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Resumen

Antecedentes. La causa más común de resistencia a

antibióticos aminoglucósidos en bacterias Gram positi-

vas, especialmente en S. epidermidis, es la enzima

modificante AAC(6’)-APH(2"), capaz de acetilar y

fosforilar un amplio rango de antibióticos.

Objetivo. Determinar la presencia del gen aac(6’)-aph(2")

en cepas de Staphylococcus coagulasa negativa aisladas

en infecciones neonatales, e investigar la concordancia

con las pruebas de sensibilidad in-vitro.

Material y métodos. Se determinó la presencia del gen

aac(6’)-aph(2") en 63 cepas de estafilococos coagulasa

negativa provenientes de hemocultivos y puntas de caté-

ter, de la Unidad de Neonatología del Instituto Materno

Infantil, en Bogotá.

Resultados. Staphylococcus epidermidis fue el germen

más frecuente y el gen aac(6’)-aph(2") estaba presente

en 55 (87,3%) cepas; de éstas, 42 (73,4%) cepas prove-

nían de hemocultivos y 13 (23,6%) cepas de punta de

catéter. La susceptibilidad a gentamicina se determinó

mediante concentración inhibitoria mínima y para

amikacina por difusión en disco. No se encontró asocia-

ción estadísticamente significativa entre la presencia del

gen aac(6’)-aph(2") y la resistencia a gentamicina y

amikacina.

Conclusión. La presencia del gen aac(6’)-aph(2") de

resistencia a aminoglucósidos es muy alta en cepas de

Staphylococcus epidermidis. Diferencias en la expresión

del gen pueden explicar parcialmente la falta de consis-

tencia con las pruebas de susceptibilidad utilizadas en la

clínica.

Palabras clave: enzimas, infecciones estafilocócicas,

Staphylococcus epidermidis, recién nacido, farmacorre-

sistencia bacteriana.
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Introducción

Los aminoglucósidos (AG) son antibióticos de

amplio espectro, utilizados en la práctica clínica

para el tratamiento de infecciones causadas por

bacterias Gram positivas y Gram negativas. Su

mecanismo de acción  es la inhibición de la sínte-

sis de proteínas por la unión del antibiótico a la

subunidad pequeña 30S de los ribosomas

bacterianos (1,2). La forma más común de resis-

tencia bacteriana a estos antibióticos es la adqui-

sición de genes que codifican enzimas encarga-

das de modificar covalentemente los grupos amino

e hidroxilo del antibiótico, disminuyendo la afini-

dad de unión a la subunidad 30S (3,4).

El gen aac(6´)-aph(2"), que se cree es el re-

sultado de  la fusión de los genes aac y aph (5),

se puede hallar tanto en plásmidos como en el

cromosoma bacteriano (6,7). El gen fue encon-

trado inicialmente en Staphylococcus aureus y

Staphylococcus epidermidis (8,9) y luego en

aislamientos clínicos de Enterococcus,

Streptococcus y Staphylococcus coagulasa

negativa (SCN) (10,11). Este gen codifica la

enzima bifuncional ACC(6´)-APH(2´´) (12) que

inactiva los antibióticos aminoglucósidos como

gentamicina, tobramicina, neomicina y

amikacina. La enzima  posee dos  actividades

diferentes que inactivan a los AG; una de ellas

es un aminoglucósido-acetiltransferasa (AAC)

que acetila grupos amino en la posición 6´, y la

otra es un  aminoglucósido-fosfotransferasa

(APH) que fosforila el grupo hidroxilo en la po-

sición 2" (13).

La resistencia a los AG en las infecciones

nosocomiales causadas por SCN tiene una alta

prevalencia en las unidades de neonatología y

se asocia con una elevada tasa de morbimor-

talidad (14-16). La determinación de la

suceptibilidad para los AG es usualmente reali-

Summary

Background. The most common cause of resistance to

aminoglucosides is the acetilation and phosphorilation of

the antibiotic by the enzyme AAC(6’)APH(2").

Objetive. To determine the presence of the gene aac(6’)-

aph(2") in strains of coagulase-negative Staphylococci

isolated from infected neonates and to investigate the

concordance with the susceptibility tests in-vitro.

Materials and methods. the aac(6’)-aph(2") gene was

determined  in 63 coagulase-negative Staphylococci

strains isolated from blood cultures and catheter tips

obtained from the neonatal care unit at the Instituto Ma-

terno Infantil in Bogotá, Colombia.

