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RESUMEN

Se caracterizaron 50 cepas circulantes de Staphylococcus aureus de origen clinico por su drogosensibilidad frente
a 15 antimicrobianos mediante el método de difusion radial en medio Mueller Hinton. Ademas, se determiné la produccion de
la enzima beta lactamasa por los métodos acidimétrico y cromogénico, asi como la presencia de cepas metillina-resistentes. Se
determind que 32 % de las cepas era sensible frente a todos los antimicrobianos probados. Los més efectivos fueron imipenem,
norfloxacina y amikacina para 98, 96 y 92 % de sensibilidad; asi como la existencia de 27 patrones diferentes de drogorresistencia
en las cepas estudiadas. De €llas, 22 % era productor de beta lactamasa, y de estas Ultimas, 27 % resultdé meticillin resistente.

DeCs: STAPHYLOCOCCUS AUREUS/efectos de drogas;, RESISTENCIA MICROBIANA A LAS DROGAS.

El Staphylococcus aureus constituye la
especie de mayor importancia clinica humana
dentro de su género.! Aunque esta especie en
ocasiones puede estar presente en la microbiota
normal como un comensal, en otros casos, puede
ser el agente etiol6gico de enfermedades
infecciosas muy severas y diversas? Ninguna
bacteria patdgena humana es tan versatil ni ha
desarrollado tantos mecanismos de resistencia
frente a los antimicrobianos como S. aureus, lo
gue unido a su corto tiempo de generacién, hace
de esta especie un agente poderoso y temido enlo
referente a la salud humana, sobre todo en las
infecciones hospitalarias,® por lo que requiere de
una terapéutica acertada para su tratamiento.*

Losmecanismosdedrogorresistencia, através
de los cuales las bacterias se defienden frente a
losantimicrobianos, son diversos.>¢ Uno delosmas
conocidos eslaproduccion de enzimas del tipo de
las beta lactamasas, que inactivan los
antimicrobianosdelafamiliadelaspenicilinasy a
veces algunas cefal osporinas.”® Recientemente, la
aparicion de cepas de S. aureus resistentes a la
meticillina, ha ocasionado brotes de infecciones
nosocomialesen diferentespaisesdel mundo,® pero
su presencia en los medios hospital arios cubanos
es algo aln no bien definido hasta e momento.
Por todo lo anterior, y por lanecesidad de conocer
la susceptibilidad frente a los antimicrobianos de
cepas de S. aureus circulantes en hospitales
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cubanos, se realizé el presente trabajo con el
objetivo dedefinir e comportamientoy lospatrones
de drogorresistencia en un grupo de cepas de esta
especie; asi como para andlizar la incidencia de
cepas productoras de beta lactamasay meticillin-
resistentes entre ellas, que suelen estar asociadas
con patronesde multirresistenciafrentealasdrogas
antimicrobianas.

METODOS

Se emplearon 50 cepas de S. aureus, aislados
apartir de pacientes atendidos por el Departamento
de Microbiologia del Centro de Investigaciones
Médico Quirargicas (CIMEQ) durante €l periodo
comprendido entre diciembre del afio 1997 y abril
de 1998. El origen de las cepas era €l siguiente:
31 procedian de muestras de miscelaneas (pus,
heridasy catéter), 5dedidlisis, 2 de hemocultivos,
5 de exudados faringeos, 5 de exudados nasales,
1 de exudado ¢tico y 1 de exudado ocular.

Los cultivos se identificaron segun la
metodologia usual del laboratorio, consistente en
siembra en placas con medio agar sangre de
carnero 5 %, incubacién por 24 h a 37 °Cy
seleccidn de colonias con caracteristicas culturales
tipicas de la especie, y hemdlisis. Se prepararon
frotisy selesrealizo coloracion de Gram a partir
deestas colonias, que se observaron al microscopio
y se corroboré la existencia de las caracteristicas
morfol 6gi co-tintorial es esperadas parala especie.
Después se realizaron las pruebas de catalasa,
coagulasalibre, DNAsay fermentacion en medio
manitol salado.'® Se empled como control positivo
lacepadeS aureus ATCC 25923 y como control
negativo paralas pruebas de coagulasa, DNAsay
fermentacion en manitol salado una cepa de
Saphylococcus epidermidis.

