia a una variedad de antimicrobianos, lo que significa que la colonizacién en
el hombre es un gran peligro, sobre todo en enfermos hospitalizados e infectados por
cepas hospitalarias, altamente resistentes. La forma de obtener energia es por medio
de la fermentacion asi como también de la respiracion. Desde el punto de vista
nutricional, estas bacterias no son exigentes, creciendo en medios pobres y simples.
En su relaciéon con el oxigeno son aerobios-anaerobios facultativos. (Cabello, 2007)
(Seija, 2008).

Este microorganismo es muy resistente a las condiciones ambientales normales. Es
capaz de sobrevivir alrededor de tres meses en un cultivo a temperatura ambiente y
muere a temperaturas mayores de 60 °C por una hora. En cuanto a los agentes
quimicos, es sensible a la mayoria de los desinfectantes y antisépticos, que lo matan

en pocos minutos. (Seija, 2008).

1.1.2 Estructura antigénica

Proteinas antigénicas y polisacaridos

Peptidoglucano: Es un polimero polisacarido que contiene subunidades ligadas,
proporciona el exoesqueleto rigido de la pared celular, tiene actividad de endotoxina y

activa el complemento. (Cabello, 2007).

Acidos teicoicos: Son polimeros de fosfato de glicerol o ribitol, vinculados al
peptidoglucano y pueden ser antigénicos. S. aureus posee predominantemente acidos
de ribitol fosfato, mientras que en los CoNS son de glicerol fosfato. Permiten la union
de estafilococos a las superficies de las mucosas mediante uniones especificas a la

fibronectina. (Cervantes-Garcia et al., 2014).

Proteina A: Componente especifico de cepas de S. aureus y es ademas una proteina
de la superficie bacteriana. Une la IgG por la porcion Fc funcionando como factor de
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virulencia impidiendo la opsonizacién y la accién del complemento, es quimiotactica,

antifagocitica, antiplaquetaria, mitdbgena y activadora de los linfocitos NK. (Castro,
2014) (Seija, 2008).

Cépsula mucoide (Slime): Es un polisacarido el cual facilita la adherencia de las
bacterias a diversas células. Se han identificado 11 serotipos capsulares, de los cuales
los tipos 1 y 2 producen grandes cantidades de polisacarido, dandole a la bacteria
apariencia mucoide en los medios de cultivos, pero estos son poco frecuentes en las
muestras clinicas, a diferencia de los serotipos 5y 8 que son responsables de mas de
75% de las infecciones clinicas. Los polisacaridos capsulares en conjunto con las
adhesinas intercelulares incrementan el desarrollo de la biopelicula, aumentando la
unién a superficies. La capsula protege del complemento, de los anticuerpos y evade
la fagocitosis. Algunas cepas capsuladas de S. aureus se forman de &cido

glucosaminourénico o manosaminouroénico. (Cervantes-Garcia et al., 2014).

Biofilm (biopelicula): Es una capa polisacérida extracelular que ayuda a la comunidad
bacteriana a adherirse a diferentes superficies, estd implicada en la colonizacion y
persistencia de la bacteria en catéteres, prétesis, injertos y sondas; a la vez dificultan
la quimiotaxis y la fagocitosis y la protege de los antibiéticos. La biopelicula podria
prolongar la infeccién y colonizacién, asi como la diseminacién de diferentes sitios del
cuerpo humano, presente en cepas de hospitales y comunidad. (Cervantes-Garcia et
al., 2014).

1.1.3 Patogenia

Los estafilococos no puede penetrar las capas profundas de la piel 0 mucosas a
menos que estas sufran una alteracion o lesién, cuando las barreras mecanicas se
rompen, esta bacteria puede alcanzar los tejidos mas profundos y producir
enfermedad. Los dafios mas frecuentes en la piel que permiten su entrada son:
gquemaduras, heridas accidentales, laceraciones, picaduras de insectos, intervenciones
quirdrgicas o enfermedades asociadas a la piel. Una vez que entran a los tejidos su
sobrevivencia depende del nimero de bacterias, del sitio involucrado, de la velocidad
para provocar una respuesta inflamatoria y de los antecedentes inmunolégicos de la

personas. (Castro, 2014).
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En in6culos bacterianos pequefios y personas inmunoldégicamente competentes, la

infeccidbn se puede detener; sin embargo, algunas cepas de S. aureus poseen

importantes estrategias de evasion. (Castro, 2014).

Los pacientes que tienen procesos infecciosos por S. aureus generalmente se infectan
con la misma cepa que coloniza sus fosas nasales, la colonizacién también permite la
transmision entre individuos del hospital y en la comunidad. Para que la bacteria
pueda sobrevivir e invadir al huésped todo los factores de virulencia deben estar
dentro de un sistema de comunicacion célula-célula conocido como quorum sensing
(QS), el cual estd mediado por pequefias proteinas producidas por bacterias
conocidas como autoinductoras, y dependiendo de factores ambientales, pueden
activar un gran numero de genes que contienen los factores de virulencia. El sistema
QS mas estudiado es el de S. aureus, denominado regulador de genes accesorios
(agr). (Cervantes-Garcia et al., 2014).

1.1.4 Factores determinantes de patogenicidad

Enzimas:

- Adhesinas: Sustancias proteicas que permiten el anclaje de las bacterias a la

membrana citoplasmatica de las células de los tejidos. (Cabello, 2007).

- Catalasa: Podria funcionar inactivando algunos sistemas de ingestion de los
polimorfos nucleares (PMN). Los estafilococos producen catalasa que convierte el

peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno. (Cabello, 2007) (Seija, 2008).

- Coagulasa: Esta correlacionada con el 97% de las cepas de S. aureus y se considera
la prueba tipo para identificar esta especie. Actla transformando el fibrinbgeno en
fibrina, formando una capa sobre la bacteria que la protege de la fagocitosis y de la

opsonizacion. (Cabello, 2007).

- Estafiloquinasa: Es una fibrinolisina que activa el plasmindgeno, lo transforma en
plasmina y este actla sobre la fibrina, rompiendo enlaces peptidicos que lisan la

fibrina y contribuyen a la invasion de tejidos vecinos. (Cabello, 2007).

- Hialuronidasa: Actua sobre el &cido hialurénico, presente en el pegamento de las
células de los tejidos, hidroliza la matriz intracelular de mucopolisacaridos de los

tejidos y por tanto contribuye a la diseminacion a tejidos adyacentes. (Cabello, 2007).

Cuesta Coronel Cecilia Andreina

. . X 20
Pérez Ullaguari Jairo Javier



UNIVERSIDAD DE CUENCA
- Lipasas: Hidrolizan lipidos que ayudan al microorganismo a diseminarse por los

tejidos cutaneo y subcutaneo lo que es esencial para la supervivencia bacteriana en
zonas sebaceas, por otra parte, muchas de estas tienen accidén antibacteriana y su

destruccion disminuye las defensas de la piel.

Son varias enzimas que actlan sobre diferentes substratos (aceites, grasas, ceras,
etc.) que le permiten colonizar &reas de la piel donde se encuentran en altas
concentraciones. (Cabello, 2007) (Seija, 2008).

- Fosfolipasa C: Esta asociada con cepas recuperadas de pacientes con distrés
respiratorio del adulto y coagulacion intravascular diseminada (eventos que ocurren
durante la sepsis). Al parecer los tejidos afectados por la fosfolipasa C se vuelven mas
susceptibles al dafio y destruccidon por componentes bioactivos del complemento y sus

productos durante su activacion. (Seija, 2008).

- Nucleasas: Tienen propiedades endonucleoliticas y exonucleliticas. S. aureus
produce toda una serie de enzimas como las DNAsas, proteasas y fosfatasas que
colaboran en el proceso infeccioso y en la produccién de lesiones tisulares. (Cabello,
2007).

Toxinas:

Se producen toxinas de accion general como las hemoliticas (a, B, y y 6) y la
leucocidina; ademas toxinas especializadas como las exfoliatinas, toxina del shock
téxico y enterotoxinas. Las hemolisinas son importantes toxinas citoliticas sobre una

variedad de células. (Seija, 2008).

— a hemolisina o a toxina: Téxicas para diversas células, lesiona las plaquetas, tiene
efecto letal sobre una variedad de membranas celulares eucariotas, incluyendo la de
PMN humanos. (Seija, 2008) (Cabello, 2007).

Es dermonecrética si se inyecta en forma subcutanea. Es responsable de la zona de
hemolisis observada alrededor de las colonias de S. aureus debido a su accion
hemolitica sobre los eritrocitos. (Seija, 2008) (Cabello, 2007).

— B hemolisina: Es una esfingomielinasa, actua sobre la membrana de los eritrocitos

produciendo hemdlisis en frio y calor. (Cabello, 2007).
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— v y 6 hemolisinas: Se encuentran en algunas cepas de S. aureus. La y hemolisina

produce lisis de eritrocitos mientras que & hemolisina ademas de ser hemolitica

también lesiona linfocitos, plaquetas y neutrdéfilos. (Cabello, 2007).

— Leucocidina o leucotoxina: Tiene efecto toxico directo sobre las membranas de los
PMN y macréfagos, causando degranulacion del citoplasma, hinchamiento celular y
lisis. EI modo de accion de esta toxina comprende la formacion de poros que alteran la

permeabilidad celular para el potasio y otros cationes. (Cabello, 2007) (Seija, 2008).

— Exfoliatinas o toxinas epidermoliticas: Consisten en dos proteinas, bioguimica e

inmunolégicamente diferentes, pero con funciones bioldgicas similares.

La exfoliatina A es un producto de genes cromosomicos, termoestable y es inactivada

por el acido etilendiaminotetraacético (EDTA).
La exfoliatina B es de origen plasmidico, es termolabil y estable frente al EDTA.

Estas toxinas actian como superantigenos, tienen actividad proteolitica y disuelven la
matriz mucopolisacérida de la epidermis produciendo separacion del estrato
granuloso, desprendiéndose la piel en colgajos. Las cepas productoras de una o
ambas proteinas son responsables del sindrome de piel escaldada. (Cabello, 2007)
(Seija, 2008).

— Enterotoxinas: Se conocen siete tipos (A, B, C1, C2, D, E y F), se trata de moléculas
termoestables responsables de la intoxicacién alimentaria producida por algunas
cepas S. aureus (aproximadamente el 30%). El modo de accién de estas toxinas no es
aun conocido pero se sabe que aumentan el peristaltismo intestinal, bien por inhibicién
simpatica o por una accion irritante directa, y tiene ademas un efecto sobre el sistema
nervioso central (SNC) que se traduce en la aparicion del vomito. (Cabello, 2007)
(Seija, 2008).