Results. Staphylococcus epidermidis was the most

frequently identified microorganism. The aac(6’)-aph(2")

gene was detected in 55 out of 63 strains (73,43%), 42

strains (87,5%) isolated from blood cultures, and 13

strains (23,6%) isolated from catheter tips. Susceptibility

to gentamycin was determined by minimum inhibitory

concentration, and susceptibility to amikacin by the disk

diffusion antibiotic sensitivity test. There was no a

significant statistical association between the presence of

the gene and the microbial susceptibility to either

gentamycin or amikacin.

Conclusion. The presence of the aac(6’)-aph(2") gene

in strains of Staphylococcus epidermidis is very high.

Differences in the expression of the gene might explain

some cases of inconsistency with the susceptibility tests.

Key words: enzymes, staphylococcal infections,

Staphylococcus epidermidis, infant, newborn, drug

resistance, bacterial.
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zada en los laboratorios de microbiología por las

pruebas difusión en disco o por la concentración

inhibitoria mínima (CIM); sin embargo, es im-

portante conocer también la presencia de genes

que confieren resistencia a los AG. El objetivo

de este estudio fue el de determinar la presen-

cia del gen aac(6’)-aph(2") en cepas de SCN

aisladas en infecciones neonatales y establecer

la concordancia con las pruebas de sensibilidad

in-vitro, con el propósito de contribuir a la ca-

racterización de la resistencia microbiana y el

uso racional de los antibióticos.

Material y métodos

Aislamientos

Se investigaron 63 cepas de SCN aisladas a

partir de hemocultivos y cultivos de puntas de

catéter provenientes de 57 recién nacidos admi-

tidos en las unidades de neonatología del IMI.

La identificación y la concentración inhibitoria

mínima (CIM) a gentamicina de las especie de

los SCN se llevó a cabo mediante el uso de

páneles Gram positivos MIC/Combo

MicroScan® (P35) siguiendo las instrucciones del

fabricante, y la lectura se hizo por el sistema

automatizado MicroScan® auto Scan-4 (Roche

Biocare, Canadá). La prueba de susceptibilidad

a amikacina se determinó por el método de difu-

sión en disco (concentración 30 µg). Las cepas

control fueron S. epidermidis ATCC 12228 y

S. aureus ATCC 29213; los resultados se inter-

pretaron de acuerdo con las normas NCLSI (17).

Amplificación de gen aac(6´)aph(2")

La extracción de ADN se realizó a partir de un

cultivo puro, de acuerdo con el protocolo del fa-

bricante (proDNA2003, CorpoGen-Colombia).

La amplificación se hizo por PCR múltiplex, usan-

do para la detección del gen aac(6´)aph(2") los

oligonucleótidos

5´TTGGGAAGATGAAGTTTTTAGA3´

5´CCTTTACTCCAATAATTTGGCT3´

(GenBank M13771), como control interno el RNA

ribosomal 16S (16SrRNA)

5 ´ G G A G G A A G G T G G G G AT G A C G 3 ´

5´ATGGTGTGACGGGCGGTGTG3´(Gen Bank

J01859), y para confirmar la presencia de S.

epidermidis los oligonucleótidos

5´ATCAAAAAGTTGGCGAACCTTTTCA3´ y

5´CAAAAGAGCGTGGAGAAAAGTATCA3

(GenBank N/A) (18).

En cada corrido como control positivo se utilizó la

cepa S. epidermidis Rescol 13, proporcionada

por el Instituto de Genética Molecular Bacteriana

de la Universidad del Bosque, Bogotá, como con-

trol negativo la cepa de S. epidermidis ATTC

12228 y como control ambiental la mezcla de

reactivos, sin ADN diana.

Las condiciones de reacción fueron: dNTPs 200

µM, Go Taq polimerasa 2,5 U (Promega), e ini-

ciadores 0,4 µM para la amplificación del gen

aac(6´)aph(2"), y 0,1 µM para el control inter-

no y la determinación específica del microorga-

nismo. Las reacciones se llevaron a cabo en el

termociclador PTC-100 (MJ Research Inc. Ala-

meda, EE.UU.). Las condiciones de amplifica-

ción fueron: desnaturalización inicial a 96° C por

tres minutos, seguida de 34 ciclos de

desnaturalización a 95° C por 30 segundos,

anillamiento a 55° C por 30 segundos, extensión

a 72° C por 30 segundos y una extensión final a

72° C por siete minutos. La detección de los pro-

ductos de amplificación se efectuó mediante

electroforesis en gel de agarosa al 2 por ciento,

seguido de coloración con bromuro de etidio 0,5

µg/mL (Figura 1).

Análisis

El análisis de los datos se hizo utilizando el pro-

grama STATA 8.0; se aplicó estadística descriptiva
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informando frecuencias absolutas y relativas y

se utilizó la prueba exacta de Fisher para  inde-

pendencia de las variables categóricas.

