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RESUMEN

El género Staphylococcus tiene una gran capacidad para adaptarse al medio en el que
habitan, convirtiéndose en patégenos oportunistas; en el ambito hospitalario, la
produccién de infecciones y enfermedades por estos microorganismos es elevada,
siendo alguna de estas la osteomielitis, bacteriemias, etc. En tal sentido, estas
bacterias pueden adquirir resistencia a antibioticos, lo que hace que se conviertan en
un problema de salud publica debido a la restriccion de opciones terapéuticas. El
objetivo de la presente investigacion fue analizar los patrones de resistencia en cepas del
género Staphylococcus aisladas de diferentes muestras de pacientes con distintas infecciones
intrahospitalarias provenientes del Instituto Auténomo Hospital Universitario de Los Andes
del Estado Mérida, Venezuela durante el periodo Marzo - Septiembre de 2018. Dicho
estudio, se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigaciones en Bacteriologia “Dr. Roberto
Gabaldon”. Para ello, se realizo el aislamiento e identificacion de cepas provenientes de
pacientes hospitalizados a través de diferentes pruebas microbiolégicas convencionales y
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana(método de Kirby-Bauer).Los resultados de esta
investigacion revelaron que de las 52 muestras procesadas, se destacan las muestras de
secrecion de herida en un (44%), seguido de hemocultivos (19%), esputo (11%), punta de
catéter (6%), secrecion bronquial (4%), liquido pericardico (4%), liquido pleural (4%),
liquido (2%) y secrecion de absceso (2%). Se obtuvo mayor prevalencia de la especie
Staphylococcus aureus(94%) y Staphylococcus sp., en un (6%), reflejandose 18 perfiles de
resistencia de estas cepas, a su vez se detectaron los mecanismos de resistencia como la
presencia de la enzima penicilinasa, la expresion del gen mecA y la resistencia inducida a
clindamicina. Los mecanismos de resistencia revelaron 100% de las cepas resistentes a
penicilina, 88% para la presencia del gen mecA y un 56% de resistencia inducible a
clindamicina identificada por el método del D-test.

Palabras claves: Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp., pacientes hospitalizados,

infecciones intrahospitalarias, pruebas de susceptibilidad, mecanismos de resistencia.



INTRODUCCION

Las bacterias del género Staphylococcus tienen una gran capacidad para adaptarse
al medio en el que habitan, convirtiéndolas en patdgenos oportunistas; en el ambito
hospitalario, la aplicacion de técnicas invasivas favorece la produccion de infecciones
y enfermedades por estos microorganismos, siendo alguna de estas la osteomielitis,
bacteriemias, etc (Almeida, 2011). En tal sentido, estas bacterias pueden adquirir
resistencia a antibidticos, lo que hace que se conviertan en un problema de salud
publica debido a la restriccion de opciones terapéuticas.A partir de esto, muchos
investigadores se han dedicado a buscar alternativas para combatir algunas de las
bacterias que afectan la salud del ser humano (Rincén y Navarro, 2016).

La justificacion de esta investigacion estuvo representada por varias razones, las
cuales fueron consideradas, como motivadoras para realizar las fases operativas del
proceso indagatorio. En torno a esto, la informacion disponible sobre los perfiles de
resistencia en cepas del género Staphylococcus, aunado a la situacién que se observa
en los centros hospitalarios permitié considerar el evento de estudio. La incidencia de
las infecciones causadas por este género no deja de aumentar en la mayoria de paises,
como manifestacion de la transmisién del microorganismo a pacientes predispuestos
sometidos a procedimientos invasores.

Esta investigacion fue de tipo analitica, los datos fueron recolectados a través de
un disefio de campo, de laboratorio, contemporaneo y transversal. Las muestras
provenientes de los pacientes internados en el Instituto Auténomo Hospital
Universitario de los Andes fueron procesadas en el Laboratorio de Investigaciones en
Bacteriologia “Dr. Roberto Gabaldon” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes, aplicando las pruebas microbioldgicas convencionales
para el correcto aislamiento e identificacion de las cepas, posterior a esto el estudio

de los perfiles y mecanismos de resistencia.



Este trabajo de grado ha sido ordenado en cinco (5) capitulos. El primero, titulado:
El Problema, subtitulado de la siguiente manera: Planteamiento del Problema,
Justificacion e Importancia de la Investigacion, Objetivos, Limitaciones y Alcances.
El segundo, titulado: Marco Tedrico, dividido de la siguiente forma: Trabajos
Previos, Antecedentes Historicos, Bases Tedricas, Definicion Operacional de
Términos y Operacionalizacion del Evento. El tercero, nombrado como Marco
Metodoldgico, fue ordenado en cinco (5) subtitulos, Tipo de Investigacion, Disefio de
la Investigacion, Poblacion y Muestra, Procedimientos de la Investigacion y Disefio
de Anélisis. El cuarto fue mencionado como Resultados y Discusiones. El quinto
capitulo titulado como Conclusiones y Recomendaciones. Al final se ordend la
Bibliohemerografia.

El objetivo general de esta investigacion fue analizar los perfiles de resistencia en
cepas del género Staphylococcus aisladas de diferentes muestras de pacientes con
distintas infecciones intrahospitalarias provenientes del Instituto Autébnomo Hospital
Universitario de Los Andes, durante el periodo Marzo 2018 hasta Septiembre de
2018.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La resistencia bacteriana en la actualidad se ha ido consolidando como una
amenaza para el tratamiento de infecciones en pacientes hospitalizados, por lo cual
monitorear el perfil de susceptibilidad antimicrobiano es determinante para la
evaluacion de la terapia empirica en pro de generar alertas sobre la presencia de
mecanismos de resistencia emergente o inusual. EI dmbito hospitalario es un
componente critico de la problematica, donde la combinacién de factores; como la
presencia de pacientes altamente susceptibles con infecciones cruzadas desencadenan
en el diagnostico de cepas que desarrollan perfiles de resistencia dificiles de tratar,
dando como resultado enfermedades prolongadas y aumento de la mortalidad
(Arteaga, Espinoza y Chavez, 2015).

Las bacterias del género Staphylococcus se caracterizan por ser cocos Gram
positivos, considerados patdgenos oportunistas que presentan una gran facilidad de
adaptarse rapidamente, ocasionando graves infecciones o complicaciones de las
mismas, por consiguiente son capaces de causar diversos cuadros clinicos desde
infecciones de la piel, hasta infecciones mas severas tales como neumonia,
endocarditis, osteomielitis. Cabe sefialar que son asociadas con la formacion de
abscesos como también con la produccién de toxinas que pueden ocasionar
gastroenteritis, sindrome de la piel escaldada y sindrome de shock téxico (Martinez,
Montes, Alemary, Marrero, Reyes y Cedefio, 2017).

Por otra parte, este microorganismo puede adquirir resistencia a los antibioticos, lo
cual hace que se convierta en un problema creciente en los hospitales de todo el

mundo debido a la restriccion de opciones terapéuticas (Hernandez y Hernandez,



2015). Dentro de este orden de ideas, se ha hecho importante el estudio de los
mecanismos de resistencia bacteriana que este género de microorganismos puede
generar, siendo los mas importantes:

v’ Resistencia a los B-lactamicos:

Produccion de B-lactamasas (Penicilinasas)
Alteracion del sitio de accion: gen mecA (Modificacion de las PBP)

v Resistencia a macrdlidos, lincosaminas y estreptograminas MLS: Alteracién
del sitio de accion (Modificacion a nivel ribosomal, gen erm: Constitutiva
MLSc; Inducible MLSI)

En atencion a lo mencionado anteriormente, es importante monitorear las
implicaciones de la resistencia a los antimicrobianos tanto en los pacientes como en
las instituciones de salud, paso necesario para generar estrategias de profilaxis de esta
problematica, usando adecuadamente los agentes antimicrobianos (Martinez y cols.,
2017).

Ahora bien, el criterio de analisis de esta investigacion estuvo basado en el
aislamiento e identificacion de cepas pertenecientes al género Staphylococcus
obtenidas de muestras de pacientes hospitalizados en el Instituto Auténomo Hospital
Universitario de los Andes, las cuales fueron suministradas por laboratorios clinicos
a través del medio de transporte Stuart, que permite mantener la integridad de las
muestras. Los especimenes se inocularon en medios de agar sangre y medios basicos
BHI. Asi mismo, se implement6 el agar manitol salado, el cual se clasifica como un
medio selectivo diferencial, tomando en cuenta que son muestras de las que se
pueden obtener diferentes microorganismos. Incubandose por 24 horas.

A continuacion, para la identificacidn del género se realizo la coloracion de Gram,
seguidamente la prueba de la catalasa, también conocida como prueba clave para este
tipo de microorganismos, ademas de la prueba de la coagulasa para su respectiva
clasificacion: coagulasa positivo o coagulasa negativo. A parte de lo mencionado, al
tener el microorganismo aislado y puro, se llevo a cabo el método de difusion en
disco Kirby-Bauer, el cual permite conocer los perfiles de resistencia que presentan

las bacterias en estudio (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2017).



En la actualidad, otras evidencias complementan la realidad situacional del evento
de estudio. En tal sentido, son muchas las investigaciones que se han realizado desde
afios atrés hasta nuestros dias, sobre todo para conocer los mecanismos y las causas
que hacen posible que los microorganismos desarrollen resistencia a los antibioticos,
siendo el uso indiscriminado e irracional de estos farmacos la principal causa de la
gravedad de la situacion que hoy se presenta.

Después de describir la situacion actual del problema de esta investigacion, se
plantea el siguiente enunciado holopréxico:

¢ Cudles son los principales perfiles de resistencia encontrados en cepas del género
Staphylococcus aisladas de muestras de pacientes internados en el Instituto
Auténomo Hospital Universitarios de los Andes, desde marzo 2018 hasta septiembre
2018?

Justificacion de la Investigacion

Los motivos para llevar a cabo una investigacion estan relacionados con las
razones consideradas por el autor para realizar las fases operativas de un proceso
indagatorio (Hurtado, 2010). Especificamente, en el mundo empirico se muestra la
realidad del evento de estudio en funcion de varias caracteristicas: necesidades,
inquietudes, oportunidades y amenazas. Actualmente la medicina se esta enfrentando
a un grave problema; las bacterias estan presentando resistencia a los antibidticos. A
partir de esto, muchos investigadores se han dedicado a buscar alternativas para
combatir algunas de las y bacterias que afectan la salud del ser humano (Mandell,
Bennett y Dolin, 2012).

Para llevar a cabo el adecuado aislamiento e identificacion de este género, se
implementaron las técnicas microbioldgicas convencionales descritas en Koneman
(2012), y el “Diagnostico de Staphylococcus” por Paulis y Farifia (2013), permitiendo
diferenciar las especies predominantes en las muestras obtenidas de los pacientes

hospitalizados.



Metodoldgicamente, la investigacion es el resultado de estudios, investigaciones y
experiencias de diversos autores tanto internacionales, nacionales y regionales,
quienes han ofrecido numerosos aportes con respecto a la prevalencia del género
Staphylococcus. La misma se diferencia de los antecedentes encontrados debido a que
estd basada en la experiencia de los sujetos investigados y de las estrategias puestas
en practica. En tal sentido, se realizé esta investigacién porque, hoy en dia en comparacion
a afios atras ha sido considerado el incremento de la resistencia que ha presentado este género
con respecto a los antibidticos que se implementan para mejorar la salud de los pacientes

hospitalizados.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General
Analizar los perfiles de resistencia en cepas del género Staphylococcus aisladas de
diferentes muestras de pacientes con distintas infecciones intrahospitalarias
provenientes del Instituto Autonomo Hospital Universitario de Los Andes, durante el
periodo Marzo 2018- Septiembre de 2018.