— Toxina del shock téxico (TSST-1): Llamada también enterotoxina F. Actia como un
superantigeno estimulando la produccién de interleucina 1 y 2 y el factor de necrosis
tumoral alfa por los macrofagos. Estd implicada en la patogenia del sindrome del
shock toxico. (Seija, 2008) (Castro, 2014).

— Exotoxinas pirégenas: Existen tres diferentes substancias pir6genas que se

denominan A, B, y C; las tres producen fiebre de diferente intensidad. (Cabello, 2007).
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— ADNasa y la B lactamasa: La primera actla sobre el ADN celular y la segunda rompe

el anillo betalactamico de los antimicrobianos. (Cabello, 2007).

1.1.5 Factores predisponentes del huésped

Las infecciones no solo dependen de los factores de agresion que el microorganismo

posee, sino también de alteraciones en los mecanismos de defensa del huésped.

Dentro de los factores predisponentes del huésped tenemos:

Defectos de quimiotaxis leucocitaria congénitos o adquiridos (diabetes mellitus,
artritis reumatoide).

Defectos de opsonizacion por anticuerpos (hipogamaglobulinemia).

Defectos en la muerte intracelular luego de la fagocitosis (enfermedad
granulomatosa crénica).

Heridas de piel (quemaduras, incisiones quirdrgicas, eczema).

Presencia de cuerpos extrafios (suturas, vias venosas, protesis).

Infecciones por otros agentes, particularmente virus (influenza).

Enfermedades crénicas como alcoholismo, falla renal cronica, enfermedades

malignas, etc. (Seija, 2008).

1.1.6 Secuencia patogénica:

La infeccién estafilococica generalmente progresa segin una secuencia determinada:

La colonizacion es el paso previo indispensable. Puede preceder a la infeccion
en apenas horas (infeccion exégena) o en afios (infeccion endégena).

La puerta de entrada es generalmente cutanea.

Infeccion superficial (forinculo, impétigo, etc.).

Tromboflebitis séptica.

Invasion del torrente sanguineo.

Focos profundos: endocarditis, osteomielitis.

Bacteriemia.

Focos metastaticos parenquimatosos: pulmonar, renal, cerebral.

Shock séptico: Fallas de grandes sistemas.

Muerte: La progresion a las formas méas graves depende de la importancia del
foco inicial, del estado del huésped, y del tratamiento. Por otro lado, también se

puede obviar alguna etapa. Por ejemplo, en la sepsis por catéter, puede haber

Cuesta Coronel Cecilia Andreina
Pérez Ullaguari Jairo Javier

23



UNIVERSIDAD DE CUENCA
inoculacién bacteriana directa al torrente sanguineo, sin infeccion superficial ni

tromboflebitis séptica. (Chans, 2002).
1.1.7. Enfermedades causadas por los estafilococos

Debido a su amplia versatilidad esta bacteria es capaz de colonizar e infectar todos los
tejidos, causando enfermedades de amplio espectro como infecciones menores de la

piel e infecciones invasoras serias. (Cervantes-Garcia et al., 2014).
INFECCIONES

1. Infecciones superficiales.- No se dan frecuentemente, y la mayoria de las veces son

autolimitadas, no prosiguiendo la secuencia patogénica mas alla. (Chans, 2002).
o Cutaneas:

Panadizo: inflamacioén aguda a nivel latero subungueal. (Chans, 2002).

Impétigo: se trata de una lesion caracterizada por maceracién de la piel, formacion de
una papula eritematosa, dolorosa, que evoluciona para formar una costra con eritema

periférico, con lesiones satélites y adenitis regional. (Cabello, 2007).

Forinculo: es un pequefio absceso que se localiza en la piel y el tejido celular
subcutaneo; presenta forma abultada o puntiaguda, color rojo y es doloroso, la piel que
lo cubre es lisa y eritematosa, y puede romperse y drenar secrecion purulenta.
(Cabello, 2007).

Celulitis: es un proceso infeccioso inflamatorio de los tejidos blandos que se inicia en
un foco y se disemina progresivamente por los tejidos mas laxos en tejido celular

subcutaneo, y generalmente drena en forma tardia. (Cabello, 2007).

Abscesos: es la formacién localizada de un proceso inflamatorio en el que se acumula
secrecion purulenta a manera de un saco de diferentes tamafios. Estas lesiones deben

drenarse quirdrgicamente para extraer el contenido purulento. (Cabello, 2007).

Antrax_estafilocécico: Se observa en la regién de la nuca, es la infeccion de varios

foranculos con extension a la capa mas profunda del tejido subcutaneo, que puede

producir bacteriemia en un tercio de los casos. (Cervantes-Garcia et al., 2014).
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e Mucosas:

Conjuntivitis: Es una infeccién de la conjuntiva. Produce una respuesta papilar,
asociadas en ocasiones a petequias y con secrecién mucopurulenta, amarillenta, que

pega los parpados por las mafianas. (Miralles, Baeza, & Barreras, 2015)

Otitis: Infeccion severa que afecta al conducto auditivo externo o interno y a los tejidos
blandos adyacentes, la cual produce dolor intenso, fiebre y trastornos en la audicion.
(Alcantara, 2014).

Sinusitis: Se debe a un proceso inflamatorio o infeccioso de la mucosa de los senos
paranasales. (Garcia Rodriguez et al., 2003).

e Subcutaneas:

Hidrosadenitis: infeccién de las glandulas sudoriparas, que se localiza principalmente
en axilas e ingles. (Chans, 2002).

2. Infecciones profundas.- Representan la progresion natural de la infeccion a partir de
focos superficiales. (Chans, 2002).

Tenosinovitis: proceso inflamatorio agudo o crénico de tendones y sus vainas

sinoviales. (Chans, 2002)

Fascitis: Infeccion de las fascias aponeuroticas, el tejido fibroso que recubre los

musculos y huesos. (Chans, 2002).

Flemones: Infecciéon por decolamiento de los espacios del tejido celular. (Chans,
2002).

3. Focos metastasicos.- Al encontrarse los estafilococos en el torrente sanguineo,
pueden establecerse en cualquier érgano profundo; con la probabilidad de causar:
endocarditis, neumonia, osteomielitis, artritis, y abscesos parenquimatosos, en

especial a nivel renal y cerebral. (Chans, 2002).

Endocarditis aguda: Es una de las infecciones mas graves causada por S. aureus, con

alta morbimortalidad, frecuentes complicaciones y problematico tratamiento debido al
incremento en la complejidad de esta patologia por el desarrollo de resistencias a los
antibiéticos. Se produce por la invasion del endocardio de las valvulas cardiacas, con

formacion de verrugosidades por depésito de fibrina y plaquetas.
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Es comun y caracteristico en personas que usan drogas intravenosas, aungque en

estos pacientes el cuadro suele ser menos dramatico que en los no drogadictos, en los

que afecta sobre todo valvulas izquierdas, con una evolucion fulminante.

El shock cardiogénico por falla valvular aguda es la complicacion mas temible; otras
complicaciones son los abscesos metastasicos parenquimatosos, el shock séptico, y el

tromboembolismo pulmonar en el caso de endocarditis tricuspidea. (Chans, 2002).

Osteomielitis: Infeccion a nivel de los huesos largos (fémur, tibia y hamero), por
microembolias sépticas. Ocurre generalmente en los primeros 5 afios de vida siendo
mas frecuente en nifios que en niflas. Puede tener dos formas clinicas, agudas o
cronicas. En la primera predomina la inflamacién y la fiebre, en la segunda el cuadro

térpido, con recidivas y fistulizacién. (Chans, 2002) (Matos et al., 2011).

Neumonia: Es un proceso infeccioso inflamatorio agudo del parénquima pulmonar.
Afecta a pacientes inmunocompetentes o inmunodeprimidos y puede ser nosocomial o
comunitario. El mecanismo habitual de produccién de esta enfermedad es la
colonizacion previa de las vias aéreas superiores por microorganismos patdgenos y la
aspiracion posterior de secreciones orofaringeas contaminadas. (Gutiérrez, Baquero,
Gallardo, & Falcén, 2010).

Sepsis por catéter: El uso de catéteres centrales constituye una de las principales

causas de infeccion por complicaciones y la primera causa de bacteriemia nosocomial.
Casos especiales son la cateterizaciébn para nutricion parenteral (NP) y para
hemodialisis (HD).

La infeccién se produce por la via periluminal, a partir de la propia piel del paciente.
Recientemente se ha descrito infeccion desde la conexion a través de las manos
contaminadas del personal manipulador, en especial en NP y HD, donde los cuidados
de la piel son extremos. Los gérmenes colonizan el catéter, y a partir de alli pueden
pasar directamente a la sangre, dando bacteriemia. (Chans, 2002) (Garcia et al.,
2003).

Bacteriemia y sepsis por S. aureus: Se define como bacteriemia la infecciéon con el

hallazgo de al menos dos hemocultivos positivos, con clinica compatible; y sepsis al
cuadro de falla de grandes sistemas del organismo causado por la diseminacion
bacteriana. S. aureus ocupa el segundo lugar como agente de bacteriemia o sepsis,

después de Escherichia coli.
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La bacteriemia o sepsis de origen hosocomial se produce en la mayoria de los casos a

partir de un catéter o una flebitis séptica, también de la infeccion de una herida

quirurgica. Es menor el porcentaje de origen desconocido y de endocarditis.

Al agravarse el cuadro clinico, se presentan fallas de los grandes sistemas
reguladores del organismo. Pueden observarse, aisladamente o asociadas,
insuficiencia renal aguda, distrés respiratorio agudo, coagulacion intravascular
diseminada, o shock. Muchas veces ante estas situaciones y la sospecha de infeccion,
se hace diagnostico clinico de sepsis, aun con hemocultivos negativos. (Chans, 2002).

El sindrome de chogue téxico (SST-1): Es un cuadro grave debido a la produccion de

la toxina TSS-1 que se desarrolla repentinamente después de una infeccién
bacteriana, inicialmente se describié en nifios y posteriormente en mujeres jovenes
gue usaban tampones, ademas las toxinas pueden entrar al torrente sanguineo a

través de una herida en la piel, incluidas las heridas quirargicas.

