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Resumen

Introduccion: las infecciones por S. aureus meticilino resistentes son un problema de salud publica por
el perfil de multirresistencia que presenta este patdgeno. Objetivo: determinar el fenotipo de resistencia
ameticilina, macrélidos y lincosamidas en cepas de S. aureus. Materiales y métodos: se analizaron 50
cepas de S. aureus aisladas de muestras clinicas de pacientes del Hospital Rosario Pumarejo de Lopez
en la ciudad de Valledupar. Las pruebas de susceptibilidad a meticilina, eritromicina y clindamicina
se realizaron por los métodos microdilucion en caldo y difusion en agar. Se determind la resistencia
a meticilina mediante la técnica agar dilucion y la resistencia inducible a clindamicina, con la prueba
del D-Test. Resultados: la resistencia a meticilina fue del 50 %, se evidenciaron cinco fenotipos en
los macrélidos y lincosamidas analizados: el fenotipo con sensibilidad a eritromicina y clindamicina
(78 %), fenotipo con resistencia a eritromicina y clindamicina (16 %), que presentan resistencia cons-
titutiva para ambos antimicrobianos MLSB¢, liderando los fenotipos de resistencia; el fenotipo con
sensibilidad intermedia a ambos antimicrobianos (2 %), el fenotipo con resultado intermedio para
eritromicina y sensibilidad a clindamicina (2 %) y el fenotipo con resistencia a eritromicina y sensi-
bilidad a clindamicina (2 %), que presentan resistencia inducible a clindamicina MLSBi, con prueba
test D positiva. Conclusiones: la resistencia inducible para macrélidos, lincosamidas y streptograminas
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no se detecta usando los test de susceptibilidad antimicrobiana estandar. La no identificacion de esta
resistencia inducible puede conducir a falla del tratamiento con clindamicina.

Palabras clave: resistencia bacteriana, meticilina, macrélidos lincosamidas, MLSBc, MLSBi.

Abstract

Introduction: Infections with methicillin-resistant S. aureus are a public health problem due to the
multi-resistance profile presented by this pathogen. Objective: To determine resistance phenotypes
to methicillin, macrolides and lincosamides in S. aureus. Materials and methods: 50 S. aureus
strains, isolated from patients of the Hospital Rosario Lopez Pumarejo in the city of Valledupar,
were analyzed. Susceptibility tests to methicillin, erythromycin and clindamycin were performed
using microdilution and agar diffusion methods. Methicillin resistance was determined through
agar dilution technique and inducible clindamycin resistance D-Test. Results: Methicillin resistance
reached 50 %, five phenotypes were established in the analyzed macrolides and lincosamides: phe-
notype sensitive to erythromycin and clindamycin (78 %); phenotype resistant to erythromycin
and clindamycin (16 %) with constitutive resistance for both cMLSB antimicrobials, which lead
the resistance phenotypes; phenotype with intermediate resistance to both antimicrobials (2 %);
the intermediate result phenotype resistant to erythromycin and clindamycin (2 %); and the RS
phenotype resistant to erythromycin and sensitive to clindamycin (2 %) that show inducible iMLSB
clindamycin resistance with positive D test. Conclusions: The inducible resistance to macrolides,
lincosamides and streptogramines is not established through the standard antimicrobial suscepti-
bility test. Not identifying the inducible resistance can lead to clindamycin treatment failure.

Keywords: Bacterial resistance, Methicillin, Lincosamides macrolides, cMLSB, iMLSB.

Resumo

Introducdo: As infegdes por S. aureus meticilino resistentes sdo um problema de satde publica
pelo perfil de multirresisténcia que apresenta este patogeno. Objetivo: Determinar o fenétipo de
resisténcia a meticilina, macrolideos e lincosamidad em cepas de S. aureus. Materiais e métodos:
Analisaram-se 50 cepas de S. aureus isoladas de amostras clinicas de pacientes do Hospital Rosa-
rio Pumarejo de Lopez na cidade de Valledupar, Colémbia. A susceptibilidade a meticilina, eri-
tromicina e clindamicina se realizaram pelos métodos microdiluigao em caldo e difusdao em dgar.
Determinou-se a resisténcia a meticilina mediante a técnica dgar diluicdo e a resisténcia induzivel
a clindamicina, com a prova D-Test. Resultados: A resisténcia a meticilina foi de 50 %, se eviden-
ciaram cinco fenétipos nos macrolideos e lincosamidas analisados: o fendtipo com sensibilidade a
eritromicina e clindamicina (78 %), fendtipo com resisténcia a eritromicina e clindamicina (16 %),
que apresentam resisténcia constitutiva para ambos os antimicrobianos MLSBc, liderando os feno-
tipos de resisténcia; o fendtipo com sensibilidade intermedia a ambos os antimicrobianos (2 %),
o fenétipo com resultado intermédio para a eritromicina e sensibilidade a clindamicina (2 %) e
o fendtipo com resisténcia a eritromicina e sensibilidade & clindamicina (2 %), que apresentam
resisténcia induzivel a clindamicina MLSBi, com prova test D positiva. Conclusdes: A resisténcia
induzivel para macrolideos, lincosamidas e streptograminas nao se detecta usando os testes de
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susceptibilidade antimicrobiana standard. A nao identificacio desta resisténcia induzivel pode
conduzir a falha do tratamento com clindamicina.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana, meticilina, macrolideos lincosamidas, MLSBc, MLSBi.