Determinacion de la susceptibilidad frente
a los antimicrobianos

L asusceptibilidad antimicrobianade cadacepa
seanalizd mediante el método dedifusionradia en
medio agarizado descrito por el Comité Nacional
de Normas de Laboratorios Clinicos (NCCLS).1
Seempled cddo Mueller Hinton paralapreparacion

del inéculo, que sellevé hastaunaturbidez similar
al tubo 0,5 de la escala de Mc Farland.*? La
siembra se efectud en placas de medio Mueller
Hinton agarizado. L os antimicrobianos empleados
Se presentan con sus respectivas clavesen latabla
1. Como control seus lacepadeS aureus ATCC
25923 y se compar6 el tamafio de los halos
obtenidos con los descritos en la literatura. Una
vez incubados, losresultados seinterpretaron segiin
lo descrito en las especificaciones del documento
del NCCLS.*?

TABLA 1. Relacion de discos de antimicrobianos empleados y
sus claves

Antimicrobiano Clave Antimicrobiano Clave
Cefazolina KZ Eritromicina E
Cefuroxima CXM Tetraciclina TE
Ceftriaxona CRO Norfloxacina NOR
Ceftazidima CAZ Imipenem I1PM
Azlocilina AZL Vancomicina VA
Amikacina AK Gentamicina CN
Kanamicina K Cloranfenicol C
Trimetroprim-

Sulfametoxazol SXT

Determinacion de la produccion de beta
lactamasa

Como ladeterminacién delapresenciade este
tipo de enzima es importante desde el punto de
vista de la drogorresistencia,® todas las cepas se
sometieron a esta prueba empleando paraello
2 métodos: uno acidimétrico'y otro através de
una cefalogporina cromogénica comercial con la
finalidad de comparar | os resultados obtenidos con
cada uno. Se usaron cepas controlesde S. aureus.

Método acidimétrico: Se prepar6 una
suspension densa de células frescas de cada cepa
incubadadurante 24 h'y se resuspendié en solucion
salina fisiologica estéril hasta alcanzar una
concentracion similar aladel tubo 5 deMc Farland.
Después, se unieron 0,5 mL del indculo con 1 mL
del reactivo preparado y sedisolvieron 10° unidades
de penicilinaG con 10 mL derojo fenol 5%. Las
lecturasserealizaron alos 60 min. Todaslascepas
se evaluaron por duplicado. Se empled una cepa
de S. epidermidis como control negativoy otrade
S. aureus ATCC 29213 como control positivo.™



Método cromogénico: Para este método se
emplearon discos de nitrocefin (CEFINASE,
BIOMERIEUX)* humedecidos con una gota de
aguadestiladaestéril. Sobrelasuperficiedel disco
serealiz6 unaextension de parte de unacoloniade
cada cepa a probar. La lectura se efectud alos
5 min, pues a los 3 min recomendados por los
autores, en ocasiones € resultado no estaba bien
definido.

Determinacién de cepas meticillin-resistentes

A las cepas productoras de la enzima beta
lactamasa se les realizO esta determinacion. Se
efectud con discos de oxacillin (1 pug), que esmés
establequee meticillin. El indculo seprepardigual
que para las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, pero la placa de medio agarizado
conteniamedio Mueller Hinton agarizado con 4 %
de NaCl. Méastarde serealiz6 la confirmacion del
crecimiento inoculando una suspension de cada
cepa sobre la superficie de este mismo medio con
laadicién de 6 ug/mL deoxacillin. Un crecimiento
franco a las 24 h de incubacién se considero
resistente.*
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RESULTADOS

En la tabla 2 se observa que todas las cepas
probadas fueron sensibles alavancomicina. Los
antimicrobianos més efectivos fueron imipenem,
norfloxacinay amikacinacon 98, 96y 92 % de
todas las cepas sensibles. La tetraciclina y el
trimetroprim-sulfametoxazol solo fueron efectivos
frentea50y 38 % de las cepas estudiadas, 10 que
las ubica como drogas poco efectivas para el
tratamiento de infecciones producidas por esta
especie.

En la tabla 3 se muestran los resultados
correspondientesal porcentaj e de cepasresi stentes
a antimicrobianos solos o en combinacion.
Ninguna cepa mostro resistencia frente a més de
9 farmacos. Es notable que a pesar de haber
empleado 15 antimicrobianos diferentes, 16 cepas
para32 % del total, fueron sensiblesfrente atodos
los antimicrobianos enfrentados. No se
encontraron cepas que fueran resistentes a las
combinaciones de 6 ni 8 antimicrobianos. No
obstante, el hallazgo de una ceparesistente frente
a7 antimicrobianosy 4 resistentes frente a9 de
los 15 antimicrobianos probados, implicaunaalta
multirresistenciaen ellas.