En la actualidad, la mayor parte de los casos son secundarios a infecciones
estafilocdcicas diversas. Puede afectar rapidamente diversos 6rganos, entre ellos el

higado, los pulmones y los rifiones. (Cervantes-Garcia et al., 2014).

Artritis séptica: infeccion del espacio articular debido a una complicacion en el curso de

una bacteriemia. La respuesta inflamatoria e infecciosa que se produce a ese nivel es
muy rapida, detectandose degradacion del cartilago articular en las primeras 8 horas
de haber empezado la infeccion. Se afecta con mayor frecuencia las extremidades

inferiores: cadera, rodilla y tobillo. (Matos et al., 2011).
1.1.8. Epidemiologia

Las infecciones ocasionadas por estafilococos son un problema de salud importante
en todo el mundo debido a que en los Ultimos tiempos se ha observado en diferentes
paises un aumento en la prevalencia de SAMR en infecciones de piel y partes blandas

en pacientes ambulatorios y hospitalarios. (Bermejo et al., 2012).

Este microorganismo causa infecciones de diversa gravedad en nifios y adultos. Su
frecuencia es alta y se estima en 28,4 casos por cada 100.000 personas de todas las
edades. (Paganini et al., 2006)

La resistencia a la meticilina fue comunicada en 1961 pero no fue hasta los afos

ochenta en los que SARM alcanzaron cifras alarmantes, siendo en la actualidad un
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patdgeno relevante en la infeccibn nosocomial cuya prevalencia en los hospitales llegd

al 50%. (Canton & Ruiz-Garbajosa, 2013) (Paganini et al., 2006).

La colonizacion por S. aureus se da preferentemente por: heridas traumaticas,
intervenciones quirdrgicas, instrumentacion, drogadiccion parenteral, enfermedades
dermatoldgicas, Ulceras isquémicas, etc. También se puede dar complicaciones
graves de la bacteriemia estafilococica como el shock séptico y las infecciones

metastasicas graves, como meningitis.(Camarena & Sanchez).

Los CoNS, son bacterias que se encuentran en la piel y mucosas sanas del ser
humano y constituyen entre el 65 al 90% de los Staphylococcus aislados de la piel,
siendo uno de los mas frecuentes el Staphylococcus hominis (S. hominis). Otros CoNS
como S. epidermidis han asumido mayor importancia como agentes patégenos
verdaderos. Las infecciones por CoNS estan siendo causadas por el aumento de
cuerpos extrafios insertados a través de la piel como los catéteres y dispositivos
artificiales.(Sanchis Bayarri, 2004).

La resistencia de los estafilococos a los antibiéticos es reportada desde hace varios
afos. Mas del 95 % de los aislamientos hospitalarios de S. aureus son resistentes a
penicilina y las cepas multirresistentes de ese germen han crecido en importancia.
(Nodarse Hernandez, 2001).

La resistencia que presentan los CoNS a multiples antibiéticos es mayor que S.
aureus por lo que puede llegar a complicar el tratamiento, por eso la importancia de
éstos microorganismos recuperados como agentes patdgenos intrahospitalarios ha
despertado un mayor interés en su caracterizacion.(Sanchis Bayarri, 2004) (Nodarse
Hernandez, 2001).

1.1.9. Clasificacion

El género Staphylococcus incluye actualmente mas de 39 especies y 17 subespecies,
las cuales son huéspedes naturales del humano o de otras especies. (Ortega Miranda,
2010).

e Staphylococcus coagulasa positiva: S. aureus

Es el microorganismo patdgeno mas comun, frecuentemente lo encontramos en la
nasofaringe, region perineal y piel, aunque puede colonizar superficies epiteliales y
mucosas. Es una de las bacterias conocidas como “piégenas”, esta produce una gran
cantidad de productos extracelulares como son hemolisinas, hialuronidasa,
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leucocidina, estafilocinasa, penicilinasa, desoxirribonucleasa y fibronilisina que

contribuyen a la patogenicidad y virulencia de la bacteria. Asi mismo, algunas cepas
pueden producir toxinas exfoliativas y enterotoxinas que causan una amplia variedad

de enfermedades infecciosas. (Ortega Miranda, 2010).

Staphylococcus coagulasa positiva presenta colonias de 1 a 3 mm de diametro, lisas,
levemente elevadas y convexas, de bordes enteros, y de color amarillo el cual se debe
a la produccion de carotenoides; sin embargo, se presentan frecuentemente variantes
no pigmentadas en muchas cepas. Ademas convierte el fibrinégeno en fibrina

formando un coagulo en el plasma. (Seija, 2008) (Velazquez-Meza, 2005).

Esta bacteria puede causar enfermedad produciendo lesiones inflamatorias con
contenido purulento, el cual puede avanzar a estructuras mas profundas, y al llegar a
torrente sanguineo diseminarse y producir el mismo tipo de lesion en cualquier lugar

del organismo. (Echevarria Zarate & Iglesias Quilca, 2003).
e Staphylococcus coagulasa negativa:

Las especies mas frecuentemente involucradas en patologia humana (80% de los
casos) son: Staphylococcus haemolyticus, S. epidermidis y S. saprophyticus; el resto
se debe a Staphylococcus lugdunensis, S. hominis, Staphylococcus warneri,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus capitis, Staphylococcus auricularis,
Staphyloccus cohniiy otras. La capacidad de CoNS de causar infeccion varia entre
las diferentes especies; asi, Thean Yen Tan Yy cols., identficaron asS.
lugdunensis como la especie mas virulenta, con 91% de los aislados asociados con

infecciones clinicamente significativas. (Farifia et al., 2013).

Los Staphylococcus coagulasa negativo son de gran importancia actualmente, debido
a que se encuentran con una alta frecuencia en los aislamientos clinicos. Forman
parte normal de la microbiota de la piel, mucosas y glandulas de los mamiferos.
(Ortega Miranda, 2010).

Es necesario saber distinguir en el laboratorio si los aislados de CoNS son cepas con
significado clinico, es decir, cepas productoras de infeccion nosocomial o simplemente

cepas que son parte de la piel normal del ser humano. (Ortega Miranda, 2010).

Los CoNS han sido reconocidos como causantes de las infecciones nosocomiales en

una gran variedad de situaciones clinicas. Asi en 1958, Smith y col. descubrieron el
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potencial patdgeno de los CoNS, al analizar datos procedentes de pacientes con

septicemia. (Ortega Miranda, 2010).

S. epidermidis puede infectar la piel, las mucosas y las heridas, y S. saprophyticus es

el responsable de infecciones en vias urinarias. (Ortega Miranda, 2010).

CoNS presenta colonias generalmente de menor tamafio en comparacion con S.

aureus, y estas no presentan pigmentacion. (Seija, 2008).
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Tabla 1. Especies de Estafilococos encontradas en el hombre. (Ortega Miranda,
2010).

Especie Comentario
5. aureus Es el patogeno mas importante entre los estafilococos.
5. epidermidis Es el estafilococo coagulasa negative mas frecuente en los aislados clinicos.
8. saprophyticus Causa infecciones unnarias agudas sobre todo en mujeres jovenes sanas,

sexualmente activas.

S.haemalyticus Recientemente se ha informado de la existencia de cepas resistentes  a
vancomicing en el contexto climeo de tratamiento prolongade con dicho
antibiotico, lo que suglere una seleccion de clonas resistentes.

5. warnert Es una causa reconocida de bactenemia relacionada con catéteres, de endocardihis
de valvulas naturales, de osteomielitis  wvertebral hematogena y de memngitis
asociada con denivaciones ventriculo peritoneal.

5. hominis Se encuentra en la piel humana v ha sido aislada como causa de bacteriemia en
pacientes cancerosos.

5. simulans Ha sido identificado como causa de septicemia, osteomielitis vy artritis séptica.
Posee una capsula que inhibe la fagocitosis in virre v contribuye a su virulencia in
viva.

8. Tugdunensis Descrito por pnmera vez en 1988, se ha establecido rapidamente como patdgeno

humano importante. Se le ha asociado como endocarditis de valvulas naturales v
protésicas, con celulitis de la prel v tepdo subcutaneo, con peritonitis, con protesis
de cadera infectadas, con osteomiehtis, con infecciones de guias vasculares v con
abscesos mamarios.

5. capitis Desde 1992, esta especie ha sido comunicada como agente causal de endocarditis
en valvulas naturales.

5. schleifer Descrito por primera vez en 1988, ha sido aislado a partir de varias infecciones
humanas, entre ellas empiema cerebral, infecciones de heridas e infecciones de
catéteres permanentes.

5. pasteuri Como especie de reciente descripcion que se encuentra en  muestras clinicas,
animales v en alimentos todavia no ha sido asociada con procesos infecciosos y es
fenotipicamente similar a 5. warneri.

8. auricularis Esta especie se encuentra en el conducto auditivo externo de seres humanos y
raramente ha sido implicada en infecciones.

8. colnii Esta especie ha sido subdividida en dos subespecies denominadas S, cohnir
subesp. colnii y 5. cohnii subesp. urealyticum.

8. xylosus Se encuentra tanto en seres humanos como en primates ¥ ha sido implicado como
causa de infecciones de las vias urinarias  supenor e inferior v de endocarditis
asociada con la adiccion de drogas intravenosas.

S.zaccharolviicum | Esta especie anaerobia, denominada anteriormente Peptococcus saccharolyiicus,
fue transferido al género Sraphyviococcus sobre la base del analisis  del RNA
ribosomico 168,
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1.1.10. Resistencia a la meticilina (oxacilina).

Las cepas de Staphylococcus resistentes a la meticilina se encuentran
fundamentalmente a nivel hospitalario, en particular en las unidades de cuidados
intensivos, donde su prevalencia puede llegar a ser elevada, siendo ademas

habitualmente multirresistentes. (Galiana Villar, 2003).

El fenotipo de resistencia a la meticilina es mas frecuente entre las diferentes especies
de CoNS (con la excepcion de S. lugdunensis y S. saprophyticus) que en S. aureus.
La resistencia a la meticilina (oxacilina, meticilina, cloxacilina, nafcilina) en estos
microorganismos se debe a la adquisicion de ADN exdgeno (gen mecA) que codifica la
produccion de una proteina fijadora de penicilina (PBP) de baja afinidad por los
betalactimicos y que no es inhibida por estos antimicrobianos, incluyendo
cefalosporinas de primera a cuarta generacion, y los carbapenems; extendiéndose la
utilizacién de otras familias antibiéticas como las quinolonas y lincosamidas. Esta PBP
impide que la meticilina pueda adherirse al lugar donde va a ejercer la accion de
bloguear la enzima transpeptidasa (cuya funcién en el ciclo de vida bacteriana es
sintetizar la pared bacteriana). (Echevarria Zarate & Iglesias Quilca, 2003) (Ardanuy et
al., 2011) (Tamariz et al., 2009).