Obijetivos Especificos

e Aislar cepas del género Staphylococcus mediante el cultivo microbiologico
convencional en pacientes con distintas infecciones intrahospitalarias,
recluidos en diferentes areas del Instituto Autonomo Hospital Universitario de
Los Andes.

e Clasificar los tipos de muestra en la unidad de estudio

o Identificar las especies del género Staphylococcus encontradas en las muestras
de los pacientes, mediante las técnicas convencionales descritas en Koneman
(2012).

e Determinar los patrones de resistencia a los agentes antimicrobianos y
detectar fenotipicamente los mecanismos de resistencia en las cepas del
género Staphylococcus aisladas de las muestras de pacientes recluidos en
diferentes areas del Instituto Auténomo Hospital Universitario de Los Andes

e Analizar los perfiles de resistencia de las cepas del género Staphylococcus
aisladas de las muestras de pacientes recluidos en diferentes areas del Instituto
Auténomo Hospital Universitario de Los Andes.



Alcances de la Investigacion

El alcance de una investigacion se relaciona con la profundidad del conocimiento
sobre el fenomeno de estudio, estableciendo la vision que posee el investigador para
lograr los objetivos (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010).

Adicionalmente, Hurtado (2010) refirio que el alcance de la investigacion es
progresivo y se marca con verbos logros tales como: explorar, describir, analizar,
comparar, explicar, predecir, disefiar, modificar, confirmar y evaluar.

En tal sentido, el conocimiento que se generd durante esta investigacion estuvo
relacionado con el andlisis de los perfiles de resistencia que presentaron las cepas del
género Staphylococcus, aisladas de muestras de pacientes internados en diferentes
areas del Instituto Autdbnomo Hospital Universitario de Los Andes en el periodo
Marzo 2018— Septiembre de 2018.

Limitaciones de la Investigacion

Segun Hernandez-Sampieri y cols. (2010), las limitaciones de una investigacion
estan relacionadas con los recursos tedricos, técnicos y de presupuesto econémico.
Considerando esto, durante esta investigacion se presentaron ciertas limitaciones
como; busqueda deficiente de teorias que respalda en la investigacion, lo que
proporciond de esta manera s6lo la implementacion de aproximaciones tedricas.
Ademaés, pocos recursos para el desarrollo adecuado del estudio, dificultad para la
obtencion de discos de antibidticos debido a los altos costos. Sin embargo, las

limitaciones mencionadas no impidieron la realizacién de la investigacion.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Castro, Villafafie, Rocha y Alvis (2018), publicaron un articulo original en la revista
Cientifica Biosalud titulado: Resistencia antimicrobiana en Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis aislados en un hospital de Cartagena, Colombia. El objetivo
fue evaluar la tendencia de los perfiles de resistencia antimicrobiana de S. aureus y S.
epidermidis aislados en un hospital de Cartagena. La poblacion estudiada estuvo
constituida por todos los pacientes hospitalizados en dicho centro de salud, se llevé a
cabo mediante el método de microdilucion en caldo, usado para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria de 12 agentes antimicrobianos, estudidndose el
comportamiento de la resistencia antimicrobiana de acuerdo a la especie, el sitio de
infeccién y el periodo de tiempo. Los resultados indicaron: aislamiento de 1218 cocos
grampositivos, de los cuales 42,7% fueron S. aureus y 18,9% S. epidermidis. El 47,5%
de S. aureus fueron resistentes a meticilina y se encontraron principalmente en
secreciones (43,3%); mientras que el 68,7% de S. epidermidis fueron meticilina
resistentes aislados principalmente en sangre (76,9%). Con relacion al origen de los
aislamientos, la mayoria de las cepas de interés fueron obtenidas de muestras como
sangre (58,4%; 711/1218) y secreciones (24,0%; 292/1218). Los autores concluyeron la
existencia de un comportamiento constante en los perfiles de resistencia durante el
periodo de estudio, excepto en los dos ultimos afios en los que se identificd una reduccion
significativa de la resistencia con respecto a la meticilina en S. epidermidis. Este trabajo

respaldd a esta investigacion porque los autores evaluaron los perfiles de resistencia



bacterianos en el género Staphylococcus provenientes de muestras de pacientes
hospitalizados.

Castellano, Perozo, Leal y Maldonado (2018), publicaron un articulo original en la
revista Cientifica Kasmera titulado: Frecuencia y resistencia antimicrobiana en
Staphylococcus. El objetivo fue establecer la frecuencia de aislamiento de las diferentes
especies de Staphylococcus y determinar la resistencia antimicrobiana de las cepas
aisladas en el Centro de Referencia Bacteriologica del Servicio Autdnomo Hospital
Universitario de Maracaibo, Venezuela durante el periodo enero 2011--diciembre 2015,
dicho estudio lo desarrollaron aplicando el método de difusion en disco Kirby Bauer. Los
resultados reflejaron un porcentaje de aislamiento para S. aureus del 61,36% y 38,64%
para estafilococos coagulasa negativa, observandose mayor frecuencia de aislamiento en
el area de hospitalizacion para ambos grupos de microorganismos. Las muestras de piel y
tejidos blandos representaron las principales fuentes de aislamiento para S. aureus;
mientras que para el grupo coagulasa negativa, fueron las muestras de sangre. Todas las
cepas fueron sensibles a los glicopéptidos, mientras que para los B-lactamicos la
resistencia fue acentuada en ambos grupos bacterianos, mostrando variabilidad para
macrolidos y lincosaminas, para los restantes antibiéticos probados, se encontraron bajos
porcentajes de resistencia. Los autores concluyeron que S. aureus es la especie mas
frecuente del género; seguida de S. epidermidis y S. haemolyticus entre coagulasa
negativa. Ambos grupos de microorganismos expresan fenotipos de resistencia a
penicilina y eritromicina como también susceptibilidad variable al resto de antibio6ticos
evaluados.

Alvarado (2016), llevo a cabo una investigacion titulada: Perfil de sensibilidad
y resistencia de Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus en el hospital 11 Chocope. El objetivo fue determinar el perfil de
resistencia aislados de Staphylococcus aureus y Staphylococcus coagulasa negativa
(SCN) de diferentes tipos de muestra de pacientes adultos, pediatricos y recién nacidos
internados en varios servicios del Hospital 11 Chocope, Peru. En este estudio se aislaron e
identificaron 112 cepas del género Staphylococcus. Se realiz6 un analisis retrospectivo de

los resultados de los antibiogramas realizados en el Servicio de Microbiologia de dicho
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centro de salud. Los antibidticos evaluados fueron oxacilina (OXA),
amoxicilina/ac.clavulanico  (AUG), eritromicina  (ERY), clindamicina (CLlI),
ciprofloxacina (CIP), gentamicina (GEN), trimetropim-sulfametoxazol (TMS),
tetraciclina (TET), rifampicina (RIF), ceftriaxona (CAF) linelozid (LZD) y vancomicina
(VAN). EI perfil de sensibilidad para S. haemolyticus, S. epidermidis y S. aureus fue
respectivamente: 14%,26% y 74% para OXA;14%, 22% y 74% para AUG; 14%, 7%y
35% para ERY; 29%, 19% y 39% para CLI; 33%, 37% y 52% para CIP; 33%, 30% y
65% para GEN; 76%, 56% y 87% para TMS; 67%, 59% y 61% para TET, 95%, 81% y
78% para RIF; 14%, 26% y 74% para CAF; 100%, 100% y 96% para LZD; y 100%,
100% y 96% para VAN. El perfil de resistencia para S. haemolyticus, S. epidermidis y S.
aureus fue: 86% ,74% y 26% para OXA,; 86%,74% y 26% para AUG; 62%, 59% y 30%
para ERY; 43%, 48% y 39% para CLI; 67%, 52% y 35% para CIP; 52%,67% y 30%
para GEN; 24%, 44% y 13% para TMS; 19%, 33% y 26% TET,; 5%, 11% y 9% para
RIF; 86%, 74% y 26% para CAF; 0%, 0% y 0% para LZD; y 0%,0% y 4% para VAN.
Los autores concluyeron que deben ser tenidos en cuenta la alta frecuencia de resistencia
a la meticilina y la poliresistencia obtenida a la hora de indicar esquemas de antibiéticos
empiricos y para realizar ajustes oportunos de los ya iniciados. Este trabajo respaldd a
esta investigacion porque los autores analizaron los perfiles de resistencia en ciertos
antibidticos, lo cual guarda relacién con la indagatoria realizada.

Morales Gl, Yaneth MC y Chavez KM (2012), publicaron un articulo original en la
revista Cientifica Salud titulado: Caracterizacion de la resistencia in vitro a diferentes
antimicrobianos en cepas de Staphylococcus spp., en una institucion hospitalaria de la
ciudad de Valledupar, Colombia. El objetivo fue determinar el perfil fenotipico de
resistencia a diferentes antimicrobianos en cepas del género Staphylococcus, siendo
recolectadas 75 cepas por los autores. Dicha determinacion la llevaron a cabo aplicando
diferentes antibioticos por el método de Kirby Bauer. Para verificar la produccion de
penicilinasa usaron la prueba con el disco de nitrocefin, la resistencia a la meticilina en S.
aureus se realizé usando Mueller Hinton con 4% de NaCl y oxacilina 6 pg/mL, mientras
gue la resistencia inducible a clindamicina la evaluaron mediante la prueba del D-Test.

De acuerdo a los procedimientos que realizaron los autores lograron aislar un 38% de S.
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coagulasa negativa (SCN) y un 62% de S. aureus. Registrando a su vez que un 53% de
los Staphylococcus fueron resistentes a penicilina: S. aureus con 58% y SCN 42%. Con
respecto a la resistencia a meticilina un 47% de las cepas presentaron resistencia: S.
aureus con un 61% y SCN con un 39% y solo mostrando una cepa de S. aureus
resistencia inducible a la clindamicina (1,33%). Cabe resaltar que en su mayoria, los
estafilococos coagulasa negativa fueron aislados a partir de muestras de hemocultivos
(31%) v los estafilococos resistentes a meticilina predominaron en muestras de heridas
(46%), hemocultivos (29%) y punta de catéter (5%). De acuerdo con las evidencias
obtenidas por los autores, concluyeron que S. aureus y SCN se aislaron con mayor
frecuencia en hemocultivos y heridas procedentes de UCI neonatal y cirugia,
predominando los fenotipos de mayor resistencia en penicilina y oxacilina. Este trabajo
respaldo esta investigacion ya que los autores determinaron el perfil fenotipico de

resistencia a diferentes antimicrobianos en cepas del género Staphylococcus.

Antecedentes Historicos

Los cocos se relacionaron con enfermedades humanas en 1880, cuando el cirujano
escocés Sir Alexander Ogston demostrd que cocos agrupados en forma de racimo eran la
causa de ciertos abscesos pidgenos en humanos, de igual manera dio a conocer que la
inyeccion a ratones con pus contaminada con estos cocos producia los mismos sintomas
observados en el humano. Asi mismo observé que si calentaba el pus y lo trataba con
fenol, la enfermedad se prevenia. Seguidamente en el afio 1882 pero en Paris, Louis
Pasteur arribé a una conclusion similar.