Introduccion

Staphylococcus aureus importante patogeno
nosocomial y comunitario, es agente causal de
infecciones sistémicas y localizadas entre otras
bacteriemias asociadas con el catéter venoso
central, neumonia por ventilacién mecanica,
endocarditis, osteomielitis, tracto respirato-
rio inferior, piel, tejidos blandos, sindrome de
choque toxico, sindrome de la piel escaldada y
enfermedades transmitidas por alimentos (1).
Las infecciones por Staphylococcus aureus
meticilino resistentes (sARM) son un problema
de salud puiblica por el perfil de multiresistencia
que presenta este patdgeno. El Centro para el
Control y prevencion de Enfermedades (cpc),
en 2013, reporta que en los Estados Unidos las
infecciones anuales severas por sarM fueron
cerca de 80461 y fallecieron aproximadamente
11285 (2). Macrélidos, lincosamidas y estrep-
togramina B (MLsB) son antibidticos usados
comunmente en el tratamiento de las infeccio-
nes por estafilococos y, especialmente, para el
tratamiento de las infecciones de piel y tejidos
blandos causadas por los sarm (3). El uso conti-
nuado de estos antimicrobianos ha ocasionado
la aparicion de resistencias a estos y, especial-
mente, al grupo MLSB, que cuenta con las varia-
bles de resistencia constitutiva (MLSBc¢) y que
presenta elevado nivel de resistencia a cualquier
antimicrobiano de este grupo; y la variable indu-
cible (MLSBI), con resistencia a eritromicina
y azitromicina pero con sensibilidad in vitro a
clindamicina y estreptograminas B (4). Dada la
alta patogenicidad, virulencia de este patdgeno
y su versatil capacidad para generar resistenciaa
multiples antibioticos, el objetivo de este trabajo
fue determinar la prevalencia de la resistencia

a meticilina, macrélidos y lincosamidas en
S. aureus aislados en un hospital de la ciudad
de Valledupar.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo, de
corte transversal, durante los meses de abril a
julio del afo 2013. Se analizaron 50 cepas de
S. aureus aisladas de pacientes hospitalizados
en el Hospital Rosario Pumarejo de Lopez de
la ciudad de Valledupar y de los que solicitaron
los servicios por consulta externa u hospitaliza-
cién, para determinar su fenotipo de resistencia
a meticilina, eritromicina y clindamicina.

Se utilizé el equipo automatizado MicroScan,
paraidentificar género y especie, y determinar el
patrén de susceptibilidad a meticilina por micro-
dilucion en caldo. También se realizé el antibio-
grama por difusién en agar mediante el método
de Kirby Bauer. La resistencia a meticilina se
tamiz6 con el antibidtico cefoxitin (30 pg), el cual
es un excelente predictor de la presencia del gen
mecA. Para el control de calidad se utilizaron las
cepas control, S. aureus arcc 25923 mecA nega-
tivo (halo 23-29 mm) y el S. aureus arcc 43300
(Halo <21), segtin requerimientos cLs1-2013 (5).

A las cepas que presentaron el fenotipo
resistente o intermedio a meticilina por el
método microdiluciéon en caldo, se les realizo el
test de screen a oxacilina, para lo cual se utiliz6
agar Mueller Hinton, suplementado con 4 % de
cloruro de sodio (NaCl) y 6 pg de oxacilina (no
comercial). Se realiz6 un estriado en forma de S
y se incubé a una temperatura de 35 °C por 24
horas. Crecimiento de una o mas colonias sobre
el estriado o siembra se considera positivo,
segun criterios del crsr (5).
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Para evaluar la resistencia inducible a clin-
damicina, se emple6 la prueba del D-Test. En
una caja de agar Miiller-Hinton se colocaron los
antibidticos eritromicina (15 pg) y clindamicina
(2 pg) separados por una distancia de 15-20 mm
centro-centro. Después de 18-24 horas de incu-
bacién a 35 °C, se interpretaron los resultados: el
aplanamiento de la zona de inhibicién alrededor
del disco de clindamicina proximal al antibidtico
eritromicina (D en forma de zona de inhibicién)
indica un fenotipo de resistencia inducible, y la
resistencia a eritromicina y a clindamicina indica
un fenotipo de resistencia constitutivo.