Consideraciones éticas

El protocolo fue aprobado por los comités de

ética de las instituciones participantes. Los ais-

lamientos corresponden a muestras tomadas

durante el manejo clínico estándar de los

neonatos y no se tomaron muestras exclusiva-

mente para los fines del estudio.

Resultados

Durante el período comprendido entre el 21 de

noviembre de 2003 y el 20 de mayo de 2004 se

aislaron 48 (76,19%) cepas de SCN provenien-

tes de aislamientos de hemocultivos y 15

(23,81%) cepas de SCN  obtenidas de aislamien-

tos de puntas de catéter, de 57 recién nacidos

en la Unidad de Neonatología del Instituto Ma-

terno Infantil (IMI).

La mayoría de los recién nacidos recibieron tra-

tamiento con vancomicina asociada con

gentamicina o amikacina. La tabla 1 muestra la

distribución de frecuencias de los SCN aislados

de hemocultivo y cultivos de punta de catéter y

los resultados de la prueba de susceptibilidad a

gentamicina y amikacina.

La interpretación de la prueba de sensibilidad

para la gentamicina por el método de CIM  fue:

Figura 1. Amplificación por PCR del gen aac(6’)-aph(2"). M: marcador de peso molecular 100 pb. Líneas 1-2:

muestras  números  6, 71, con  presencia  del gen aac(6´)aph(2"). Línea 3: cepa ATCC 12228 S. epidermidis control

positivo. Línea 4: muestra 46 sin presencia del gen aac(6´)aph(2"). Línea 5: control negativo. Control interno:

amplificación del gen 16S.

Aislamiento HEMOCULTIVOS PUNTAS DE CATÉTER

GmCIM (%) AkDF (%) GmCIM (%) AkDF (%)

n S R I S R N S R I S R I

S. epidermidis 40 25 15 60 80 20 13 15.4 61.5 23.1 69.2 15.4 15.4

S. hominis 5 40 40 20 80 20 2 50 50 0 50 50 0

Otros 3 33 0 67 67 33 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

Tabla 1.  Distribución de frecuencias de SCN aislados a partir de hemocultivos y puntas de catéter y su sensibilidad

a gentamicina y amikacina en Unidades Neonatales del IMI.  Noviembre de 2003 a mayo de 2004*

Gm: gentamicina, Ak: amikacina, S: sensible, R: resistente, I: sensibilidad intermedia, CIM:

concentración inhibitoria mínima, DF: difusión en disco, N/A: no aplica
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cepas sensibles (menor o igual a 4 mg/L), aisla-

mientos con  susceptibilidad intermedia  (8 mg/

L) y cepas resistentes (mayor de 8 mg/L), de

acuerdo con las indicaciones del fabricante y

las normas NCLSI (17). La interpretación de

las lecturas para sensibilidad a la amikacina por

difusión en disco fue la siguiente: sensible ma-

yor o igual a 17 mm, sensibilidad intermedia: 16-

15 mm y resistente menor o igual a 14 mm.

Se buscó el gen aac(6´)aph(2") en las cepas

en estudio y se identificó en 42 (87,5%) de las

48 cepas de SCN provenientes de hemocultivos

y en 13 (86,67%) de las 15 cepas provenientes

de cultivos de puntas de catéter. Las tablas 2 y

3 señalan los resultados de la prueba de suscep-

tibilidad y la presencia o ausencia del gen en los

aislamientos de hemocultivos y puntas de caté-

ter, respectivamente.

No se encontró asociación estadísticamente

significativa entre la presencia del gen aac(6’)-

aph(2") y los resultados de las pruebas de re-

sistencia a gentamicina en cepas de SCN obte-

nidas a partir de hemocultivos (p = 0,284) y cul-

tivos de punta de catéter (p = 0,364). Tampoco

se halló asociación estadísticamente significati-

va entre la presencia del gen y la resistencia a

amikacina en cepas de SCN obtenidas a partir

de muestras de hemocultivos (p = 0,179) y de

puntas de catéter  (p = 0,486).

Discusión

Los SCN, y entre ellos el S. epidermidis aisla-

do con mayor frecuencia en muestras institu-

ciones, son considerados patógenos causantes

de bacteremias e infecciones asociadas con

catéteres. Esta situación es particularmente im-

portante en pacientes inmunocomprometidos,

como los neonatos (14-16), en quienes en la

mayoría de los casos se encuentran relaciona-

dos con multirresistencia a antibióticos, y pue-

den servir de reservorio a diversos genes que

les confieren resistencia (19).