Ogston llamo a estos cocos “Staphylococcus”, derivando el nombre de los términos
griegos staphile (racimo de uvas) y kokkus (frutilla), ya que morfologicamente este
término permitia poderlos diferenciar de los Streptococcus (Murray y cols., 2017).

Ahora bien, la resistencia bacteriana no es algo nuevo, al principio se reconocié como
una pregunta cientifica, luego como una amenaza a la efectividad del tratamiento.
Durante la segunda mitad del siglo XX se inicia el control de las infecciones bacterianas

con antimicrobianos y la respuesta de las bacterias ha sido el desarrollo de resistencia,
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siendo S. aureus la primera en manifestar resistencia a la penicilina al poco tiempo de
iniciado su uso. No obstante, el desarrollo de nuevas familias de antimicrobianos en las
décadas de 1950-1960, y la transformacion de esas moléculas en los afios 1960 -1980,
creyeron que siempre se podria sobrepasar a los agentes patdgenos; sin embargo, la
generacion de medicamentos nuevos se esta paralizando y son pocos los incentivos para
elaborar antimicrobianos nuevos que permitan combatir la farmacorresistencia. Para
Fernandez, LoOpez, Ponce y Machado (2003), la resistencia se define como ‘el
mecanismo mediante el cual la bacteria puede disminuir la accién de los agentes
antimicrobianos”. En la clinica, la resistencia de una bacteria frente a un antimicrobiano,
estd dada por la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM). Cuando este valor esta muy
por debajo de la CIM, se considera al microorganismo resistente, asi mismo, cuando la
concentracion del antimicrobiano es por lo menos cuatro veces mayor a la CIM, la
bacteria se considera sensible al antibidtico.

En la actualidad entre los microorganismos grampositivos de mayor trascendencia
clinica se encuentran los pertenecientes al género Staphylococcus principalmente S.
aureus pero también diferentes especies de Staphylococcus coagulasa negativa (SCN).
Experiencias particulares a nivel nacional y mundial se han divulgado con el fin de dar a
conocer que a medida que ha pasado el tiempo los mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos que expresa dicho genero han sido heterogéneos, manifestandose con
mayor prevalencia:

e Resistencia a los betalactamicos:
Produccion de B-lactamasas (Penicilinasas)
Alteracidn del sitio de accion (Modificacion de las PBP)
¢ Resistencia a macrdlidos, lincosaminas y estreptograminas MLS: Alteracion del
sitio de accion (Modificacion a nivel ribosomal, gen erm: Constitutiva MLSc;
Inducible MLSi)
Segun algunos expertos estamos entrando en la era post-antibiética, no solamente por

la frecuencia de resistencia de las bacterias ante los diferentes antimicrobianos en uso,
sino también por la ausencia de nuevos antibiéticos con nuevos mecanismos de accion.
Es importante sefialar que aunque el mecanismo mas importante de resistencia a los 3-

lactamicos es la produccion de B-lactamasas, cualquier microorganismo puede desarrollar
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mas de un mecanismo de resistencia a la vez, pudiendo uno de ellos ser el origen méas
importante de la expresion de resistencia o ser solo un factor contribuyente que ayuda a la
eficacia de la expresion de la misma (Arbolaez G, Rodriguez J, Lopez S, Hernandez G,
Rodriguez R y Armas L, 2016).

Bases Tedricas

Aproximacion Teorica Sobre el Genero Staphylococcus

El nombre del género Staphylococcus se refiere a que tienen forman de cocos y se
desarrollan en un patron que recuerda a un racimo de uvas; sin embargo, los
microorganismos presentes en muestras clinicas aparecen como células aisladas, en
pares 0 en cadenas cortas. Se caracterizan por presentar un diametro de entre 0,5y 1 um
(Fig. 1), son anaerobios facultativos es decir, crecen aerobia y anaerobiamente, inmoviles
con pocos requerimientos nutricionales, resisten la desecacion, capaces de crecer en un
medio con una elevada concentracion de sal (p. ej., cloruro sédico al 10%) y a
temperaturas de 18-40 °C. en medios de cultivo convencionales, suelen estar presentes
en la piel y las mucosas del ser humano. Algunas especies se desarrollan en nichos muy
especificos en los que se encuentran habitualmente. Los Staphylococcus conforman un
importante grupo de patégenos en el ser humano y originan un amplio espectro de

enfermedades sistematicas que pueden poner en peligro la vida (Murray y cols., 2017).

Figura 1. Género Staphylococcus.

El Género Staphylococcus pertenece al Phylum Firmicutes del Dominio Bacteria;

Clase Bacilli; Orden Bacillales; y Familia Staphylococcaceae. Entre las especies de
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mayor importancia clinica de este genero estdn (Tabla 1) el S. aureus, considerado
como patdgeno estricto y es el unico que produce coagulasa, por lo que se le
denomina coagulasa positivo; el resto de las especies de Staphylococcus son
coagulasa negativos, como el S. epidermidis y S. saprophyticus, que actian como
patégenos oportunistas y son poco virulentos pero con mayor resistencia a los
antibioticos que el S. aureus (Murray y cols., 2017).

Tabla 1. Staphylococcus importantes

Microorganismo Origen historico

Staphylococcus Staphylé, racimo de uvas; coccus, grano o0 baya
(grano en forma de uva)

Staphylococcus aureus aureus, dorado (dorado o amarillo)

Staphylococcus epidermidis  epidermidis, porcion externa de la piel (de la
epidermis o la porcién externa de la piel)

Staphylococcus sapros, putrido; phyton, planta (saprofito o que se

saprophyticus desarrolla en tejidos muertos)

(Murray y cols. 2017)

En la actualidad el género comprende aproximadamente 35 especies y 17
subespecies. Microbioldgicamente se caracterizan por ser cocos Gram positivos,
catalasa positiva y el diamino &cido en el peptidoglicano es la L-lisina. Con respecto a
la identificacion de las especies, estas se dan desde la prueba de la coagulasa, la cual
permite clasificarlas en dos grupos; las coagulasa positiva y las coagulasa negativa.
Dentro de este orden de ideas se encuentra S. aureus, de acuerdo a lo sefialado tiene
la capacidad de coagular el plasma (Fig. 2), es inmovil, no forma esporas, crece
rapidamente en agar sangre expresando colonias con una consistencia cremosa, se
pigmentan de amarillo debido a la presencia de carotenoides rodeadas de un halo de
B-hemolisis o hemolisis completa y en agar manitol salado se evidencia la
fermentacion del manitol, posee un alto grado de patogenicidad y es responsable de

una amplia gama de enfermedades
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Por otra parte, también se encuentran el grupo de los coagulasa negativa, como su

nombre lo indica no poseen la capacidad de coagular el plasma (Fig. 3) de igual

manera no fermentan el manitol (Zendejas, Avalos y Soto, 2014).

Figura 2. Staphylococcus coagulasa positiva Figura 3.Staphylococcus coagulasa negativa.

En tal sentido, las infecciones por S. aureus comienzan por la llamada
colonizacion, la cual puede ocurrir tanto en nifios como en adultos. La bacteria se
encuentra generalmente en las fosas nasales y en ocasiones en la piel, de estos sitios
S. aureus puede transmitirse a otras regiones del cuerpo o membranas mucosas. Si la
piel 0 mucosas se rompen por trauma o cirugia, S. aureus que es un patdgeno
oportunista, puede acceder al tejido cercano a la herida provocando dafio local o
enfermedades de amplio espectro. Antes del uso de los antibidticos una bacteriemia
causada por este microorganismo producia una mortalidad aproximada del 82%. Aln
ahora este porcentaje permanece elevado, entre el 25 y 63%. En afios recientes han
resurgido las infecciones por S. aureus, esto se debe en parte a que la bacteria se ha
vuelto resistente a los antibidticos con los que normalmente se le combate, aunado a
su diseminacién en la poblacion sana (Garza, Zufiiga y Perea, 2013).

Por otro lado, el grupo de Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) es una parte
importante de la microbiota normal de la piel humana, encontrandose en regiones con
glandulas sebaceas como la frente hasta en zonas con glandulas apocrinas como las
axilas. Dentro de los SCN las especies que sSe asocian con mayor
frecuencia a enfermedad en el ser humano son Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus saprophyticus (Morales, Yaneth MC y
Chavez, 2012).

16



Factores de virulencia

Es importante considerar que dentro de este género existe una especie de que

posee una amplia variedad de factores de virulencia especializados que le proporciona

un alto grado de patogenicidad, en la tabla 2 se describen los mismos:

Tabla 2: Principales Factores de virulencia de Staphylococcus aureus.

Determinante de
Patogenicidad

Mecanismo

Componentes de la pared
celular:
- Proteina A

Se caracteriza por presentar afinidad por el receptor Fc de
la IgG, lo que evita su eliminacién mediada por
anticuerpos

Antigenos Capsulares

Activan el sistema de Complemento. Inhibe la quimiotaxis
de las células inflamatorias. Estimula la produccion de
anticuerpos

Enzimas:
- Catalasa Funciona inactivando algunos sistemas de ingestion de los
PMN
- Coagulasa Accion similar a la protrombina del plasma sanguineo.

- Estafiloquinasas

- Hialuronidasa

Se encarga de disolver los coagulos de fibrina

Hidroliza los &cidos hialuronicos de la matriz acelular del
tejido conectivo.

4 .-Exotoxinas

Alfa Toxina Lisis de los eritrocitos
Beta toxina Produce rompimiento de la esfingomielina que recubre los
alvéolos pulmonares. Responsable de Neumonias
Delta Toxina Cambia la permeabilidad de los eritrocitos y plaquetas

Gamma Toxina

Accion Citolitica y hemolitica

Leucocidina

Alteracion de la permeabilidad celular de fagocitos

- Toxina Exfoliativa

Produce la division de puentes intercelulares denominados
desmosomas

- Enterotoxina

Toxina termoestable y resistente a la accién de las enzimas
del intestino. Son causantes de intoxicaciones alimentarias

- Endotoxina

Actua sobre el sistema inmune por la accion mitogénica
sobre las células T

(Koneman y cols. 2012).
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Aproximacion Tedrica Sobre las Infecciones que ocasiona el Género

Staphylococcus

Los Staphylococcus suelen estar implicados con mayor frecuencia en infecciones
de la piel. En tal sentido, estas infecciones pueden ser superficiales difusas, con
pustulas vesiculosas y formacion de costras (impétigo),a veces abscesos focales o
nodulares, a continuacion las de mayor prevalencia:

¢ Infecciones de herida: las infecciones de herida pueden tener lugar con
posterioridad a una intervencién quirdrgica 0 a un traumatismo como
consecuencia de la introduccion en la herida de estos microorganismos. Se
caracterizan por la presencia de edema, eritema, dolor y acumulacion de
material purulento (Murray y cols., 2017).

 Impétigo: es una infeccion superficial que afecta sobre todo a nifios pequefios,
se produce fundamentalmente en la cara y las extremidades. Inicialmente se
observa una pequefia mancha roja aplanada, y luego se desarrolla una pustula
(vesicula llena de pus) sobre una base eritematosa (Castafio, Beltran,
Santander, Velez, Garcés y Trujillo, 2017).