El andlisis estadistico se realiz6 con el pro-
grama Excel, los datos se incorporaron a esta
base de datos para ser analizados. Todos los
procedimientos referenciados anteriormente
se realizaron siguiendo los lineamientos esti-
pulados por el crs1-2013 (5).

Resultados

Los aislamientos de Staphylococcus aureus obteni-
dos procedian de muestras de heridas (76 %), abs-
cesos (12 %)y secreciones varias (12 %). Las cepas
de S. aureus sensibles a la meticilina fueron 25
(50 %), y su procedencia era: 13 de consulta externa
(26 %)y 12 de cirugia (24 %). Las cepas analizadas
de S. aureus presentaron una resistencia a metici-
lina del 50 %, liderando también los servicios de
consulta externa y cirugia con un 12 % cada uno,
8 hospitalizaciones en diferentes servicios (16 %)
y 5 urgencias (10 %). Los aislamientos de sarm a
partir de muestras de heridas también ocuparon
el primer lugar, fueron 15 (30 %), 6 secreciones
varias (12 %) y 4 abscesos (8 %).

Las pruebas de susceptibilidad antimi-
crobiana evidenciaron cinco fenotipos en los
macr6lidos y lincosamidas analizados: el feno-
tipo S-S con sensibilidad a eritromicina y clin-
damicina (78 %) fue encontrado en mayor
proporcion; seguido del fenotipo R-R con resis-
tencia a eritromicina y clindamicina (16 %),
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que evidencia la resistencia constitutiva para
ambos antimicrobianos (MLSBc); el fenotipo
[-I con sensibilidad intermedia a ambos antimi-
crobianos (2 %); el fenotipo I-S con resultado
intermedio para eritromicina y sensibilidad a
clindamicina (2 %) y el fenotipo R-S con resis-
tencia a eritromicina y sensibilidad a clindami-
cina (2 %), que presentd resistencia inducible a
clindamicina (MLSBi), guardando correlacion
la prueba test D positiva (tabla 1) y el sistema
automatizado MicroScan. Todas las cepas que
presentaron los fenotipos MLSBc y MLSBi
tenian resistencia conjunta a la meticilina; la
procedencia del fenotipo constitutivo era de
consulta externa con el 12 % y de hospitali-
zacién con un 4 %, y el fenotipo inducible con
frecuencia del 2 % procedia de hospitalizacion;
la muestra predominante para ambos fenotipos
fue herida quirtrgica.

El fenotipo de mayor prevalencia fue el que
presenté sensibilidad a eritromicina y clinda-
micina; sin embargo, es importante sefialar que
para confirmar la susceptibilidad al grupo, estas
cepas deben ser sometidas a caracterizacion
genotipica del transposon Tn554 responsable de
la resistencia inducida al complejo MLSB23 (4).

Tabla 1. Fenotipos de resistencia a erifromicina
y clindamicina observados en S. aureus

Antimicrobianos Porcentaje
%

Eritromicina: sensible Clindamicina: 78 % (39)
sensible
Eritromicina: resistente 16 % (8)
Clindamicina: resistente
Eritromicina: intermedio 2% (1)
Clindamicina: intermedio
Eritromicina: intermedio 2% (1)
Clindamicina: sensible
Eritromicina: resistente 2% (1)

Clindamicina: sensible

TOTAL 100 % (50)




Fenotipos de resistencia a meticilina, macrélidos y lincosamidas en Staphylococcus aureus aislados de un hospital de Valledupar, Colombia

Discusion

Staphylococcus aureus es considerada una bac-
teria potencialmente patégena para el humano
a nivel mundial. En los dltimos afos se ha
registrado un aumento progresivo de la resis-
tencia a meticilina en S. aureus, antibiético
de primera eleccion para el tratamiento de
las infecciones causadas por este patdgeno, lo
que constituye un problema de salud publica
asociado con mayor morbimortalidad, dias
de hospitalizacion y costos. El alto grado de
resistencia a meticilina en S. aureus obtenido
en esta investigacion (50 %) concuerda con lo
referenciado por otros investigadores (3, 6-10).
Si bien, es cierto que el aumento de la resis-
tencia a este antibidtico es debido a la presion
selectiva y el uso indiscriminado e irracional
que se le ha dado a este antimicrobiano, las
instituciones prestadoras de salud deberfan
determinar periddicamente la frecuencia del
S. aureus meticilino resistente, para asi estable-
cer pautas locales del manejo de los antibidticos
anti-SARM.