Aunque la vancomicina es el antibiótico de elec-

ción en este tipo de   infecciones neonatales, se

ha reportado resistencia en Staphylococcus y

Streptococcus, por lo cual se ha recomendado

Pruebas de susceptibilidad HEMOCULTIVOS PUNTAS DE CATÉTER

gentamicina

n Presencia gen n Presencia gen

 aac(6’)-aph(2")(%) aac(6’)-aph(2")(%)

Sensibles 13 76,92 3 100

S. intermedia 8 100 4 100

Resistentes 27 88,9 8 75

Tabla 2.  Susceptibilidad a la gentamicina y la presencia del gen

Pruebas de susceptibilidad HEMOCULTIVOS PUNTAS DE CATÉTER

amikacina

n gen aac(6’)-aph(2")(%) n gen aac(6’)-aph(2")(%)

Sensibles 38 84,2 10 90

S. intermedia 10 100 2 66,7

Resistentes N/A N/A 3 100

N/A: no aplica

Tabla 3.  Susceptibilidad a la amikacina  y la presencia del gen
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controlar su uso en las infecciones causadas por

estos microorganismos (20).

El  estudio de la sensibilidad a los AG en mues-

tras obtenidas de recién nacidos de la Unidad

Neonatal del Instituto Materno Infantil eviden-

ció una alta tasa de resistencia a gentamicina

para las cepas aisladas de hemocultivos (56,3%)

y de cultivos de puntas de catéter (53,3 %). Es-

tos resultados son similares a los reportados en

un estudio que incluyó 19 hospitales europeos,

donde los SCN presentaron un 54 por ciento de

resistencia a gentamicina (21). La resistencia a

amikacina fue menor de 20,8 por ciento para las

cepas aisladas de hemocultivos y de 20 por cien-

to para las cepas aisladas de cultivos de punta

de catéter); por lo tanto, en los casos de sepsis

neonatal la amikacina debería ser considerada

como terapia antimicrobiana inicial en asocia-

ción con un antibiótico β-lactámico.

El gen aac(6’)-aph(2") estuvo presente en 55

de las 63 cepas (87,3%) de SCN, prevalencia

idéntica a la informada para Staphylococcus

por el grupo europeo de resistencia a antibióticos

(ESGAR) (22). Udo E. y colaboradores, en el

año 2000 reportaron que sobre un total de 70

cepas de Staphylococcus estudiadas, 30 corres-

pondieron a SCN y en 24 de éstas (80%) el gen

acc(6´)-aph(2") estaba presente (23). Sin em-

bargo, otros autores hallaron la presencia del gen

en un porcentaje menor (68%) de todas las ce-

pas de SCN (24). Las discrepancias en los re-

sultados se pueden explicar por diferencias en

el uso de antibióticos, por la dispersión y disemi-

nación de cepas intrahospitalarias resistentes y

por el tipo de población estudiada, puesto que la

mayoría de los trabajos realizados incluyen pa-

cientes adultos con sepsis.

Las pruebas de susceptibilidad in-vitro pueden

no reflejar apropiadamente la respuesta in-vivo,

lo que supone la necesidad de correlacionar el

resultado clínico con la presencia o ausencia del

gen. La correlación de los desenlaces clínicos

neonatales con los perfiles de susceptibilidad

antimicrobiana se dificultaron en nuestro estu-

dio, pues los neonatos con cultivos positivos para

SCN recibieron como tratamiento una asocia-

ción de vancomicina más AG y no se encontra-

ron cepas resistentes a este antibiótico (16).

La falta de asociación entre la presencia del gen

aac(6’)-aph(2") y las pruebas de susceptibili-

dad puede indicar que la prueba microbiológica

convencional no es suficientemente sensible ni

específica, ya que el 81,25 por ciento de las ce-

pas sensibles a gentamicina presentaban el gen

y en el 85,42 por ciento de las cepas sensibles

para amikacina se encontró el gen. Sin embar-

go, esto no implica su expresión ni la función

apropiada de la proteína, y por lo tanto se reque-

riría determinar también los perfiles de expre-

sión del gen y la secuenciación de éste.

Las  cepas que presentaron resistencia y no pre-

sentaron  el gen  se podrían explicar por la exis-

tencia de otros mecanismos de resistencia, tales

como la presencia de integrones y genes cas-

settes, entre otros, los cuales han sido asocia-

dos a la resistencia de AG, y en las diferencias

entre las características fenotípica  y genotípicas

en cepas bacterianas (25).

Dado que los AG hacen parte de los protocolos

de tratamiento para la sepsis neonatal la identi-

ficación de genes que confieren resistencia a

los AG en las cepas aisladas de los pacientes

podría ser útil para racionalizar el uso de estos

antibióticos.
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