+« Endocarditis: puede desarrollarse principalmente en adictos a las drogas
intravenosas y en pacientes con valvulas cardiacas protesicas, dado el
aumento producido en el uso de catéteres vasculares y en el implante de
dispositivos cardiacos. Se manifiesta con un estado febril agudo, a menudo
acompariada por abscesos viscerales, embolias, pericarditis, petequias
subungueales, hemorragia de las conjuntivas, lesiones purpuricas, soplos
cardiacos e insuficiencia cardiaca debida al dafio de las valvulas (Murray y
cols., 2017).

% Osteomielitis: se produce con mas frecuencia en nifios, y causa escalofrios,
fiebre y dolor en los huesos afectados. Posteriormente, el tejido blando que lo
recubre se torna eritematoso y tumefacto. Puede producirse la infeccion de las
articulaciones, lo que con frecuencia genera derrames, indicativos de una

artritis séptica mas que de una osteomielitis. (Castafio y cols., 2017).
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% Sindrome del shock toxico: puede producirse por el uso de tampones
vaginales o como complicacion de cualquier tipo de infeccion por S. aureus
(p. €j., infeccidn de una herida quirurgica, una quemadura o de la piel).

« Sindrome de la piel escaldada: estd causado por varias toxinas llamadas
exfoliativas, es una dermatitis exfoliativa de la nifiez caracterizada por la
formacion de ampollas de gran tamafio y descamacion de la capa superior de
la piel. Finalmente, se produce la exfoliacion. El sindrome de piel escaldada
ocurre con mayor frecuencia en bebés y nifios < 5 afios (Murray y cols.,
2017).

% Neumonia: puede ser una infeccion primaria o el resultado de la diseminacion
hematogena en otra parte del cuerpo p. €j., infeccion del catéter, endocarditis,
infeccion de tejidos blandos o del uso de drogas inyectables. Se caracteriza
por la formacion de abscesos pulmonares (Murray y cols., 2017).

++ Bacteriemia: presencia de bacterias en el torrente sanguineo. Puede producirse
espontaneamente durante la infecciéon de determinados tejidos, por el uso de
sondas gastrointestinales o catéteres venosos, después de procedimientos
odontolégicos, digestivos, o la curacion de una herida u otras maniobras
(Tong, Davis, Eichenberger, Holland y Fowler, 2015).

Diagnostico Microbiolégico del género Staphylococcus

Los liquidos corporales como el liquido cefalorraquideo, el ascitico, el pleural y
los hemocultivos al ser muestras estériles, se deben sembrar en agar sangre y en agar
chocolate para su debida identificacion

Para el aislamiento de muestras densamente contaminadas, las muestras deben ser
inoculadas en agar Columbia adicionado con colistin y acido nalidixico (CNA) o en
agar alcohol feniletilico (PEA), que inhiben el desarrollo de bacterias gramnegativas
y permiten el desarrollo de microorganismos grampositivos (Koneman y cols. 2012).

Seija (2016), hace referencia que las muestras clinicas se deben inocular en agar
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sangre de carnero (SBA) y en otros medios, como el agar manitol salado el cual es
un medio selectivo diferencial.

Asi mismo, las colonias tienen que ser tefidas con Gram ya que es una prueba rapida y
sencilla que permite al clinico distinguir entre dos clases fundamentales de bacterias,
establecer un diagndstico inicial e iniciar el tratamiento basandose en las diferencias
inherentes entre las bacterias (Murray y cols, 2017).

De acuerdo a como lo expresa Ramirez, Garcia, Longa, Sanchez, Nieves, Velasco,
Araque y Mosqueda en el Manual practico de bacteriologia general, primera edicion
digital en 2010, la coloracion de Gram es un procedimiento donde una vez fijada la
muestra al portaobjeto, se afiade una solucion de violeta de genciana o cristal violeta
(colorante primario) que penetra todas las bacterias de la preparacion. Luego se
agrega solucion de lugol (mordiente), el yodo entra a la célula y forma una complejo
insoluble con el colorante primario, posteriormente se procede a la decoloracion con
una mezcla de alcohol acetona; las bacterias cuya pared celular es mas densa,
constituida principalmente por peptidoglicano (grampositivas), se deshidratan y
cierran los poros de la pared, impidiendo la salida del complejo violeta de genciana-
yodo, por lo tanto, estas bacterias permanecen de color purpura; mientras que las
bacterias gramnegativas debido a su alto contenido de lipidos, al decolorar quedan
poros en la pared que permiten la salida del complejo violeta de genciana-yodo, vy al
adicionar el colorante de contraste (Safranina), estas toman dicho colorante por lo que
se observan de color rosado.

Las pruebas fenotipicas para la identificacion de la especie son la prueba de la
coagulasa y la prueba de la aglutinacion, que permiten detectar la presencia de
determinantes de superficie como el factor de agrupamiento, la proteina A y los
polisacaridos; siendo la més importante de éstas, la prueba de la coagulasa, ya que
permite distinguir entre S. aureus y los Staphylococcus coagulasa negativa. Mediante
la produccion de la coagulasa se activa la protrombina sin las fragmentaciones
proteoliticas habituales para formar un coagulo de fibrina. Esto se demuestra
mediante la incubacion en plasma del indculo, si se produce un coagulo de fibrina,

indica ser positiva y negativa si no se da la formacion del coagulo respectivamente.
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Por otro lado, el agar manitol salado es un medio selectivo bueno para determinar
la presencia de S. aureus, mientras que en el agar sangre de carnero, la mayoria de los
Staphylococcus crecen bien dentro de las 24 horas, aunque pueden requerir de 48 horas
para formar colonias de tamafio adecuado. Una incubacion mas prolongada (mayor de 72
horas) puede ser necesaria para asegurar que la identificacion y las pruebas de
sensibilidad se realizan sobre un cultivo puro (Forbes, 2009).

Aproximacion Teorica Sobre los agentes antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con
diferente comportamiento farmacocinético y farmacodindmico, que ejercen una accion
especifica sobre alguna estructura o funcion del microorganismo a bajas concentraciones.
El objetivo de la antibidticoterapia es controlar y disminuir el ndmero de
microorganismos Vviables, de modo que el sistema inmunolégico sea capaz de eliminar la
totalidad de los mismos (Herrera, 2003).

Los agentes antimicrobianos mas utilizados para el género Staphylococcus son los
siguientes:

R-lactamicos: los B-lactdmicos acttan inhibiendo la Gltima etapa de la sintesis de la pared
celular bacteriana, constituyendo asi la familia méas numerosa de antimicrobianos y la
mas utilizada en la préactica clinica. Se trata de compuestos de accién bactericida lenta,
actian impidiendo la sintesis de la pared bacteriana, inhibiendo la sintesis del
peptidoglicano que es el componente que le confiere estabilidad y rigidez a la bacteria,
protegiéndola de la ruptura osmética (Marin y Gudiol, 2003).

Penicilinas
Grupo de antibidticos empleado para el tratamiento de infecciones contra cepas
sensibles de cocos grampositivos, siendo la meticilina del grupo de las penicilinas
semisintéticas resistentes a la enzima penicilinasa, presentando eficacia contra S. aureus

el cual es productor de dicha enzima (Mendoza, 2005).

21



Cefalosporinas

Son antibidticos B-lactamicos muy parecidos a las penicilinas, solo que estas tienen la
ventaja sobre los primeros. Al igual que las penicilinas acttan inhibiendo la sintesis de la
pared celular bacteriana. En la actualidad siguen siendo una gran herramienta para el
tratamiento de infecciones por bacterias grampositivos y gramnegativas, sobre todo si
son productores de beta-lactamasas, ya que estos antibidticos han mostrado tener una
buena resistencia a estas enzimas (Davila, Rodriguez, Rivas y Rivas 2002).

Asi mismo el cefoxitin es un antibidtico del grupo de las cefalosporinas de
segunda generacion con amplio espectro y actividad bactericida sobre numerosos
microorganismos grampositivos, entre ellos el S. aureus (Davila y cols., 2002).

Inhibidores de las 3-lactamasas

La ultima pieza del rompecabezas de las proteinas que reconocen a la penicilina es
la introduccién de los inhibidores de las B-lactamasas, estos compuestos se asemejan
a los antibioticos de las -lactdmicos lo suficientemente bien como para que puedan
unirse a las 3-lactamasas, ya sea de forma reversible o irreversible, lo que protege al
antibiotico de la destruccidn. Los tres inhibidores de la actividad de B-lactamasas que
han hallado un lugar en la medicina clinica son el acido clavulanico, el sulbactam y
el tazobactam, siendo eficaces contra la penicilinasa estafilocdcica (Koneman y cols.
2012).
Lincosamidas: la lincosamina es un antibiotico obtenido en 1962 por purificacion, a
partir de un actinomiceto, que dio lugar a dos moléculas comercializadas: la
lincomicina y la clindamicina. La clindamicina es, en la practica, la lincosamida de
referencia, citada en todas las recomendaciones. Estos dos antibidticos inhiben la
transpeptidacion necesaria para la sintesis proteica bacteriana. Su actividad es
bacteriostatica. El espectro natural se limita a los cocos grampositivos y algunos
anaerobios (Stahl, 2017).
Macrélidos: los macrolidos son antibidticos naturales, semisintéticos y sintéticos que
ocupan un lugar destacado en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias

intracelulares. Integran este grupo: eritromicina, claritromicina, azitromicina,
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principalmente. Actuan inhibiendo la sintesis proteica de los microorganismos
sensibles, al unirse reversiblemente a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano
(Mensa, Garciay Vila, 2003).

Aminoglucosidos: permanecen como una clase de antimicrobianos de uso habitual y
eficaz en la practica clinica. Su principal mecanismo de accion es dirigido a la
subunidad ribosémica 30s, estas constituyen el sitio de unién del ARNt al ribosoma
donde el aminoglucésido provoca una alteracion en la union coddn- anticodén y
lectura errénea del cédigo genético, con produccion de una proteina extrafia, la cual
unida a las alteraciones de la membrana producen la muerte bacteriana (Palomino y
Pachon, 2003).

Meétodos basicos para la deteccion de la susceptibilidad bacteriana

La presencia de bajos o altos niveles de expresion de resistencia a determinados
antimicrobianos asi como de poblaciones heterorresistentes, entre otros, se pueden
detectar a nivel fenotipico mediante la aplicacién de técnicas y condiciones especiales
y de este modo facilitar la actitud terapéutica ante las infecciones causadas por
microorganismos que producen este tipo de mecanismos de resistencia (Martinez,
Hernandez, Pallares, Pacheco, Hurtado y Recalde, 2014).

Asi mismo, existen métodos basicos para la determinacién de la susceptibilidad

antimicrobiana (Tabla 3)

Tabla 3: Métodos basicos para la determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana

Método Tipo de método

Método de la cinta o Epsilometro E-test Cuantitativo

Meétodo de dilucidén en caldo o en agar (CIM) Cuantitativo

Prueba de Kirby Bauer Cualitativo

(Koneman y cols. 2012).
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El método que més se emplea es el cualitativo mejor conocido como el método de
difusion en disco o prueba de Kirby Bauer. Se caracteriza por ser féacilmente
estandarizable y estd indicado para microorganismos no exigentes de crecimiento
rapido. Partiendo de un cultivo puro, siempre se debe realizar un cultivo puro para
poder comenzar el estudio. El antibiograma por disco difusion basado en el
trabajo de Kirby, Bauer y colaboradores es uno de los métodos que el CLSI
(Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorios) recomienda para la
determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana.