S. aureus normalmente contiene 4 PBPs, de las cuales las PBPs 1, 2 y 3 son
esenciales. La PBP de baja afinidad denominada PBP2a o PBP2’, de 78 kDa, esta
codificada por el gen cromosdmico mecA. La expresion fenotipica de la resistencia
mediada por el gen mecA es compleja y se afecta por diferentes factores como la
temperatura, el pH, la osmolaridad, la presencia de secuencias cromosémicas

reguladoras y de otros genes cromosomicos no relacionados. (Ardanuy et al., 2011).

La cefoxitina al ser un inductor mas potente del sistema regulatorio de mecA que las
penicilinas es un marcador alternativo de la presencia de mecA, mejorando la
expresion de este gen y en consecuencia también la deteccién de la resistencia a la

meticilina. (Ardanuy et al., 2011).

El disco de cefoxitina tiene mayor utilidad y es de preferencia sobre el disco de
oxacilina para detectar la resistencia a oxacilina mediada por el gen mecA y se debe
utilizar siempre en cepas de CoNS. Ademds, no presenta problemas de estabilidad

como la oxacilina durante su conservacion. (Ardanuy et al., 2011).

Cuesta Coronel Cecilia Andreina

. . X 32
Pérez Ullaguari Jairo Javier



UNIVERSIDAD DE CUENCA
El fenotipo de resistencia a la meticilina en Staphylococcus spp. se puede detectar en

el laboratorio mediante la técnica de difusién con discos de oxacilina (1 ug) y/o

cefoxitina (30 pg) o por dilucién en caldo o en agar. (Ardanuy et al., 2011).

Factores de riesgo para adquirir meticilino resistencia

Los factores de riesgo que se han demostrado en la mayoria de estudios, con relacién
a infeccion nosocomial son: estancia prolongada hospitalaria, uso de antibiéticos de
amplio espectro, estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) o unidad de
quemados, infecciones quirlrgicas, Ulceras de decubito, pobre estado funcional,
proximidad a otro paciente con Staphylococcus meticilino resistentes. (Echevarria
Zarate & Iglesias Quilca, 2003).

1.1.11. Resistencia inducible a clindamicina.

Las infecciones estafilococicas, tanto a nivel comunitario como nosocomial, ha
aumentado en los ultimos 20 afios y de igual manera se han incrementado a nivel
mundial las infecciones causadas por SAMR. En este microorganismo se han descrito
mdultiples mecanismos de resistencia, entre éstos, existen 3 mecanismos de
resistencia para los macrélidos, lincosamidas y estreptogramina B (MLSB):
modificacion del sitio de accién (codificado por el gen erm), bomba de eflujo
(codificado por el gen msr A) e inactivacion (codificado por el gen mph).(Montoya et
al., 2009).

La mayor parte de las cepas de S. aureus resistentes a la eritromicina lo son también a
las lincosamidas. Esto es codificado por el gen erm (erylhromycin ribosome
methylation) que induce la metilacion de la subunidad 23S ribosomal lo que conlleva a

la modificacion del sitio de unién de estos antibiéticos. (Montoya et al., 2009).

La elevada capacidad del germen de generar resistencia a los antimicrobianos, se ve
reflejada en la resistencia al grupo MLSB, la cual presenta dos variables, la resistencia
constitutiva (MLSBc) y la inducible (MLSBIi), ambas estan relacionadas con la
expresion de los genes erm. La variable constitutiva presenta elevado nivel de
resistencia a cualquier antimicrobiano del grupo MLSB, a diferencia de la resistencia
inducida que presenta Unicamente resistencia a los macrolidos de 14 &tomos
(eritromicina) y 15 atomos (azitromicina) y sensibilidad “in vitro” a macrélidos de 16

atomos, lincosamidas (clindamicina) y estreptograminas B. En las cepas MLSBi la
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expresion del gen erm es inducida por algunos compuestos, como la eritromicina por

concentraciones sub-inhibitorias (0,01 a 0,1 pg/mL) un potente inductor para la
resistencia MLSBI; mientras que la clindamicina es un inductor débil que actia

lentamente.(Tamariz et al., 2009).

Las cepas con resistencia MLSBi aparentan susceptibilidad “in vitro” a clindamicina,
pero al ser usado clinicamente, ocurre “in vivo” la induccion de la resistencia con el
consiguiente fracaso terapéutico. Ello se explica porque la clindamicina al ser un
inductor débil, provoca que a largo plazo, se induzca resistencia a si misma. Por otra
parte, la caracteristica de la eritromicina de ser un potente inductor de la resistencia

nos permite utilizarla en pruebas de deteccion de cepas MLSBI.(Tamariz et al., 2009).

Los macrolidos, las lincosamidas y las estreptograminas de tipo B (antibiéticos MLSB)
son antibidticos quimicamente distintos pero con un mecanismo de accion similar,
inhibiendo la sintesis proteica de las bacterias al unirse al sitio P en la subunidad 50S
del ribosoma bacteriano usandose habitualmente en el tratamiento de las infecciones

estafilocécicas. (Merino-Diaz et al., 2007).

La resistencia inducible para macrélidos, lincosamidas y estreptograminas B no se
detecta usando las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana estandar, lo que puede
conducir a falla del tratamiento con clindamicina, como ha sido reportado desde el afio
1968 por Mc Gehee y col. Por otra parte, si consideramos como clindamicina
resistente a toda cepa de Staphylococcus spp eritromicina resistente, se perderia la
posibilidad de utilizar la clindamicina como tratamiento de las infecciones por este
microorganismo que suelen ser susceptibles a este antimicrobiano.(Castellano et al.,
2015).

Para identificar “in vitro” las cepas de Staphylococcus spp que poseen una resistencia
inducible a la clindamicina el CLSI 2016 recomienda el método de difusién de doble
disco (D-test). Este método consiste en colocar en un cultivo de Staphylococcus spp.
un disco de clindamicina y uno de eritromicina a una distancia de 15 mm; aquellas
cepas con resistencia inducible a clindamicina forman una letra D en la zona circular
de inhibicion alrededor del disco de clindamicina hacia el lado que enfrenta al disco de
eritromicina. El D-test es un método que ha demostrado una sensibilidad y
especificidad cercana al 100% al ser comparado con el estudio de genotipificacion, el
cual constituye el estandar de oro para la identificacion de las cepas que presentan

resistencia inducible a clindamicina.(Castellano et al., 2015).
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1. Tipo de investigacién.

Se desarroll6 un estudio observacional, descriptivo y de corte transversal.
2.2. Tamafio de la muestra.

En el estudio se incluyeron todas las cepas de Staphylococcus spp. meticilino
resistentes obtenidas de muestras clinicas de exadmenes solicitados por los médicos
tratantes de todos los pacientes ingresados en el Hospital “Vicente Corral Moscoso”,
en cualquiera de sus dependencias, durante el periodo junio — agosto 2016,

cumpliendo con los criterios de inclusion y exclusion.
2.3.  Criterios de inclusion.

Se trabaj6 con todas las cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes
procedentes de muestras de secreciones, exudados y sangre de pacientes
hospitalizados en el “Hospital Vicente Corral Moscoso” de todas las dependencias en

el periodo junio - agosto 2016.
2.4.  Criterios de exclusion.

Fueron excluidas las muestras de pacientes ambulatorios atendidos en consultorios
externos, muestras a las cuales no se llegé a realizar un cultivo, muestras con
infeccion por cualquier agente patdgeno diferente al Staphylococcus spp. meticilino

resistente y muestras contaminadas.

2.5. Localizacion Geogréfica

e Se receptaron cepas aisladas de muestras de sangre, secreciones y exudados
de pacientes hospitalizados en el HVCM, las cuales fueron estudiadas en el
laboratorio de microbiologia clinica del lugar antes mencionado, ubicado en la
calle de los Arupos y Avenida 12 de Abril.

e Los medios de cultivo (Agar sangre de cordero, Agar manitol salado, Agar
Mueller Hinton) se prepararon en el Laboratorio de la Facultad de Ciencias
Quimicas en el &rea de Microbiologia Clinica de la Universidad de Cuenca a
cargo de la Dra. Carmen Lucia Lépez, localizado en la Avenida 12 de Abril
entre Avenida Loja y Agustin Cueva.
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e Los controles positivos (ATCC BAA-977) y negativo (ATCC BAA-44) de SARM

con resistencia inducible a la clindamicina se prepararon en la Facultad de
Ciencias Quimicas en el area de Laboratorio de Microbiologia del Proyecto Vlir
de Plantas Medicinales de la Universidad de Cuenca a cargo de la Dra.
Lourdes Jerves localizado en la Avenida 12 de Abril entre Avenida Loja y
Agustin Cueva.

2.6. Consideraciones éticas.

El estudio se realiz6 en el HYCM con autorizacion del Departamento de Docencia e
Investigacién, de la Jefa responsable del Laboratorio Clinico y ademas con la tutoria

de la persona encargada del area de Microbiologia Clinica.

Los datos de edad y procedencia de los pacientes fueron proporcionadas por el

personal de Laboratorio del area de Microbiologia Clinica.

2.7. Variables.

Tabla 2. Operacionalizacion de variables.