La alta frecuencia de aislamientos en con-
sulta externa, probablemente puede deberse
a que la epidemiologia de este patdgeno ha
cambiado en los tltimos afos, ya que un por-
centaje muy importante de casos de S. aureus
ocurren en pacientes no hospitalizados pero
que han tenido un estrecho contacto con el
sistema sanitario, donde probablemente adqui-
rieron el microorganismo (11). La frecuencia
relativamente alta de aislamientos en heridas
quirurgicas es equivalente en otros trabajos y
se puede deber al tipo de cirugia practicada y ala
ausencia del mecanismo de barrera que ofrece
la piel con la consecuencia de colonizacion-
infeccién de la flora bacteriana cutanea, lo cual
conlleva a la colonizacion e infeccion por este
patégeno que hace parte de la biota normal del
cuerpo humano y aprovecha las condiciones
criticas de los pacientes hospitalizados para

causar infecciones severas, razon por la cual las
heridas se vuelven un reservorio éptimo para
el desarrollo y la proliferacion de este microor-
ganismo (12-15).

Algunos estudios establecen la disemina-
cién de los clones de sarm en Colombia y otros
paises de América Latina, donde informan la
presencia del clon usa300, generalmente aso-
ciado con sarMm en la comunidad (SCCmeclV
variante ST8), pero fueron aislados en muestras
de pacientes hospitalizados (16, 17). Es muy
importante realizar en estudios posteriores la
caracterizacion genotipica de las cepas de sarm
para establecer los clones locales, compararlos
con los nacionales e internacionales, lo que
contribuiria con el conocimiento de la epide-
miologia molecular local y nacional.

La clindamicina es el antibi6tico ideal para
el tratamiento de infecciones de piel y tejidos
blandos causadas por sarM. La variable cons-
titutiva (MLSBc¢) presenta un elevado nivel
de resistencia a cualquier antimicrobiano del
grupo MLSB; en este estudio se encontré una
frecuencia superior a las referenciadas por
otros autores y prevalencias muy inferiores a
los reportados en otras investigaciones (18-24).
Se encontrd una frecuencia del 2 % de resisten-
cia inducible a clindamicina (MLSBi), algunos
autores presentan resultados similares a este
estudio, mientras que otros trabajos difieren
con porcentajes mayores para este fenotipo de
resistencia (4, 18, 19, 22, 24-27).

Las cepas que presentaron los fenotipos
MLSBc y MLSBI tenian resistencia conjunta
ala meticilina, la mayor procedencia se encon-
tré en consulta externa, siendo equivalente la
frecuencia y la procedencia en un estudio rea-
lizado en Perd, pero difiere con otros autores,
donde predomin el drea de hospitalizacion
y las frecuencias de los fenotipos MLSB son
superiores cuando se comparan con este trabajo
(3,4,9,23).
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Es bien sabido que el fenotipo MLSBc, gene-
ralmente, no representa un problema para
el tratamiento, ya que su fenotipo in vitro
siempre serd resistente, caso contrario de la
variante inducible (MLSBI), la cual presenta
sensibilidad in vitro; pero cuando el patogeno
entra en contacto con el antibidtico clindami-
cina en un proceso infeccioso, pueden aparecer
mutantes con resistencia constitutiva a este
antimicrobiano. Algunos autores sugieren que
la clindamicina no deberia utilizarse en el tra-
tamiento de las infecciones por estafilococos
con resistencia inducible a la clindamicina, para
evitar la aparicion de mutantes con resistencia
constitutiva, lo que aumenta la frecuencia de
los fracasos terapéuticos (28, 29). Por lo tanto,
las cepas con el fenotipo de resistencia a clin-
damicina se deberian reportar como resistentes
para evitar el uso de este antibi6tico y controlar
la aparicion de resistencias constitutivas y/o
fracasos terapéuticos.

La técnica del D-test presenta sensibilidad y
especificidad cercana al 100 %, al ser comparada
con estudios de genotipificacion, siendo el Gold
estandar para la identificacion de las cepas que
presentan resistencia inducible a clindamicina
(27,30). La buena correlacion entre los métodos
fenotipicos (microdilucion en caldo y prueba del
D-test) permiten inferir el mecanismo de resis-
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