Este método consiste en un disco de papel filtro estéril que contiene una
cantidad especifica de sustancia antimicrobiana (sintética o natural); el cual va a
ser aplicado en una superficie de agar contenida en una capsula de Petri,
inoculada con el microorganismo en estudio (Torres y Cercenado, 2010).

Posteriormente, se almacena durante un tiempo especifico, con el propoésito
que ocurra la difusion del antimicrobiano sobre la superficie de agar, luego se
procede a una incubacion a lo largo de un tiempo 24-48 horas a la temperatura
de 37°C. Transcurrido el tiempo, se observan si existen en la periferia de los
discos de inhibicion (halos), los mismos seran medidos con la finalidad de
categorizar los resultados como: sensible (S), intermedio (I), de igual manera,
sino existe inhibicion se interpretara como resistente (R), es decir, en ausencia

de actividad antimicrobiana (Torres y Cercenado, 2010).

Categorias Interpretativas
Sensible: esta categoria implica que una infeccion debido a una cepa puede ser
apropiadamente tratada con la dosis de agente antimicrobiano recomendado para

ese tipo de infeccion y especie infectante.

Intermedio: incluye aislamientos con agentes antimicrobianos con un CMI que
se aproximan usualmente a nivel de tejidos y sangre disponible, para los cuales
su velocidad de respuesta puede ser mas lenta que la de los aislamientos

susceptibles. Esta implica eficacia clinica en sitios del cuerpo donde la droga es
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fisiolégicamente concentrada o cuando una dosis mayor que lo normal de una
droga puede ser usada.

Resistente: las cepas resistentes no son inhibidas por la concentracion sistémica
usualmente alcanzable de un agente cuando los esquemas de dosificacion normal

son usados.

Aproximacion Tedrica Sobre la Resistencia a los antibioticos

Desde el principio de la era antibiotica los fendmenos de resistencia a estas
sustancias han sido descritos. Inicialmente el problema fue resuelto con el
descubrimiento o sintesis de nuevas sustancias que eran capaces de controlar
dicho problema. La resistencia bacteriana es un fendmeno creciente con
implicaciones sociales y econdémicas enormes dadas por el incremento de
morbilidad y mortalidad, aumento de los costos de los tratamientos y de las
largas estancias hospitalarias generadas, esta misma se da por medio de
mecanismos de resistencia que desarrollan las bacterias impidiendo al
antibidtico ejercer su mecanismo de accidon (Becerra, Plascencia, Luevanos,
Dominguez, Hernandez, 2009).
En tal sentido, los mecanismos de resistencia en el género Staphylococcus estan

dado por:

Resistencia a B-lactamicos:

Existen varios mecanismos que miden la resistencia a p-lactamicos. La
producciéon de P-lactamasa inactiva ciertos B-lactamicos por medio de la
hidrolisis del anillo B-lactamico. Estas enzimas atacan a la penicilina G,
ampicilinas, carboxipenicilinas y ureidopenicilinas. El producto de hidrélisis
carece de actividad antibacteriana. Mas del 90% de los aislamientos de S. aureus
produce este tipo de enzimas, también llamadas penicilinasas. Parte de la enzima

que se produce es excretada al medio externo y parte permanece adherida a la
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membrana celular. En la mayoria de los aislamientos esta enzima es codificada
por plasmidos, pero también se puede encontrar a nivel cromosémico como parte
de un elemento transponible.

Por otro lado tenemos la resistencia a meticilina u oxacilina. Esta consiste en
la produccion de una nueva proteina fijadora de penicilina (penicillin-
bindingprotein) PBP, llamada PBP2a o PBP2’, no presente en las cepas
sensibles. Esta PBP tiene una afinidad disminuida por la mayoria de los B-
lactdmicos y cefalosporinas. Se trata de una transpeptidasa, la cual se encarga de
la sintesis de la pared cuando las otras PBPs estan inactivas por estar ligadas al
beta lactdmico. Esta nueva PBP estd codificada por un gen llamado mecA que
estd presente en el cromosoma de todas las cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina. Cuando una cepa es resistente a meticilina significa que
la cepa es resistente a todos los antibidticos [-lactamicos (penicilinas,

cefalosporinas y carbapenemos).

Resistencia a Macrélidos, Lincosaminas y estreptograminas (MLS):

En este tipo de mecanismo de resistencia bacteriana se modifican algunos
sitios especificos de la anatomia celular, como pared celular, subunidad 50s, 30S
ribosomales, etc. La resistencia a este grupo de antibioticos tiene dos fenotipos.
El primero es conferido por una modificacién del rRNA blanco por enzimas
constitutivas o inducibles que metilan un residuo especifico en el rRNA. Este
evento resulta en una disminucion de la union a la eritromicina, a otros
macrolidos y a las lincosaminas. Los genes que codifican esta resistencia se
encuentran tanto en plasmidos como en el cromosoma. El segundo fenotipo
abarca unaresistencia inducible a macroélidos. Se trata de un gen localizado en un

plasmido que codificauna bomba de eflujo ATP-dependiente.
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Cabe destacar que el mecanismo de resistencia (ribosomal) a gentamicina,
tobramicina y amikacina es poco frecuente y consiste en la mutacion del péptido

S12 de la subunidad 30S (Alos, 2015).

Definicion Operacional de Términos

Aislamiento
Consiste en separar de una poblacion heterogénea, al microorganismo que se requiere
estudiar para obtenerlo en estado puro. (Ramirez y cols., 2010).

Agar
Es un agente solidificante, usado frecuentemente y formado por poligalactano
sulfatado producido por ciertas algas marina, es sélido a temperaturas de incubacion
ordinarias. (Ramirez y cols., 2010)

Coagulasa
Es una proteina termoestable similar a la trombina, que puede unirse al fibrindgeno y
convertirlo en fibrina insoluble, la cual tiende a formar depositos donde los
Staphylococcus pueden agregarse, representa un factor de agregacion y constituye una
prueba muy sensible y especifica para esta bacteria (Zendejas, Avalos y Soto, 2014).

Catalasa
Es una enzima antioxidante presente en la mayoria de los organismos aerobios. la cual
facilita la conversion de peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno, siendo de utilidad
para evitar la formacion de radicales toxicos por el sistema de la mieloperoxidasa en las
células fagociticas (Zendejas, Avalos y Soto, 2014).

Agente antimicrobiano
Es una sustancia quimica que, a bajas concentraciones, actia contra los
microorganismos, destruyéndolos o inhibiendo su crecimiento, la misma es producida
por un ser vivo o fabricada por sintesis (Tong y cols., 2015).
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Infecciones asociadas a servicios de salud (IAAS)

Las IAAS Se definen como un proceso localizado o sistémico resultado de una
reaccion adversa a la presencia de un agente infeccioso o sus toxinas, que no estaba
presente ni incubandose al ingreso de una institucién(Diaz, Medina, Duque y Miguélez,

2017).

Operacionalizacion de Eventos

Tabla 4: Operacionalizacion del evento perfiles de resistencia en cepas del género Staphylococcus

1. Evento de estudio

Perfiles de resistencia en
del

Staphylococcus

cepas género

4. Dimensiones

- Resistencia a p-lactamicos: Tipo

penicilinasa

- Presencia del gen mecA

- D-test
(Contreras y Alviarez, 2019).

2. Definicion

conceptual
Los perfiles de resistencia
es la capacidad que
presenta el
microorganismo de
desarrollar mecanismos de
resistencia a los

antibioticos

28

3. Definicion
operacional
Pruebas de susceptibilidad
por el método de Kirby-
los

Bauer - analizando

perfiles  de resistencia,
utilizando los discos de
antibiotico

correspondientes al género
de acuerdo al CLSI, 2018.

5. Indicadores
La expresion fenotipica de resistencia

a los discos de antibi6ticos usados para

cada mecanismo de resistencia.



Hipotesis

La hipdtesis en un estudio, se podrd formular de acuerdo a la complejidad del
problema, en este sentido, Arias (2012) la define como “el conjunto de suposiciones
relacionadas entre si, que son sometidas a prueba en una investigacion” (p.109).
Atendiendo estas consideraciones y basados en las investigaciones anteriores llevadas
a cabo por diferentes autores, se espera obtener perfiles de resistencia pertenecientes
al género Staphylococcus en las cepas obtenidas a partir de las muestras de los
pacientes hospitalizados en el Instituto Autonomo Hospital Universitario de los
Andes.
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CAPITULO 11l

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Tomando en consideracién la naturaleza del problema planteado y de los objetivos
del presente estudio, se asume como analitica, en este sentido, (Bunge citado por
Hurtado, 2010) la investigacion analitica: “es aquella que trata de entender las
situaciones en términos de las relaciones de sus componentes. Intenta descubrir los
elementos que componen cada totalidad y las interconexiones que da cuenta de su
integracion” (p.86). Por lo tanto la investigacion es analitica porque se recolectan
simultaneamente el resultado de interés y potenciales factores de riesgo en una
poblacion definida. En este caso, atendiendo a la naturaleza del problema y el
propasito, el grado de elaboracion corresponde a analizar los perfiles de resistencia en

cepas del género Staphylococcus aisladas de muestras de pacientes hospitalizados.

Disefio de investigacion

Para recolectar los datos de una investigacion con el fin de responder el enunciado
holopréxico, es importante concretar las estrategias necesarias en correspondencia
con el donde, cuando y la amplitud de la informacion que se recolectara (Hurtado,
2010). Por lo tanto, este estudio se enmarca en un disefio mixto siendo una
investigacion: de campo, ya que los datos fueron extraidos en forma directa de la
realidad a través del uso de instrumentos para recolectar la informacion de diferentes
areas hospitalarias del 1.LA.H.U.L.A. También, de laboratorio, pues las muestras
recolectadas fueron procesadas en el laboratorio de Investigaciones en Bacteriologia
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“Dr. Roberto Gabaldon” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de los Andes. Respecto al tiempo de recoleccion de los datos, este
estudio fue contemporaneo, ya que se recolectaron durante el periodo de
desarrollo de la investigacidn, y transversal, pues los datos se tomaron en un solo

momento.

Poblacion

La poblacidn se define como el conjunto de todos los casos que concuerdan con
una serie de especificaciones, es el conjunto finito (lo que se conoce) o infinito (lo
que se desconoce) de elementos con caracteristicas comunes para los cuales seran
extensivas las conclusiones de la investigacion, esta queda delimitada por el
problema y por los objetivos del estudio. (Baptista, Fernandez y Hernandez,
2003).

Por otra parte, la muestra es un subgrupo de la poblacion (Hernandez y col.,
2010).

En tal sentido, la poblacion estudiada es finita, integrada por 469 muestras de
pacientes internados en diferentes areas hospitalarias del Instituto Auténomo
Hospital Universitario de los Andes, desde marzo de 2018 hasta septiembre 2018.

Unidad de Investigacion

Segun el manual UPEL (2010) la Unidad de Investigacion se describe como:

El universo afectado por el estudio, el grupo seleccionado, las
caracteristicas, tamafio y metodologia seguida para la seleccion de la
muestra o de los sujetos, la asignacion de las unidades grupos o
categorias y otros aspectos que se consideren necesarios para realizar
el estudio de la investigacion. (p.25).