Variables Definicidn Dimension Escala Tipo de
variable
Presencia de | Coloracion azul de | Identificacién | Presencia Categorica

Staphylococcus | cepas con tincién | de Cocos

spp. con tincion | Gram y presencia | Gram

de Gram de |de positivos en
muestras microorganismos forma de
clinicas con formas | racimos
redondeadas,
dispuestas en

racimo al observar

microscopicamente

Presencia de | Formacién de | Colonias Presencia Categorica

Staphylococcus | colonias de | pequefas,
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spp. en Agar | estafilococos al | cremosas, de
manitol sembrar las cepas | forma
en medio manitol | circular,
salado luego de | bordes
18-24h a 35°C en | redondeados
aerobiosis. superficie lisa
y convexa.
Capacidad de los | Cambio de | Manitol:
estafilococos  de | color del | Positivo
fermentar o no el | indicador Negativo
manitol en  un | Rojo de
periodo de 18-24h | Fenol a
a 35°C en | amarillo
aerobiosis.
Presencia de | Formacién de | Colonias Presencia Categorica
Staphylococcus | colonias de | pequefas, ausencia de
spp. en Agar | estafilococos al | blanquecinas | B hemdlisis.
sangre de | sembrar las cepas | cremosas, de
cordero en medio Agar | forma
sangre de cordero | circular,
al cabo de 18-24h | bordes
a 35°C en | redondeados
aerobiosis ,  Superficie
lisa y
convexa que
pueden o no
presentar 3
hemodlisis.
Diferenciacion Respuesta de las | Desprendimi | Catalasa (+): Categorica
entre cepas ante la|ento de | Micrococcus
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Staphylococcus | presencia de | burbujas spp. y
spp. peréxido de | indica la | Staphylococcus
Streptococcus hidrégeno (H,0.,). presencia de | spp.
spp. la enzima
Micrococcus catalasa Catalasa ():
spp. capaz de | Streptococcus
Enterococcus descomponer | spp
spp. el H,O, en | Enterococcus

agua y | spp.

oxigeno
Diferenciacion Respuesta de las | Formacion Coagulasa (+): | Categotrica
de cepas para | del coagulo | Staphylococcus
Staphylococcus | coagular o no el | indica la | coagulasa
spp. plasma presencia de | positivo.

la enzima

coagulasa Coagulasa (-):

(conversién CoNS

del

fibrindgeno

en fibrina)
Resistencia de | Respuesta de la | Tamafio del | Cefoxitina: Numérica vy
Staphylococcus | bacteria frente a | halo en mm CoNS: categorica
spp. a la | los antibi6ticos: e <24 mm =
meticilina e Penicilina resistente

e Cefoxitina

El microorganismo
debe ser resistente
a los dos
antibidticos  para
que sea definido
como meticilino

resistente.

e 225 mm =

sensible

S. aureus:

e <21 mm =
resistente

e =22 mm =

sensible

L._____________________________________________________________________}
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Penicilina:
S. aureus vy
CoNS:

e =< 28mm

resistente

e 2= 29mm

sensible
Resistencia a la | Respuesta de la | Formacion Presencia o | Categoérica
clindamicina bacteria frente a la | de una letra | ausencia
inducida por la | clindamicina D en la zona
meticilina circular  de
inhibicion

alrededor del
disco de
clindamicina
hacia el lado
gue enfrenta
al disco de

eritromicina.

2.8. Analisis Estadistico

Los datos de laboratorio, tanto los proporcionados por el personal del Hospital asi
como los obtenidos como resultado de esta tesis, se ingresaron utilizando el software
Microsoft Excel. Las bases de datos finales fueron analizadas posteriormente en el
programa Stata 13.0 (College Satation, TX, USA).

Las variables categoéricas se expresaron mediante tablas de distribucion de
frecuencias. Se determinaron las diferencias de resistencia a antibiéticos de acuerdo al
tipo de muestra bioldgica, a la dependencia y a la clasificacion de los Staphylococcus
spp. (CoNS/Staphylococcus coagulasa positivo) mediante la prueba del Chi cuadrado.

Todos los test estadisticos fueron reportados con un nivel de significancia del 5%.
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Los datos de la edad de los pacientes de los cuales se obtuvieron las cepas se

reportaron como: mediana, valor minimo y valor maximo debido a la asimetria en la

distribucion de la variable.

2.9. Técnicas
2.9.1. Siembray cultivo de microorganismos
Al cultivar un microorganismo se promueve intencionalmente el desarrollo de éste en

medios de cultivo y condiciones de laboratorio controladas.(Conalepfelixtovar, 2012).

Cuando se realiza una siembra de un cultivo a otro se obtiene un “subcultivo” o

“repique”. (Flores, 2013).

2.9.1.1. Siembra: En Agar sangre de cordero y Agar Manitol
2.9.1.1.1. Agar sangre de cordero

Aislamiento por agotamiento: Se utliza una asa previamente esterilizada por
calentamiento hasta el rojo vivo en el mechero y se deja enfriar, se toma una a dos
colonias del medio de cultivo que contiene la bacteria, a continuacion se inocula la
muestra sobre un extremo de la placa con un asa y se extiende formando estrias
sobre la superficie en varios sentidos, cada célula aislada se multiplicara formando una

colonia independiente, cada colonia representa un cultivo puro.(Fig.1)(Chavarri, 2014).
FIGURA 1. Técnica de siembra en Agar sangre.

indculo
inicial segundo grupo

de estrias

tercer grupo
cuarlo grupo

de estrias de estrias

1d) el

(Jiménez, 2011)
2.9.1.1.2. Agar manitol salado

Estriado: Se calienta el asa de inoculacidon hasta que quede de color rojo intenso para
eliminar cualquier microorganismo. Dejar que se enfrie por unos segundos. Recoge
una muestra del cultivo bacteriano a partir de una caja Petri y se realiza la siembra por
medio de la técnica de estria cruzada en tres campos. (Fig. 2) (Quistian, 2014).
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FIGURA 2. Técnica de siembra en Agar manitol salado.

Agar Sal v Maniod

Estria &n 3
Campns

(Jesica, 2015).
2.9.1.1.3. Transporte y Almacenamiento

Los medios de cultivo fueron transportados hacia el HVCM en cajas cooler,
previamente sellados herméticamente con papel film y etiquetados correctamente;
ademas fueron almacenados en refrigeracion a una temperatura de 2 — 8 °C y

conservados por hasta 15 dias para su uso.

Las cepas aisladas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes fueron almacenadas
en refrigeracion a una temperatura de 2 — 8 °C y fueron procesadas dentro de las 24

horas.
2.9.2. Tincion de Gram

Método de tincién diferencial mas importante usada en bacteriologia el cual permite
dividir las bacterias en dos grandes grupos, las Gram-negativas y las Gram-positivas.
Esto es esencial para la clasificacion y diferenciacion de microorganismos. La reaccién
a la tinciébn de Gram esta basada en la diferencia en la composicion quimica de la

pared celular bacteriana.

La pared de la célula bacteriana sirve para determinar el tamafio, forma y resistencia al
organismo asi como para prevenir la lisis osmotica. El material de la pared celular
bacteriana que confiere rigidez es el peptidoglicano. La pared de la célula gram-
positiva es gruesa y consiste en varias capas interconectadas de peptidoglicano y algo
de acido teicoico, mientras que la pared de la célula gram-negativa contiene una capa
mucho més delgada de peptidoglicano y esta rodeada por una membrana exterior
compuesta de fosfolipidos, lipopolisacaridos, y lipoproteinas. (Fig. 3) (Santambrosio,
Ortega, & Garibaldi, 2009).
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FIGURA 3. Tincién de Gram.
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FUENTE: Registro de Laboratorio
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2.9.3. Pruebade la catalasa

La catalasa es un enzima presente en la mayoria de los microorganismos que poseen
citocromos. Las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el peréxido de hidrégeno
en agua y oxigeno gaseoso que se libera en forma de burbujas. De esta manera las
bacterias se protegen del efecto toxico del H,O,, que es un producto final del
metabolismo aerobio de los azlcares. (Fig. 4).

El principal objetivo de esta prueba es separar Micrococcus spp. y Staphylococcus
spp. (positiva) de Streptococcus spp. y Enterococcus spp. (negativa). (Olmos, de la

Fuente, Nieto, & Ramos)

FIGURA 4. Prueba de la catalasa.

FUENTE: Registro de Laboratorio
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2.9.4. Pruebade la coagulasa

La enzima coagulasa tiene la capacidad de coagular el plasma y esta presente en
varios microorganismos. Esta prueba es utlizada para diferenciar S. aureus
(coagulasa positiva) de otras especies de Staphylococcus spp. que son coagulasa
negativa. La prueba de la coagulasa en tubo puede leerse tras una incubacién de 4h,

pero si es negativa debe incubarse hasta 24h.(Olmos et al.)

La coagulasa reacciona con la sangre formando un complejo Illamado
staphylotrombina permitiendo que la enzima proteasa convierta el fibrinbgeno en
fibrina llevando a la coagulacion de la sangre.(Fig 5) (J. Valle, N. Miranda, A. Orozco, L

Garcia, & J. Rodriguez).

Figura 5. Coagulasa positiva / Coagulasa negativa.

(Telemedicina, 2009)

2.10. Pruebas de sensibilidad

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos es una de
las funciones mas importantes de los laboratorios de microbiologia clinica. El principal
objetivo es evaluar la respuesta de un microorganismo a uno o varios antimicrobianos,
lo que permite conocer la eficacia clinica de los mismos. El antibiograma define la
actividad “in vitro” de un antibiotico frente a un microorganismo determinado y refleja
su capacidad para inhibir el crecimiento de una bacteria o poblacién bacteriana. Estas

pruebas se realizan segun el manual CLSI. (Garcia-Rodriguez et al., 2000).
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2.10.1. Método utilizado: Difusion en agar (Técnica de Bauer & Kirby)
Es uno de los métodos que el CLSI recomienda para la determinacion de la
sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. Es una técnica cualitativa y sus

resultados se pueden interpretar inicamente como sensible, intermedio o resistente.

En esta técnica, el indculo bacteriano llevado a una concentracion igual a la del
estandar 0,5 de Mc. Farland, se aplica sobre la superficie de una placa seca de agar
Mueller-Hinton, con la ayuda de un hisopo estéril se siembra sobre la superficie del
medio solidificado de forma tal que se logre un crecimiento confluente. Posteriormente,
en un plazo no mayor de 15 minutos, se procede a colocar los discos que contienen el
antibidtico con una pinza estéril aplicando una ligera presion. Un disco no debe ser

removido una vez que tomd contacto con la superficie del agar.

Luego la placa se incuba a 35°C y por un periodo no mayor a las 18 horas excepto
para los aislamientos de Staphylococus spp. y Enterococcus spp., para los cuales se

recomienda una incubacién de 24 horas.

Cada halo de inhibicibn es medido utilizando una regla graduada en la forma
adecuada. En el caso de que no se presente un halo, se debe reportar 6 mm, ya que

ese es el diametro del disco.

Los diametros alrededor de cada disco son medidos y su interpretacion se basa en la
guia CLSI 2016 y el organismo es reportado como sensible, intermedio o resistente al
antibiético testado. (Herrera, 1999).