Tomando en cuenta la descripcion citada, la unidad de investigacion estuvo
representada por las cepas de los pacientes hospitalizados en las diversas areas del

Instituto Autbnomo Hospital Universitario de los Andes
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Seleccién del Tamarfio de la Muestra

La “n” muestral esta representada por 52 muestras de personas internadas en
diferentes areas hospitalarias del Instituto Auténomo Hospital Universitario de los
Andes, siendo recibidas, almacenadas y procesadas en el Laboratorio de
Investigaciones en Bacteriologia Dr. Roberto Gabaldon de la Facultad de

Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Instrumento de Recoleccién de Datos

Todo estudio debe seleccionar las técnicas e instrumentos que permiten recabar
la informacidn pertinente para responder a las interrogantes formuladas en
correspondencia al problema. Al respecto, Arias (2012) define a la técnica como
“el procedimiento o forma particular de obtener datos o informacion” (p.67).Entre
las técnicas de recoleccion de informacion estan la observacion en sus distintas
modalidades, la entrevista, el analisis documental, entre otras. Es conveniente
sefialar que la presente investigacion requirié aplicar como técnica la encuesta
para obtener la informacion en relacion con los objetivos y las variables definidas.
De esta manera, se empled un cuestionario como instrumento, el cual es definido
por Méndez, (2012) como aquél que “se aplica a una poblacién bastante
homogénea, con niveles similares y con una problemética semejante” (p.156).
Cabe acotar que, el instrumento es un medio util y eficaz para recoger

informacidn en un tiempo relativamente breve (Ver Anexo 1).

Procedimientos de la Investigacion

Se debe precisar, antes que nada los metodos llevados a cabo para obtener una

correcta identificacién con respecto al género en estudio (Koneman y cols, 2010):
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1. Examen Microscopico

Una vez obtenidas las muestras de los pacientes hospitalizados, fueron
trasladadas al laboratorio a traves del medio de transporte Stuart. Posteriormente
se procedid a realizar la tincion de Gram con el fin de observar e identificar la
morfologia bacteriana, para determinar la presencia de cocos grampositivos
(Fig.4).

2. Inoculacién en agar sangre, agar manitol salado y BHI

En el momento de realizar las pruebas, los especimenes se subcultivaron en
agar sangre, agar manitol salado y BHI (Hi-MEDIA) con un hisopo de algodén
estéril empleando el método de agotamiento con asa calibrada, posteriormente de
realizado el estriado se incubaron de 30-35°C por 18-24 horas, luego de
transcurrido el tiempo se observaron las placas para evaluar las colonias y la

fermentacion o no del manitol (Fig.4).

3. Prueba Clave

Seguidamente, al observar la presencia de cocos grampositivos se realizo la
prueba clave para este grupo de microorganismos “prueba de la catalasa”,
permitiendo diferenciar las catalasas positivas de las catalasas negativo, siendo de
interés para efectos de esta investigacion las bacterias catalasa positivas

correspondientes al género Staphylococcus (Fig.4).

4. Prueba de la coagulasa
Posteriormente se implement6 la prueba de la coagulasa la cual sirve para
diferenciar especies del género en estudio, especificamente S. aureus (coagulasa

positiva) del resto de las especies (coagulasa negativa) (Fig.4).
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Inoculacion de especimenes en
medios agar sangre y agar
manitol salado

- =H-e0@
l

Mugstra de pacientes Medio de transporte
hospitalizados. Stuart

WT.!
_k‘-‘

Pruebadela  Pruebadela Tincion Gram Caldo BHI Incubacion por 24
coagulasa catalasa horas

UL ESaRg
J

Pruebas de identificacion de Staphyiococcus

Figura 4. Procedimiento para la identificacion de Staphylococcus (Koneman y cols, 2012).

5. Antibiograma

Por otra parte, para la deteccion y posterior analisis de los perfiles de resistencia de
las cepas, se utilizd el método de difusion en disco (Kirby-Bauer) a partir de las
cepas subcultivadas en caldo BHI (Hi Media), se prepar6 el inocul6 estandarizado
equivalente al patron de turbidez 0,5 en la escala de McFarland. Seguidamente, con
un hisopo de algodén estéril se inocul6 en un medio de Mueller-Hinton (Hi Media),
situando los discos de antibioticos (BBL) equidistantes en las placas, se incubaron a
35°C por 24 horas y finalmente pasado el tiempo de incubacion se procedio a realizar
la lectura e interpretacion de los halos de inhibicion de acuerdo a lo establecido por
CLSI, 2018 (Fig.5).Las cepas para el control fueron:

+» Staphylococcus aureus ATCC 25923 (sensible a la meticilina).

+*M 3.1 cepa SARM (resistente a la meticilina).
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Se prepara el inéculo estandarizado
Caldo BHI equivalente al patron de turbidez
0,5 en la escala de McFarland

Con un hisopo de algodon
estéril se inocula en un medio
de Mieller-Hinton

Incubar por Lectura interpretada
24 horasa =3  Segun las Normas del
30-35°C CLSI 2018

Figura 5. Procedimiento para el antibiograma (Koneman y cols, 2012).

6. Deteccion de los mecanismos de resistencia
v" Resistencia a los B-lactamicos:
- P-lactamasa tipo penicilinasa: Se empleé el método fenotipico prueba del
borde del halo de penicilina, haciendo uso del disco de la misma de 10ug. La
interpretacion de dicha prueba se baso en los parametros establecidos segun lo

normado por el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorios, 2018 (CLSlI,
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Clinical and Laboratory Standard Institute), donde los didmetros de los halos
de inhibicion para discos de Penicilina de 10pg (BBL), se consideraron
sensibles cuando fueron igual o mayor a 29mm vy resistentes cuando fueron
igual o menor a 28mm.

v" Alteracion del sitio de accion:

- Modificacion de las PBP (gen mecA):Se realizd mediante la utilizacion del
disco de Cefoxitin de 30ug (BBL) en todas las cepas. La interpretacion de
dicha prueba se basé en los parametros establecidos segln las normas del
Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorios, 2018 (CLSI, Clinical and
Laboratory Standard Institute), donde los diametros de los halos de inhibicién
para discos de Cefoxitin de 30ug (BBL), se consideraron sensibles cuando
fueron igual o mayor a 22mm Yy resistentes cuando fueron igual o menor a
21mm para S. aureus Yy en Staphylococcus coagulasa negativa se consideraron
sensibles cuando fueron igual o mayor a 25mm vy resistentes cuando fueron
igual o menor a 24mm, tomando en cuenta que para el correcto reporte se
debe colocar Oxacilina.

v' Resistencia a macrolidos, lincosaminas y estreptograminas MLS:

- Alteracion del sitio de accion

Modificacion a nivel ribosomal (gen erm):

Constitutiva MLSc T Inducible MLSi

Se determind usando discos de eritromicina 15ug (BBL) y clindamicina 2ug
(BBL), colocando los antimicrobianos a una distancia de 15-26 mm de centro a
centro. Se evidencid por un achatamiento del halo de sensibilidad de la eritromicina o
por la resistencia a ambos antibi6ticos, reportandose D-test positivo 0 negativo de
acuerdo a como corresponda.

Esta metodologia fue desarrollada en el Laboratorio de Investigacion en
Bacteriologia Clinica “Dr. Roberto Gabaldon Parra”, en el Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes, Estado Mérida.
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Disefio de Anélisis

El analisis de los datos fue realizado a traves de un enfoque cuantitativo. Al
respecto, Palella y Martins (2010) refirieron que el enfoque cuantitativo se refiere a la
expresion numérica de los datos y al analisis realizado a través de operaciones
matematicas. En tal sentido, en esta investigacion los datos fueron expresados en
porcentajes, con el fin de obtener la informacion relacionada con el evento de estudio.
Sin embargo, los perfiles de resistencia fueron expresados cualitativamente.
Finalmente, se utilizd el Software para el analisis SPSS version 19mediante el
método de anélisis Cluster jerarquico empleando el algoritmo UPGMA vy el

coeficiente de similaridad de Dice.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis de Resultados

Al finalizar el proceso de recoleccion de informacion, resulta oportuno analizar y
presentar los resultados obtenidos en la aplicacion de los métodos macroscopicos y
microscopicos de las muestras con el proposito de plasmar datos relacionados del
evento de estudio. Con esta finalidad, los datos recolectados sobre el analisis de los
perfiles de resistencia en cepas del género Staphylococcus, fueron sistematizados en
tablas y graficos.

En tal sentido, se analizaron 469 muestras clinicas de pacientes internados en
diferentes areas del I.LA.H.U.L.A, llevando a cabo las pruebas bacterianas necesarias
para la adecuada identificacion, de las cuales 214 muestras fueron positivas, es decir
se logré obtener el aislamiento de un microorganismo, correspondiente al género
Staphylococcus 52 muestras positivas. Todas fueron estudiadas aplicando la misma

metodologia.

= hemocultivo
ﬁ m liquido
29, ™ liquido pericardico

liquido pleural

4% © punta de cateter
2% secrecion bronquial
i secrecion de abceso
11% secrecion de herida

2% 6%

(Contreras,Alviarez y Bianchi, 2019)
Figura 6.Tipo de muestras provenientes de los pacientes hospitalizados en el .A.H.U.L.A
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En la figura 6 se representan el total de cepas de Staphylococcus analizadas en la
presente investigacion, las cuales corresponden al tipo de muestras de pacientes
hospitalizados, se obtuvieron: 44% (23/52)pertenecen a muestras de secrecion de
herida, el 19%(10/52) de cepas aisladas a hemocultivos, seguidas del 8% (4/52) cepas
de esputo, 11% (6/52) cepas aisladas de punta de catéter, 6% (3/52)a secrecion
bronquial, 4% (2/52) cepas aisladas de liquido pericardico, 4% (2/52) cepas aisladas
de liquido pleural, 2% (1/52) cepa aislada de liquido y 2% (1/52) derivada de

secrecion de absceso.

M Positivo: Staphylococcus aureus M Positivo: Staphylococcus sp.

6%

94%

(Contreras, Alviarez y Bianchi, 2019)
Figura 7.Especies del género Staphylococcus aislados en muestras de pacientes hospitalizados en el
LAHU.LA

Asi mismo, tenemos la figura 7 la cual esta representada por el porcentaje de
especies pertenecientes al género Staphylococcus, siendo un 6% (3/52) para

Staphylococcus coagulasa negativa y un 94% (49/52) para Staphylococcus aureus.
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Dendrograma que utiliza una vinculacion media (entre grupos)
Combinacion de conglomerados de distancia re-e=scalados

0 s 10 15 20 25
53 1 1 1 L 1
S. aureus 50 50—
S. aureus 52 52—
S.aureus 3 8
S. aureus 43 43—
S.aureus 45 45—
S.aureus 33 33—
5. aureus 42 42—
S.aureus 20 20
S. aureus 27 27
S.aureus 9 9
S.aureus 19 19—
S.aureus 25 25
S. aureus 36 3
5. aureus 24 24
S.aureus 45 45 —I
5. aureus & G
S.aureus 13 12
S.aureus 5 s—
S.sp. 40 40
S. aureus 22 22—
S. aureus 31 3
S.aureus 3 ]
S.aureus 35 35
S. aureus 30 30—
S.aureus 46 46
S. aureus 1 1

—

S =p. 51 51
S.aureus 16 16

S. aureus 37 3T —I
S. aureus 2

S. aureus 41 41—
S.aureus 42 49—
S.aureus 10 10

S. aureus 32 32
S.aureus 38 g
S.aureus 12 12
S.aureus 28 28—
S. aureus 29 28
S.aureus 26 26—
S. aureus 39 39—
S.aureus 47 47
S.aureus 7 T
5. aureus 23 23
S. aureus 34 34—
S.aureus 18 18—
S.sp. 21 21—
S.aureus 15 15
S.aureus 17 17
S, aureus 11 11—
S.aureus 14 14—
5. aureus 44 44
S.aureus 4 4

a

(Contreras, Alviarez y Bianchi, 2019

Figura 8. Representacion grafica de los Perfiles de Resistencia en cepas del género Staphylococcus
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En el dendograma podemos observar los diferentes perfiles de resistencia de los
microorganismos estudiados, el mismo indica un total de 18 perfiles de resistencia.
Para el estudio se emplearon los siguientes antibidticos: Penicilina (P), eritromicina
(E), clindamicina (CC), trimetoprim sulfametoxazol (SXT), ciprofloxacina
(CIP),tetraciclina (TE), oxacilina (OX),amikacina (AK).