2.10.1.1. Método de inoculacion a partir de colonias aisladas:

A partir de una placa de cultivo con Agar sangre de cordero e incubada por 18 - 24 h,
seleccionar colonias aisladas y preparar una suspension directa en solucion salina. La
suspension debe ser inmediatamente ajustada a la escala 0,5 de Mc. Farland con la

ayuda de un turbidimetro. (Sacsaquispe, 2002).
2.10.1.2. Interpretacion de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos:

Clasificacion basada en la respuesta ‘in-vitro” de un microorganismo a un antibiético

en los niveles que este alcanza en sangre o tejidos con una dosificacion habitual.
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Sensible (S).- Implica que una infeccién dada por la cepa en estudio puede ser tratada

apropiadamente con la dosis de antibi6tico recomendada para el tipo de infeccion y la

especie infectante, a menos que hubiera contraindicaciones.

Intermedio (I).- Incluye cepas que pueden ser inhibidas por concentraciones mas
elevadas de antibidtico, siempre que las dosis normalmente usadas puedan ser
aumentadas o que la droga concentra fisiolégicamente en el tejido infectado. Indica
también una ”"zona buffer” que deberia evitar que pequefios factores técnicos dificiles

de controlar causen mayores discrepancias de interpretacion.

Resistente (R).- Las cepas resistentes no son inhibidas por las concentraciones
séricas normalmente alcanzadas a dosis habituales o caen en el rango donde son
comunes mecanismos especificos de resistencia microbiana y la eficacia clinica no ha

sido comprobada.(Malbran, 2012 ).

2.10.2. Procedimiento para la determinacion de la resistencia a la penicilina,

meticilinay de resistencia inducible a la clindamicina.
Se procedié de acuerdo a las tablas 3, 4 y 5 tomadas del Manual CLSI 2016.

Tabla 3. Prueba para la detecciébn de resistencia a la penicilina para

Staphylococcus spp. (Manual CLSI 2016)

Condiciones de prueba

Medio Agar Mueller Hinton

Concentracion de | disco de penicilina de 10 unidades

Antimicrobiano

In6culo suspension directa de colonias a

obtener 0,5 McFarland turbidez

Condiciones de | 33 a 35 ° C; aire ambiente

incubacion

Tiempo de | 16 — 18 horas
incubacion

Resultados Sensible: 229 mm

Resistente: <28 mm

Fuente: Manual de CLSI, Edicion Enero 2016, Namero M100, 26th ed. (Clinical
and Labaratory Standards Institute, 2016)
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Tabla4. Prueba para la deteccion de la resistencia a la meticilina (resistencia a

oxacilina) en especies de Staphylococcus spp. (Manual CLSI 2016)

Prueba mecA mediada por la resistencia a oxacilina usando cefoxitina
Método de | Difusion en disco

ensayo

Medio Agar Mueller Hinton

Concentracion de

Antimicrobiano

disco de cefoxitina 30 ug

In6éculo

suspension directa de colonias a

obtener 0,5 McFarland turbidez

Condiciones de | 33 a 35 ° C; aire ambiente
incubacion

Tiempo de | 16 — 18 horas
incubacion

Resultados S. aureus:

< 21 mm = mecA positivo

2 22 mm = mecA negativo

CoNS:
< 24 mm = mecA positivo

= 25 mm = mecA negativo

Fuente: Manual de CLSI, Edicion Enero 2016, Namero M100, 26th ed. (Clinical
and Labaratory Standards Institute, 2016)
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Tabla 5. Prueba para la deteccidon de resistencia inducible a clindamicina en

especies de Staphylococcus (Manual CLSI 2016)

Prueba Resistencia inducible a la clindamicina
Método de | Prueba zona D

ensayo

Medio Agar Mueller Hinton

Concentracién de

Antimicrobiano

15 ug de eritromicina y 2 ug de clindamicina discos espaciados

15 - 26 mm de separacion

In6éculo

suspension directa de colonias a

obtener 0,5 McFarland turbidez

Condiciones de |35°Ct2°C

incubacion

Tiempo de | 16 — 18 horas

incubacion

Resultados Aplanamiento de la zona de inhibicion adyacente al disco de

eritromicina (referido como un D- zona) = resistencia inducible a

la clindamicina.

Crecimiento nebuloso dentro de la zona de inhibicién alrededor

de clindamicina = resistencia a la clindamicina.

Fuente: Manual de CLSI, Edicion Enero 2016, Numero M100, 26th ed. (Clinical and
Labaratory Standards Institute, 2016)

2.10.3. Discos de antibigticos empleados

Penicilina:

Es un antibidtico betalactdmico que tiene una accion principalmente bactericida. Al

unirse a determinadas proteinas de la pared celular bacteriana inhibe su sintesis.

La actividad intrinseca de las penicilinas frente un organismo particular depende de su

capacidad para poder llegar a la pared de la célula y poder formar estas proteinas.
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La capacidad que tienen las penicilinas para interferir en la sintesis de la pared lleva a

la lisis celular, que estd mediada por enzimas autoliticos de la pared celular

(autolisinas)

El espectro de actividad de la familia de las penicilinas es amplio. Son activas contra
bacterias gram positivas, negativas y anaerobias; pero poseen mayor actividad contra

las bacterias gram positivas.
Cefoxitina:

Antibidtico semisintético, de amplio espectro, de la familia de las cefamicinas. La
cefoxitina tiene accion bactericida, inhibe la sintesis de la pared celular bacteriana.
Tiene actividad en presencia de ciertas betalactamasas, tanto penicilinasas como

cefalosporinasas que son producidas por bacterias Gram-negativas y Gram-positivas.

La resistencia a la cefoxitina estd mediada principalmente mediante la hidrélisis por
betalactamasa, la alteracion de las proteinas de unién a penicilina (PBP), y la

disminucion de la permeabilidad a través de la pared celular.
Eritromicina:

Antibiético macrélido producido por el Streptomyces erythraeus siendo el primero de la
familia de los macrélidos. La eritromicina al unirse a la subunidad 50S del ribosoma

bacteriano inhibe la sintesis de proteinas.

La eritromicina tiene actividad bacteriostatica. Esta es efectiva frente a un amplio
espectro de microorganismos con una actividad mayor en gram-positivos que en gram-

negativos.
Clindamicina:

La clindamicina se une a las subunidades 50S de los ribosomas bacterianos e inhibe
la sintesis de proteinas. Dependiendo de su concentracién en el lugar de su actividad
y de la susceptibilidad del microorganismo, la clindamicina tiene accion bacteriostatica
o bactericida. La clindamicina es activa frente a una amplia variedad de

microorganismos.

En particular, muchas cepas de Streptococcus y Staphylococcus son extremadamente
susceptibles a este antibiotico. (VADEMECUM, 2014).
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NOTA: los antibidticos se deben guardar en refrigeracion a 4°C y dejarlos a

temperatura ambiente 2 horas antes de su utilizacién. Los discos se ponen en
congelacién si son antimicrobianos betalactamicos y si transcurren mas de una

semana hasta su utilizacion.

El deterioro de los discos puede darse si son sometidos a la humedad o a frecuentes

fluctuaciones de temperatura.(Garcia-Rodriguez et al., 2000).
2.10.4. Control de calidad

Para proceder a la lectura de los antibiogramas debe haber un estricto control de

calidad para supervisar la exactitud y fiabilidad de la metodologia.

Existe un gran niumero de factores que pueden afectar los resultados dentro de las

gue se destacan:

a) Actividad de los discos (verificar su fecha de vencimiento o que pierdan su carga

por almacenamiento incorrecto).
b) Inadecuada composicion y espesor del medio.

c) Alteraciones en mas o en menos en el indculo (patrén de turbidez 0.5 de la escala
de Mc Farland).

d) Problemas con el tiempo o temperatura de incubacion.

Para llevar a cabo eficientemente este control de calidad al mismo tiempo que se

realiza el procedimiento para la cepa en estudio, se realiza para una cepa control.

Las cepas control utilizadas son las recomendadas por el CLSI 2016 denominadas
ATCC, éstas son cepas conocidas, de las cuales se sabe su patron de resistencia o
sensibilidad. Se debe verificar que los didmetros de inhibicion del crecimiento
bacteriano de los discos de antibiéticos estén dentro de los establecidos en las tablas,
de lo contrario podremos concluir que existe alguna variable que esta cambiando las
condiciones en que debe ser realizado el procedimiento. (Taroco, Seija, & Vignoli,
2006).

Las cepas pueden clasificarse en tres tipos:

o Cepas de referencia
e Cepas de reserva

e Cepas de trabajo
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Cepas de referencia:

Las cepas ATCC o de referencia son cepas certificadas que contiene un anico cultivo
puro con convenientes caracteristicas morfolégicas y bioquimicas definidas y son

almacenadas entre 2-8 °C hasta su uso. (Fig. 6).

Para la reconstitucién y siembra de las cepas ATCC se utiliza medios de cultivo de
enriquecimiento y se procede a su incubaciébn y almacenamiento segun el
microrganismo.(Balleza et al.) (J. Valle, N. Miranda, A. Orozco, L. Garcia, & J
Rodriguez)

Figura 6. Cepal liofilizada de S. aureus BAA-977

FUENTE: Registro de Laboratorio
Cepas de reserva:

Son las cepas idénticas obtenidas a partir de un Unico subcultivo de una cepa de
referencia. Esta se conserva en leche descremada y en congelacion. Son

potencialmente peligrosas.

Cada vial debe estar identificado con el nombre de la cepa y fecha de congelacion a
una temperatura de -86°C en biofreezer y en nitrégeno liquido a -195,8 °C. (Fig. 7)
(Balleza et al.).
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Figura 7. Cepa de S. aureus BAA-977 en leche descremada

FUENTE: Registro de Laboratorio
Cepas de trabajo:

Se obtiene por subcultivo de las cepas de reserva en medios de cultivo de
enriquecimiento apropiados para el microrganismo (agar sangre de carnero, manitol y
Mueller Hinton). Se verifica la calidad, pureza y morfologia tipica del subcultivo con las
pruebas correspondientes para asi poder servir de comparacién con las muestras

clinicas. No se subcultiva para sustituir a las cepas de reserva. (Fig. 8) (Balleza et al.).

Transporte de la cepa de trabajo: para su transporte lo realizamos en cajas cooler,

previamente sellado herméticamente con papel film.

Figura 8. Cepade S. aureus BAA-44 /Cepa de S. aureus BAA-977 en Agar Mueller
Hinton

FUENTE: Registro de Laboratorio
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Utilidad de los cultivos de las cepas control:

e Para evaluar la calidad de los medios de cultivo.
e Para asegurar la calidad de los resultados de ensayos de laboratorio.

e Para validar métodos microbioldgicos (pruebas de sensibilidad).(Balleza et al.).