Tomando en cuenta los parametros establecidos por el Instituto de Normas
Clinicas y de Laboratorios 2018 (CLSI Clinical and Laboratory Standard Institute),
estos antibidticos se reportaron: sensible, intermedio o resistente. EI nimero 1
pertenece a la categoria resistente, el nimero 2 a la sensible y el 3 para el intermedio,
respectivamente.

Es importante resaltar que para llevar a cabo el analisis de los mismos se empled la
medida de similaridad, es decir entre mas cercano mas parecido.

A continuacién se desglosaréd el dendograma, dando a conocer con més detalle los
antibiotipos que formaron cada perfil de resistencia de acuerdo a la similitud que
presentaron las cepas y a su vez la disimilaridad que mostraron entre si cada perfil:

Tabla 5: Perfiles de Resistencia de Staphylococcus aureus aisladas en muestras de pacientes
hospitalizados en el I.A.H.U.L.A periodo Marzo — Septiembre de 2018

Numero de cepa Perfil | P| E | CC | SXT | CIP | TE | OX | AK
8,9, 19, 20, 27, 33, 42, 43, 48,50, 52 | 112 2 1 2 2 1 2
25 I 112 2 1 2 2 1 1
36 I 112 2 1 1 2 1 1
24, 45 v 112 2 1 1 2 1 2
5,6, 13 \% 112 2 1 2 2 2 2
3,22,31 VIl [1]2] 2 2 2 2 1 2
35 ViIr (12| 2 2 1 2 1 2
1, 30, 46 IX 111 1 1 2 1 1 2
16, 37 XI 1111 1 1 1 1 2
2 Xi (11| 2 1 1 1 1 2
10, 32, 38, 41, 49 xiu |11 1 1 2 2 1 1
12 Xlv (11 1 1 2 1 1 1
26, 28, 29 XV |1]1]| 1 1 1 2 1 2
7,11, 14, 15, 17, 18, 23, 34, 39, 47 Xvl (11 1 1 2 2 1 2
44 XVIlL |11 1 1 2 2 2 2
4 XVIHI |11 2 2 2 2 2 2

P: Penicilina E: Eritromicina, CC: Clindamicina, SXT: Trimetoprimsulfametoxazol, CIP:
Ciprofloxacina, TE: Tetraciclina, OX: Oxacilina AK: Amikacina 1: Resistente, 2: Sensible (Contreras,
Alviarez y Bianchi, 2019).
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Como se puede observar en la tabla 5, se obtuvieron 16 perfiles de resistencia en
Staphylococcus aureus, de los cuales segun el coeficiente de similaridad se
encontraron cepas presentando los mismos perfiles, resultando segun la frecuencia un
predominio del perfil de resistencia | en un 21% (11/49), seguido del perfil de
resistencia XV representado por 19% (10/49), tenemos luego al perfil de resistencia
X111 con un 9,6% (5/49), el V, VII, IX, XV con un 5,8% (3/49) para cada uno de los
perfiles de resistencia, el perfil de resistencia IV y XI con un 3,9% (2/49)
respectivamente y por ultimo tenemos a los perfiles de resistencia I, 111, VIII, XII,
XIV, XVII, XVIII con un 1,9% (1/49).

Es oportuno indicar que las diferencias entre cada uno de los perfiles de resistencia
radican en 1 o 2 agentes antimicrobianos. Entre los 16 perfiles se evidencia, en el
perfil de resistencia I: resistencia a penicilina, trimetoprim sulfametoxazol, oxacilina
y sensibilidad al resto de los antibiéticos empleados (eritromicina, clindamicina,
ciprofloxacina, tetraciclina y amikacina), presentando el perfil de resistencia Il
diferencia con respecto al | en la resistencia a la amikacina. Seguidamente tenemos al
perfil de resistencia Il reflejando resistencia a la ciprofloxacina y la amikacina
diferencidndose por estos dos agentes antimicrobianos de los perfiles de resistencia
anteriormente mencionados. Tenemos también al perfil de resistencia IV el cual es
similar al 1, logrando diferenciarse de este por la ciprofloxacina que presenta
resistencia. EI V y VII estuvieron dados por una alta sensibilidad a los antibioticos
excepto a la penicilina, trimetoprim sulfametoxazol para el V y para el VII penicilina,
oxacilina que resultaron resistentes. El perfil de resistencia V111 es similar al VI con
la diferencia que el VIl muestra resistencia a la ciprofloxacina. En comparacién a los
perfiles de resistencia anteriores el IX y Xl presentaron una alta resistencia a los
agentes antimicrobianos, excepto a la ciprofloxacina y amikacina para el IX y solo
amikacina para el XI los cuales fueron sensibles. De igual forma se presenta el perfil
de resistencia XII, siendo sensibles solo clindamicina y amikacina. Ahora bien, cabe
destacar el perfil de resistencia Xl que ademas de su alta frecuencia en las cepas de
estudio presento sensibilidad en ciprofloxacina y tetraciclina respectivamente. Por

otra parte los perfiles de resistencia XIV y XV presentaron elevada resistencia a los
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agentes antimicrobianos probados, menos a ciprofloxacina para el XIV y para el XV
tanto amikacina como tetraciclina fueron sensibles. Con respecto al perfil de
resistencia XVI y XVII los dos reflejan resistencia a la penicilina, eritromicina,
clindamicina, trimetoprim sulfametoxazol y sensibilidad a la ciprofloxacina,
tetraciclina, oxacilina y amikacina, dando la oxacilina diferencia entre uno y otro, ya
que en el perfil de mayor frecuencia (XVI) este agente antimicrobiano genero
resistencia. Por ultimo, esta el perfil de resistencia XVI1I indicando, resistencia solo a
la penicilina y a la eritromicina, siendo el resto de los antibioticos sensibles.

Estos resultados revelan la amplia gama de perfiles de resistencia que presentan las
cepas aisladas de S. aureus a nivel de un Hospital tipo IV, en sus diferentes areas de

hospitalizacion.

Tabla 6: Perfiles de Resistencia de las cepas de Staphylococcus coagulasa negativa aisladas en
muestras de pacientes hospitalizados en el .A.H.U.L.A periodo Marzo—Septiembre de 2018

Numero de cepa Perfil P|E| CC SXT CIP TE OX | AK

40 Vi 1|2 2 2 2 2 2 2
51 X 111 2 1 2 1 1 2
21 XVI 1|1 1 1 2 2 1 2

P: Penicilina E: Eritromicina, CC: Clindamicina, SXT: Trimetoprim sulfametoxazol, CIP:
Ciprofloxacina, TE: Tetraciclina, OX: Oxacilina AK: Amikacina 1: Resistente, 2: Sensible

(Contreras, Alviarez y Bianchi, 2019).

Por otro lado, en la tabla 6 se ven reflejados 3 perfiles de resistencia
correspondientes a la especie coagulasa negativa donde observamos el perfil de
resistencia VI, X y XVI con un 2% (1/3) para cada uno. No obstante, es importante
resaltar que el perfil de resistencia XVI esta presente tanto en esta especie como en
los coagulasa positivo.

De acuerdo a lo sefialado anteriormente para las especies de Staphylococcus
coagulasa negativa el perfil de resistencia VI refleja una sensibilidad a todos los
grupos de agentes antimicrobianos empleados excepto a la penicilina, mientras que el

perfil de resistencia X expresa sensibilidad solo a ciprofloxacina, clindamicina y
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amikacina, siendo relevante de este la falsa sensibilidad a la clindamicina evidenciada
por el método del D-test. A su vez, resulta interesante considerar el perfil de
resistencia XVI en el cual se observa resistencia a la penicilina, oxacilina,
eritromicina y clindamicina, indicando la capacidad que tienen de desarrollar perfiles
de resistencia iguales al de Staphylococcus aureus.

En las siguientes tablas se presentan por grupos todas las cepas con los mecanismos

de resistencia que se observaron en la presente investigacion:

Tabla 7: Deteccidn fenotipica del gen mecA presentes en las cepas del género Staphylococcus aisladas

en muestras de pacientes hospitalizados en el 1. A.H.U.L.A periodo Marzo— Septiembre de 2018

Especie Numero de cepa Gen meca
1,2,3,7,8,9,610, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
S. aureus: 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 41, Positivo
42,43, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 52
S. aureus: 4,5,6,13,44 Negativo
Staphylococcus
coagulasa negativa: 21,51 Positivo
Staphylococcus 40
coagulasa negativa: Negativo

(Contreras, Alviarez y Bianchi, 2019) .

Tabla 8: Resistencia inducible a clindamicina presentes en las cepas del género Staphylococcus
aisladas en muestras de pacientes hospitalizados en el . A.H.U.L.A periodo Marzo—Septiembre de
2018

Especie Resistencia inducible a Resistencia inducible a
clindamicina clindamicina
Positivo Negativo
S. aureus: 1,2,4,7,10,11, 12, 14, 15, 16, 17, 3,5,6,8,9,13, 19, 20, 22,
18, 23, 26, 28, 29, 30, 32, 34. 37, 38, 24, 25,27, 31, 33, 35, 36, 42,
39, 41, 44, 46, 47, 49 43, 45, 48, 50, 52

Staphylococcus
coagulasa negativa: 21,51 40

(Contreras, Alviarez y Bianchi, 2019)

44



En lo que se refiere a los mecanismos de resistencia se puede observar que las 52
cepas, es decir el 100% de las muestras positivas para el género Staphylococcus
resultaron productoras de penicilinasa, por consiguiente son resistentes al resto de las
penicilinas (aminopenicilinas, carboxipenicilinas y ureidopenicilinas), excepto a las
penicilinas resistentes a las [3-lactamasas.

En cuanto a la deteccion fenotipica del gen mecA (Tabla 7), el 86% (45/49)
resultaron positivas y el 9,6% (5/49) fueron negativas en S. aureus. Para los
Staphylococcus coagulasa negativa se evidencia un 4% (2/3) de cepas positivas y 2%
(1/3) de cepas negativas para la deteccidn fenotipica del gen mecA. Es decir, 88% de
los microorganismos presentan resistencia a todos los antibidticos B-lactamicos, a
todas las combinaciones de B-lactamico/inhibidor de B-lactamasa y a carbapenemaos.