2.10.4.1. Cepas de control de calidad utilizadas segun el manual CLSI 2016

Staphylococcus aureus ATCC® BAA-977

« Utilizado para realizar la prueba D-Test para evidenciar resistencia inducible a

clindamicina, control positivo. (Fig. 9).

Figura 9. Cepa de S. aureus BAA-977 (control positivo)

Resistencia inducible a
la clindamicina
(formacion de zona D)

FUENTE: Registro de Laboratorio

Staphylococcus aureus ATCC® BAA-44

+ Utilizado para realizar la prueba D-Test para evidenciar resistencia inducible a

clindamicina, control negativo. (Fig. 10)

Figura 10. Cepa de S. aureus BAA- (control negativo)

No existe
formacion de
zona D

FUENTE: Registro de Laboratorio
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2.11. Materiales y equipos

2.11.1. Materiales

e Recipiente para transporte de muestras
e Lamparas de alcohol

e Asa

o Cajas Petri

e Placas Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Gradillas para tubos

e Guantes de examinacion

e Papel aluminio

o Algodén
e Varillas
e Probetas

e Matraz de Erlenmeyer de 1000ml! (PYREX)

2.11.2. Reactivos

e Violeta cristal para tincion de Gram

e Solucion de yodo para tincion de Gram
¢ Alcohol cetona para tincion de Gram

¢ Fucshina para tincién de Gram

e Aceite de inmersion

e Peroxido de hidrégeno al 3%

e Solucion salina

e Plasma sanguineo

2.11.3. Equipos

e Autoclave (Trident, EA 632, D005-F0033)
e Céamara de flujo laminar (BIOBASE, BSC-110011A2-X,DXA201588)
e Estufa (NAPCO, 322-10, 6-76-0352)

e Baflo Maria (MEMMERT, W-B7, LE-209)
. _____________________________________________________________|
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o Refrigeradora (Mabe, In-genious, W19GTDX)

e Cocineta eléctrica de 2 quemadores (Mantua, 110V.2kwts.84-4-B,
222004000092040)

e Balanza electrénica de precision (Metter, PC440, 222004000092041)

e Microscopio (OLYMPUS, CX31RBSFA, 8J06174)

e Turbidimetro (BIOMERIEUX, DENSIMAT, M007230)

o Vortex Mixer (K, VM-300, 1504796)

2.12. Medios de cultivo
Agar sangre de cordero

Es un medio enriquecido, combinacion de un agar base (agar nutritivo) con fuente
proteica (digeridos tripticos, digeridos proteicos de soja) el cual tiene un agregado de
5% de sangre ovina, con una pequefa cantidad de hidratos de carbono naturales y

cloruro sédico.

Aporta muchos factores de enriquecimiento y se utiliza también para ver la capacidad
hemolitica de los microorganismos patdgenos (que es un factor de virulencia).
Observando los halos hemoliticos alrededor de las colonias se determina el tipo de

hemdlisis que posee:

e Alfa: halos verdosos
e Beta: halos incoloros

e Gamma: inexistencia de halos.(Casado, Torrico, & Medina, 2012)
Agar manitol salado

Es un medio de cultivo de gran utilidad en microbiologia debido a que es capaz de
distinguir los microorganismos patogénicos en un corto periodo de tiempo. Permite el
crecimiento de un determinado grupo de bacterias mientras que inhibe el crecimiento
de otras. Contiene una alta concentracién de sal (NaCl), haciéndolo selectivo para
estafilococos debido a que el nivel de NaCl es inhibitorio para la mayoria de las
bacterias. (Casado et al., 2012).

El agar manitol salado incluye en su composicion el indicador de pH: rojo fenol. Este
indicador es de color rojo a pH 8,2 y cambia a amarillo a pH por debajo de 6,8. Cuando

se desarrollan las colonias de Staphylococcus aureus fermentadoras de manitol, se
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produce acido en el medio, el cual reacciona con el indicador y forma las areas de

color amarillo alrededor de las colonias, reaccion caracteristica de los estafilococos

patégenos. (Duran Vila, Zhurbenko, & Viera Oramas, 2004).
Agar Mueller Hinton

Medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve el desarrollo microbiano. Por su
composicion, ha sido recomendado por el CLSI, para ser utilizado en forma rutinaria
en la realizacion del antibiograma debido a su buena reproducibilidad lote a lote en las
pruebas de sensibilidad, su bajo contenido de substancias inhibidoras y el crecimiento
satisfactorio que presentan la mayoria de los patdgenos no fastidiosos. Ademas
cumple con los requerimientos de la Organizacion Mundial de la Salud y esta

especificado en la FDA. (Casado et al., 2012).

Con este medio se han llevado a cabo una gran cantidad de estudios sobre
susceptibilidad antimicrobiana. En este medio la infusiébn de carne y la peptona de
caseina proveen la fuente de nitr6geno, vitaminas, carbén y aminoacidos. El almidén
es agregado para absorber cualquier metabolito téxico y el agar es adicionado como

agente solidificante. (Casado et al., 2012).

El pH del medio debe ajustarse entre 7,2-7,4, debe almacenarse a 2-8°C y utilizarse
dentro de los 7 dias siguientes a su preparacion. El medio debe dejarse a temperatura
ambiente unas dos horas antes de utilizarlo. Si existe agua en la superficie del agar,
las placas pueden colocarse en la incubadora a 35°C durante unos 30 minutos con la

tapa ligeramente entreabierta.(Garcia-Rodriguez et al., 2000).
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSIONES
3.1. Condiciones de los pacientes segln la edad y procedencia de muestras.

Durante el periodo de estudio se analizaron 122 cepas de Staphylococcus spp.
meticilino resistentes las cuales provenian de sangre, secreciones y exudados de
distintas é&reas estudiadas del HVCM (Pediatria, Clinica, Neonatologia, Cirugia,
Gineco-Obstetricia y UCI). Las cepas fueron obtenidas de pacientes con una mediana
de la edad de 21.52 afios, edad minima 0.04 afios y méxima de 99.66 afios; los datos
de la edad no fueron analizados debido a la asimetria en la distribucion de la variable.

3.2. Resistenciainducible a la clindamicina en cepas de Staphylococcus spp.

meticilino resistentes.

De las 122 cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes analizadas, el 17.21%

presentaron resistencia inducible a la clindamicina. (Grafico 1).

Gréfico 1. Distribucién de cepas Staphylococcus spp. meticilino resistentes con
resistencia inducible a la clindamicina mediante D-test
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Tabla 6. Presencia de Staphylococcus spp. meticilino resistentes con

resistencia inducible a la clindamicina mediante D test.

Resistencia inducible a la Clindamicina

Positivo Negativo

N (%) N (%)
Staphylococcus coagulasa negativo | 13 14.29 78 85.71
Staphylococcus coagulasa positivo | 8 25.81 23 74.19
Todas las cepas 21 17.21 101 82.79

Prueba Chicuadrado P <0.05
*Valor P = 0.142

La Tabla 6 muestra la distribucién de Staphylococcus spp. meticilino resistente con
resistencia inducible a la clindamicina mediante D test (N=21). El 14.29% de las cepas
de Staphylococcus coagulasa negativa dieron un resultado positivo en comparacién
con el 25.81% de las cepas de Staphylococcus coagulasa positiva; sin embargo estas

diferencias no fueron estadisticamente significativas (P=0.142).

Al comparar los resultados con un estudio realizado en Bolivia, 2009 (Padilla
Chumacero) en el cual se analizaron 42 cepas de Staphylococcus spp. meticilino
resistentes y de éstas, 5 presentaron resistencia inducible a la clindamicina, resultando
el 6.3% para Staphylococcus coagulasa negativa y el 15.4% para Staphylococcus
coagulasa positiva, se puede observar que en el presente estudio los resultados son
superiores, lo que podria deberse a la diferencia en la cantidad de cepas estudiadas y

en el periodo de tiempo en el que se realizo.

Otro estudio en Turquia (Azap et al., 2005) donde se analizaron 199 cepas de
Staphylococcus spp. meticilino resistentes, dio como resultado 35 cepas con
resistencia inducible a la clindamicina y de éstas el 30.8% fueron Staphylococcus
coagulasa negativa y 5.7% fueron Staphylococcus coagulasa positiva. En la presente
investigacion el porcentaje de Staphylococcus coagulasa negativa meticilino
resistentes con resistencia inducible a la clindamicina fue aproximadamente la mitad
del obtenido en Turquia y para Staphylococcus coagulasa positiva meticilino
resistentes con resistencia inducible a la clindamicina fue aproximadamente 5 veces
mayor. Esta gran diferencia podria deberse a que el antimicrobiano clindamicina es

utilizado con frecuencia en nuestro medio y esto podria haber marcado con resistencia
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a las cepas de Staphylococcus coagulasa positiva por tratamientos incompletos o

automedicacion; ademas del tiempo diferente en el que se realiz6 el estudio.

En Estados Unidos se realizaron estudios en 2 hospitales diferentes a partir de 203
cepas de SAMR en el Centro Médico de la Universidad de lllinois y de 249 cepas de
SAMR en el Elmhurst Memorial Hospital, de las cuales el 7% y 12% presentaron
resistencia inducible a la clindamicina, respectivamente. (Schreckenberger, llendo, &
Ristow, 2004). Por otro lado en la India, (Prabhu, Rao, & Rao, 2011) se llev6 a cabo un
estudio similar con 60 cepas de SAMR, de los cuales el 20% mostrd resistencia
inducible a la clindamicina. Si comparamos estos resultados con los del presente
trabajo se puede observar que conforme han ido pasando los afios se ha ido
incrementando este tipo de resistencia inducible; esto podria deberse a un uso
excesivo de antibidticos, incumplimiento del tratamiento establecido por el médico,
prescripciones innecesarias, diagnosticos incorrectos, mutaciones en los genes
bacterianos; aunque no se pudiera hacer una afirmacion contundente, debido a la
diferencia en las caracteristicas de las poblaciones de estudio y de los sistemas de

control sanitarios en los paises en los cuales se realizaron las investigaciones.

3.2.1. Presencia de Staphylococcus spp. meticilino resistentes con resistencia
inducible a la clindamicina mediante D test, segln las areas estudiadas
del HVCM.

Tabla 7.

Resistencia inducible a la Clindamicina

Positivo Negativo

N (%) N (%)
Neonatologia 5 20.83 19 79.17
Pediatria 6 12.24 43 87.76
Clinica 6 22.22 21 77.78
Gineco - - 1 100.00
Obstetricia
Cirugia 4 30.77 9 69.23
UClI - - 8 100.00
Todas las cepas | 21 17.21 101 82.79
Prueba Chicuadrado P <0.05

*Valor P = 0.405
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La Tabla 7 muestra la distribucién de Staphylococcus spp. meticilino resistentes con

resistencia inducible a la clindamicina mediante D test (N=21) de acuerdo a las areas
de estudio del HVCM; resultando en Neonatologia un 20.83%, Pediatria 12.24%,
Clinica 22.22%, Cirugia 30.77% y, en Gineco Obstetricia y UCI no hubieron cepas con
este tipo de resistencia inducible; sin embargo estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (P=0.405).

En un estudio relizado en Colombia se analizaron cepas de Staphylococcus spp.
meticilino resistentes que procedian de Cirugia, Médica y UCI, encontrandose una sola
cepa de Staphylococcus spp. meticilino resistentes con resistencia inducible a la
clindamicina con un porcentaje de 1.33% (Morales, Yaneth, & Chavez, 2012). Con
respecto al presente estudio se puede notar un incremento de esta resistencia
inducible en la mayoria de las éareas del HVCM, debido a que: el género
Staphylococcus es parte de la flora normal de la piel, es ubicuo, el personal de salud
puede ser portador sano en su nasofaringe y se puede transmitir por via aérea o por

instrumentos y dispositivos contaminados.

3.2.2. Presencia de Staphylococcus spp. meticilino resistentes con resistencia
inducible a la clindamicina mediante D test., segun el tipo de muestra.

Tabla 8.
Resistencia inducible a la Clindamicina
Positivo Negativo
N (%) N (%)
Sangre 13 14.44 77 85.56
Secrecion 8 28.57 20 71.43
- - 4 100.00
Exudado
Todas las cepas | 21 17.21 101 82.79
Prueba Chicuadrado P <0.05

*Valor P = 0.146

La Tabla 8 muestra la distribucion de Staphylococcus spp. meticilino resistentes con
resistencia inducible a la clindamicina mediante D test (N=21) de acuerdo al tipo de
muestra; siendo estas sangre, secreciones y exudados en los cuales se mostraron
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porcentajes de 14.44%, 28.57% y 0%, respectivamente. Es estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas (P=0.146).

No fue posible realizar un analisis comparativo de acuerdo al tipo de muestras debido

a que no se encontraron estudios similares.
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4. CONCLUSIONES

e ENn este estudio realizado se analizaron un total de 122 cepas de
Staphylococcus spp. meticilino resistentes de las cuales 21 (17.21%) dieron
Dtest positivo, cumpliendo con la hipétesis propuesta inicialmente donde se
demuestra que existen cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes con
resistencia inducible a la clindamicina que se recuperaron de muestras de
secreciones, exudados y sangre de pacientes hospitalizados en el “Hospital
Vicente Corral Moscoso”.

o De estas 21 cepas 13 (14.29%) correspondieron a Staphylococcus coagulasa

negativa y 8 (25.81%) a Staphylococcus coagulasa positiva.

e De acuerdo a las areas estudiadas en el HVCM se observaron los siguientes
porcentajes de Staphylococcus spp. meticilino resistentes con resistencia
inducible a la clindamicina: Neonatologia 20.83%, Pediatria 12.24%, Clinica
22.22%, Cirugia 30.77% y, en Gineco-Obstetricia y UCI 0%

o El porcentaje de Staphylococcus spp. meticilino resistentes con resistencia
inducible a la clindamicina segun el tipo de muestra fue en sangre 14.44%,
secreciones 28.57% y exudados 0%.
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5. RECOMENDACIONES

e Realizar de forma rutinaria en todos los laboratorios clinicos la prueba del D

test para brindar un diagnostico y tratamiento adecuado.

e Se recomienda realizar mas estudios sobre este tipo de resistencia en otras
regiones del pais, para asi poder dar a conocer la frecuencia de
Staphylococcus spp. meticilino resistentes con resistencia inducible a la

clindamicina y poderlos comparar entre ellos.

o Desarrollar peridbdicamente estudios similares para observar si existen
variaciones en la prevalencia y comportamiento de los Staphylococcus spp.

ante los antibioéticos.
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7. ANEXOS

Anexo 1

Esquema de procedimiento.

En este estudio se trabajé con la cepa control: Staphylococcus aureus subsp. aureus
(ATCC BAA-977) utilizada como control de calidad segun CLSI 2016.

(Equilibrar a temperatura\
ambiente la bolsa que
_ contiene un pellet Ejercer presién en la
liofilizado de una Gnica parte Superior de la
~ cepade ampolla para liberar el
microorganismo. liquido hidratante.
Abrir la bolsa y retire la
\ ampolla. )
e A 4 N
Apretar en la parte Sujetar en posicién
inferior de la ampolla, vertical, dejar que el
triturar el sedimento en liquido hidratante fluya a
el liquido hasta que la través del eje del hisopo
suspencion del y hacia la parte inferior de
sedimento sea la ampolla que contiene
homogénea el sedimento.
. " \ J

Saturar bien el hisopo en
el material hidratado y Incube a 37°C por 24
transfiera a un medio de horas en aerobiosis
cultivo con agar.
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Anexo 2

Flujograma de trabajo

UNIVERSIDAD DE CUENCA

eras Tincion de Gram: Cultivo en:
proporcionadas por
. cocos Gram Agar sangre
el laboratorio del .. : .
AVCM positivos en racimo Agar manitol
(Incubar a 35-37°C, por 24 horas, en aerobiosis)
Tincion de Gram: cocos
Gram positivos en racimo
Observacion macroscopica
Pruebas y microscopica:
Colonias pequefias, de
forma circular, bordes
L redondeados, superficie
Catalasa positivo: sa. Antibiograma inicial
Staphylococcus spp. S. aureus: amarillo dorado (Meller Hinton),
determinacion de la
N resistencia a meticilina con:
Coagulasa positiva: . .
Stanh suspension de colonia 0,5
apl J OCOC?S Mc Farland.
coagulasa positivo. Disco de
30 pg cefoxitina
Coagulasa negativa: Pruebas de i dIJQ il d 0
CoNS sensibilidad Isco de penlm ina de
' unidades.
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UNIVERSIDAD DE CUENCA
Anexo 3

Tincién de Gram

e Realizar y fijar los frotis bacterianos en un portaobjetos.

e Teiiir con cristal violeta por 1 minuto y lavar con agua.

e Cubrir con Lugol por 1 minuto y lavar con agua.

e Decolorar con alcohol-acetona e inmediatamente lavar con abundante agua.

e Teidiir con Fucsina/Safranina por 30 segundos y lavar con abundante agua.

e Quitar el exceso de agua y dejar secar al ambiente.

e Observar al microscopio o6ptico con objetivo 100x, empleando aceite de
inmersion.
(Aquiahuatl et al., 2004)

Prueba de la catalasa

¢ Colocar una pequefia muestra bacteriana a partir de una colonia aislada sobre
un portaobjetos

¢ Afadir una o dos gotas de agua oxigenada.

e Observar la formacién de burbujas.

¢ En lo posible debe tomarse la colonia a partir de un medio sin sangre ya que
los eritrocitos tienen actividad de catalasa y pueden falsear los resultados.
(Seija, 2002)

Prueba de la coagulasa en tubo

e Se emulsionan varias colonias en un tubo de vidrio con 0,5ml de plasma.

e Incubar a 35° -37°C por 4 horas.

e Observar la formaciéon de coagulo inclinando suavemente el tubo. Si es
negativo se reincuba y se procede a su lectura a las 18 horas.

e La lectura a las 4 horas, es fundamental porque en alguna oportunidad puede
suceder que las fibrinolisinas de S.aureus lisen el coagulo luego de 18 horas de
incubacién y de esta manera se produzcan un test falso negativo.

e Interpretacion de resultados: Si se observa la formacion de un coagulo total o
parcial la prueba es positiva.

(Seija, 2002)
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Anexo 4
[lustraciones

llustracion 1: Sangre de cordero para el medio agar sangre

FUENTE: Registro de laboratorio

llustracidn 2: Colonias de S. aureus en Agar sangre de cordero y Agar manitol

FUENTE: Registro de laboratorio
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llustracidn 3: Colonias de CoNS en Agar sangre de cordero y Agar manitol

FUENTE: Registro de laboratorio

llustracion 4: D-Test en Staphylococcus spp. meticilino resistente en Agar Mueller

Hinton

FUENTE: Registro de laboratorio
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llustracién 5: Area de trabajo en el Laboratorio Microbiolégico del HYCM

FUENTE: Registro de laboratorio
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UNIVERSIDAD DE CUENCA
Anexo 5. Do file del programa Stata 13.0 (College Satation, TX, USA).

clear

***abrir la base de datos

insheet using "C:\Users\Angy Cuesta\Desktop\DATOS LISTOS.csv"
***Estadistica descriptiva

*variable numérica

sum edad

***grafico para evaluar simetria

hist edad

***ag asimétrica reportar mediana, minimo y maximo

****Tablas de resistencia a la clindamicina segun prueba de la coagulasa
. bysort coagulasa_tesis: tab dtest

***generar etiquetas

label define coagulasa_tesis 0’Negativo" 1"Positivo"

label values coagulasa_tesis coagulasa_tesis

. bysort coagulasa_tesis: tab dtest

***+*Tablas de resistencia a la clindamicina segun dependencias

. bysort dependencia: tab dtest

***generar etiquetas

label define dependencia 0"Neonatologia" 1"Pediatria" 2"Clinica" 3"Gineco Obstetricia"
4"Cirugia" 5"UCI"

label values dependencia dependencia

. bysort dependencia: tab dtest

****Tablas de resistencia a la clindamicina segun tipo de muestras
. bysort tipodemuestra: tab dtest

***generar etiquetas

label define tipom 0"Sangre" 1"Secrecion” 2"Exudado”

label values tipodemuestra tipom

. bysort tipodemuestra: tab dtest

*** \Jalor P segun dependencias

tab dependencia dtest, chi
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*** Valor P segln tipo de muestras

tab tipodemuestra dtest, chi
*** \Valor P segun prueba de la coagulasa

tab coagulasa_tesis dtest, chi
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