La tabla 8 se pueden observar los resultados del método D-test para el estudio de
la resistencia inducible a clindamicina, donde S. aureus presenta un 52% (27/49)
positivo y un 42% (22/49) negativo para este mecanismo de resistencia. En
Staphylococcus coagulasa negativa, el método D-test fue positivo en un 4% (2/3) y
negativo en un 2% (1/3). Ante la presencia de este tipo de mecanismo de resistencia
se evidencio que el 56% de los microorganismos son resistentes a todos los

miembros de los macrélidos, lincosaminas y estreptograminas
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Discusioén

El ingreso a un hospital representa un riesgo de contraer una infeccioén en 5 a 10%
y la estancia en una Unidad del hospital incrementa este riesgo en 20a 40%; por lo
que el uso de agentes antimicrobianos es un tratamiento habitual. En tal sentido, en
los pacientes hospitalizados es frecuente que se den aislamientos bien sea de cocos
grampositivos o bacilos gramnegativos. Escalona, Guedez y Silva en el 2015
desarrollaron un estudio en pacientes hospitalizados donde reportaron un 73,5% para
bacilos gramnegativos y 26,5% para cocos grampositivos, resultados semejantes a los
obtenidos en esta investigacion ya que se evidencio un 75,7% (162/214) para bacilos
gramnegativos y un 24,3% para cocos grampositivos (52/214), lograndose obtener
una perspectiva epidemioldgica sobre los microorganismos estudiados.

Martinez y cols., en el afio 2014 realizaron una investigacion, empleando diversos
tipos de muestras de pacientes hospitalizados; secrecion de piel y mucosas
9,8%,secrecion del sitio de herida quirdrgica 24,0%, secrecion respiratoria 17,0%,
sangre 2,8% Yy liquido corporal estéril 0,7%. Por otro lado, Pascual y Turcaz en su
estudio, realizado en el afio 2015, lograron reportar lesiones en piel en un 79,4%,
heridas quirdrgicas en un 15,2%, hemocultivos en un 1,2% y catéter 1,2% del total de
muestras (172). Ambas investigaciones demuestran un alto porcentaje para las
secreciones de heridas, aunque siguen menores con respecto a lo obtenido en este
trabajo ya que los resultados del mismo indican: 44% para secrecion de herida, 19%
hemocultivos, 11% punta de catéter, 8% esputo, 6% secrecién bronquial, 4% liquido
pericardico, 4% liquido pleural y 2% secrecion de absceso.

Considerando el abordaje correspondiente al analisis de los perfiles de resistencia
en cepas del género Staphylococcus aisladas de muestras de pacientes internados en
el Instituto Auténomo Hospital Universitario de los Andes durante marzo a
septiembre de 2018, resulta pertinente referir que la resistencia a los agentes
antimicrobianos constituye un problema de salud, el cual de alguna manera se viene
impulsando por diversos factores, incluyendo la prescripcion y uso de los mismos en

forma inapropiada provocando la deficiencia en los esquemas de tratamiento, como
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también factores intrinsecos de las bacterias, por mutaciones genéticas. Garza, Zufiiga
y Perea (2013) llevaron a cabo una investigacion donde observaron la diseminacion
de resistencia en Staphylococcus sp., es producto del intercambio de precisos
elementos genéticos moviles como plasmidos y transposones.

Es importante considerar que el género Staphylococcus, es uno de los grupos de
patdgenos que se aisla con mayor frecuencia en el ambito hospitalario, debido al alto
grado de patogenicidad, puede causar infecciones asociadas a los servicios de salud,
encontrandose cepas de S. aureus con mayor incidencia, dentro de este grupo de
microorganismos, muestra de ello estan representados en los resultados obtenidos en
esta investigacion con un 94% (49/52) de aislamiento para S aureus y un 6% (3/52)
para estafilococos coagulasa negativa. Castro y cols. (2018) en su estudio
aislaron1218 cocos grampositivos, de los cuales 42,7% fueron S. aureus y 18,9% S.
epidermidis, logrando resultados similares a este estudio, la frecuencia de S. aureus
con respecto a los estafilococos coagulasa negativa es mayor.

Respecto a los mecanismos - de resistencia que expresan este grupo de
microorganismos, es interesante resaltar que desde afios atras se han encontrado
reportes de Castellano y cols., (2017) que indican hallazgos de S. aureus resistentes
a la penicilina; esta resistencia viene dada por la produccion de una enzima
penicilinasa que se transmite por un plasmido. La resistencia de los Staphylococcus a
la penicilina es ya un hecho tan generalizado como se ve en este trabajo, con un
resultado del 100% de las cepas productoras de penicilinasa, actualmente se prescinde
de este agente antimicrobiano para tratar infecciones causadas por este grupo de
microorganismaos.

Por otro lado, la resistencia a la meticilina, se debe al gen mecA que se encuentra
en el cassette estafilocdcico cromosomal *SCCs*, Alvarado (2016) en su estudio
reportd, alta frecuencia de resistencia a la meticilina tal y como vemos en la tabla 7 de
este trabajo en la que los resultados obtenidos indican una tendencia similar.

Las especies pertenecientes al género Staphylococcus, poseen una elevada
resistencia a distintos agentes antimicrobianos, como es el caso de la resistencia al

grupo de antibidticos MLSB, la cual presenta dos variables la resistencia constitutiva
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(MLSBc) vy la inducible (MLSBI) (Tamariz y cols., 2009) ambas estan relacionadas
con la expresién de los genes erm (erythromycin ribosome methylation). La variable
constitutiva presenta elevado nivel de resistencia a cualquier agente antimicrobiano
del grupo MLSB, a diferencia de la resistencia inducida que presenta Unicamente a
los macrdlidos de 14 4tomos y 15 dtomos y sensibilidad in vitro a macrélidos de 16
atomos, lincosaminas y estreptograminas B. En las cepas MLSBi la expresion del gen
erm es inducida por algunos compuestos como la eritromicina, un potente inductor
para la resistencia MLSBI, mientras que la clindamicina es un inductor debil que
actlia lentamente (Morales y cols., 2012).

Los métodos para evaluar la resistencia inducible a clindamicina recomendados
por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) desde el afio 2012; el test de
induccion con doble disco difusion (D-test) y el método microdilucion en caldo
(Dubey y col.,, 2013). De acuerdo a esto, los resultados obtenidos en esta
investigacion vienen dados por el método del D-test, haciendo uso de la aproximacion
de los discos de clindamicina y eritromicina obteniendo 23 cepas negativas
representando esto el 44% y 29 cepas positivas siendo el 56% para este mecanismo
de resistencia, resultados inferiores en el género Staphylococcus (20%) obtuvieron
Pérez y Ramirez en el 2017. Chavez-Bueno y colaboradores reportaron en el 2005
que la frecuencia de resistencia inducida a clindamicina por eritromicina podia variar
en un rango del 8% al 95% en microorganismos grampositivos.

El cassette antes mencionado contiene también genes de resistencia a otros agentes
antimicrobianos tales como quinolonas, lincosamidas y macrolidos, produciéndose
cepas multirresistentes. En este estudio se encontraron cepas tanto coagulasa positiva
como coagulasa negativa, resistentes a multiples agentes antimicrobianos:
ciprofloxacina, eritromicina, tripetoprim sulfametoxazol, clindamicina, tetraciclina
(Tabla 5 y 6), identificandose un alto porcentaje de cepas multirresistentes, menor a
lo reportado por Gomez y cols., en cepas de un hospital de Maracaibo (Venezuela)
pero mayor al porcentaje reportado por Laspina y cols., en un hospital de la Asuncién

(Paraguay).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las conclusiones presentan el conocimiento nuevo generado durante las fases

operativas de la investigacion. Es por esto que después de haber realizado los analisis

pertinentes en relacion a los resultados alcanzados, se mencionan las siguientes

conclusiones:

k

Los tipos de muestras que presentaron mas relevancia fueron las secreciones de
herida presentando un porcentaje del las cuales estuvieron acompafiadas de un
44% (23/52) seguidas de los hemocultivos con un 19% (10/52)

En la unidad de estudio, se demostrd que la mayor frecuencia de aislamientos estuvo
representada por S. aureus con un (94%)y en el caso de SCN solo fue un (6%)

El analisis de los perfiles de resistencia en el género Staphylococcus, revelaron
estadisticamente una gran diversidad de perfiles de resistencia, demostrandose 18
perfiles distintos en esta investigacion, 16 perfiles correspondientes a la especie
S. aureus y 3 para Staphylococcus coagulasa negativa, siendo los perfiles 1 y XVI
el de mayor predominio

El género Staphylococcus ha demostrado a lo largo del tiempo su gran capacidad
en el desarrollo de resistencia a la mayoria de agentes antimicrobianos
disponibles hasta la fecha del presente estudio.

Los mecanismos de resistencia en el presente trabajo de investigacion, de
acuerdo a la frecuencia reveld que la produccion de penicilinasa se encuentra
entre el mayor porcentaje 100%, seguido del gen mecA con un 88% Yy por Gltimo

la resistencia inducible a clindamicina con un 56%.
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Recomendaciones

Realizar un diagndstico microbioldgico certero y oportuno es fundamental
para conocer la incidencia y las posibles estrategias terapéuticas para los
pacientes hospitalizados.

Es necesario, llevar a cabo un plan de vigilancia de los perfiles de resistencia
antimicrobiana en pro de fortalecer y ajustar las medidas de prevencion y de
control de las infecciones asociadas a estos agentes bacterianos.

Tener precaucién con el contacto y la consecuente dispersion de patdgenos
resistentes.

Establecer programas de control de las infecciones intrahospitalarias con base
en las précticas Optimas vigentes, que asuman la responsabilidad de luchar
eficazmente contra la resistencia a los antimicrobianos en los hospitales.
Debido a la situacion actual que vive el pais de manera general, la
investigacion fue limitada, afectando la utilizacion de los insumos necesarios
para la realizacion de algunas pruebas, recomendando a futuros estudios
buscar apoyo de organismos publicos y privados, para aportar mayores
conocimientos en lo que se refiere a esta area, significando un avance

intelectual e informativo tanto para el Estado como para el pais.
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ANEXOS
Anexo 1: Planilla de Registro

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
LABORATORIO DE INVESTIGACION EN BACTERIOLOGIA ANAEROBICA
“Dr. Roberto Gabaldon”

Apellidos y Nombres:
N° Historia: Fecha de ingreso a la Unidad de Salud:
Enfermedad de Base: SI ___ NQ___ Especifique:

Tipo de muestra:
Examen Solicitado:
Fecha y hora de la toma de muestra:

Recibe Antimicrobianos: SI __ NO___Especifique:
Cultivo Anterior: SI — NO — Tipo de Microorganismo:
Médico Solicitante:
Fecha y Hora de la Recepcion de la muestra

Observaciones:

RESULTADO
Examen Directo
Microorganismo Aislado 1
3
Antimicrobianos Microorganismo Antimicrobianos Microorganismo
1 2 3 1 2 3
Acido Nalidixico Eritromicina
Amikacina Gentamicina
Ampicilina Imipenem
Amoxacilina Levofloxacina
Azitromicina Meropenem
Aztreonam Nitrofuradantoina i
Cefalotina Norfloxacina S= Sensible
Cefepime Oxacilina
Cefoxitina Penicilina I= Intermedio
Cefpirome Piperacilina
Cefotaxima Piperacilina/Tazb . .
Ceftazidima Sulbactan/Ampic R= Resistencia
Ceftriaxona Sulbactan/Cefope
Cefuroxima Sulfa/Trimetoprim
Ciprofloxacina Tetraciclina
Claritromicina Ticarcilina
Clindamicina Tobramicina
Cloranfenicol Vancomicina
Procesado: Nombre y Apellido: Fecha
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