TABLA 2. Resultados del estudio de la susceptibilidad antibacteriana de |as cepas de Saphyl ococcus

aureus frente a los antimicrobianos probados (%)

Cepas con
Cepas susceptibilidad Cepas
Antimicrobianos resistentes intermedia sensibles
VA 0 0 100
IPM 2 0 98
NOR 0 4 96
AK 6 2 92
C 10 0 90
Kz 16 0 84
CMX 12 4 84
CRO 10 8 82
CN 20 4 76
K 30 2 68
AZL 4 30 66
E 28 14 58
CAZ 16 26 58
TE 48 2 50
CAZ 38 24 38
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TABLA 3. Resultados del andlisis de la resistencia encontrada en las cepas por antimicrobiano

solo 0 en combinacién con otros (%)

No. de Cepas resistentes No. de Cepas resistentes
antimicrobianos (%) antimicrobianos (%)

0 32 5 6

1 20 6 0

2 14 7 2

3 6 8 0

4 12 9 8

TABLA 4. Patrones de drogorresistencia de las cepas estudiadas

No. del No. de No. de
patrén antimicrobianos Antimicrobianos resistentes cepas
1 0 - 16
2 TE 2
3 K 3
4 1 CAZ 1
5 SXT 1
6 CN 1
7 C 1
8 E+K 1
9 TE+CAZ 1
10 2 TE+SXT 3
11 SXT+CN 1
12 TE+CN 1
13 TE+SXT+C 1
14 3 TE+SXT+K 1
15 E+TE+CN 1
16 E+TE+K+AZL 1
17 E+TE+K+SXT 1
18 4 E+TE+CN+SXT 2
19 E+TE+CXM+CAZ 1
20 E+CN+CTX+KZ 1
21 E+TE+K+CN+SXT 1
22 5 TE+K+AK+KZ+SXT 1
23 E+TE+K+AK+SXT 1
24 7 E+TE+K+CAZ+KZ+CRO+CXM 1
25 E+TE+K+CAZ+CRO+CXM+SXT+CN+KZ 2
26 9 E+TE+K+CAZ+KZ+CRO+CXM+SXT+IPM 1
27 TE+K+CAZ+KZ+CRO+SXT+CMX+AK+AZL 1

La tabla 4 se confeccion6 a partir de los
diferentes patrones presentados por cada cepa
como respuesta frente al conjunto de
antimicrobianos, se definieron los patrones de
drogorresistencia caracteristicos para cada cepa
y sufrecuenciade aparicion en €l grupo en estudio.
La determinacion de 27 patrones diferentes
permitié analizar €l posible grado de asociacion
entre las diferentes cepas, que es evidentemente
bajo, si se considera que el estudio serealiz6 con
50 cepas. El patron 1 que agrupa a las cepas
sensiblesatodos|osantimicrobianos probados, fue
el de mayor frecuenciaen € grupo, y le siguieron

los patrones 3 (resistenciafrente alakanamicina)
y el patron 10 (resistencia frente a los
antimicrobianos trimetroprim-sulfametoxazol y
tetraciclina).

Al realizar |as pruebas de produccién de beta
lactamasa por ambos métodos, hubo una
coincidenciatotal en los resultados de todas
las cepas, se determind la produccion de esta
enzima en 11 cepas, 1o que correspondi6é a 22 %
dd totd. Estaspertenecian alospatronessiguientes:
1 correspondia al patron 4, 2 eran resistentes a
2 antimicrobianos (patrones 8 y 11), 3 resultaron
resistentes frente a 4 antimicrobianos (patrones



16, 19y 20), 1 se encontraba ubicadaen €l patron
24y las 4 restantes presentaban resistencia frente
a9 antimicrobianos (2 de ellas en € patrén 25, y
las 3 Ultimas en |los patrones 26 y 27).

Cuando serealiz6 la pruebade meticillin-
-resistencia a las cepas productoras de beta
lactamasa, se encontré que 3 cepas presentaban
esta caracteristica y pertenecian a los patrones
24,25y 27.

DISCUSION

El hallazgo de cepas de S. aureus resistentes
0 con resistencia reducida a la vancomicina
(glicopéptido de alto peso molecular queinhibela
sintesis de la pared celular de las bacterias
grampositivaseimpidelasintesisde peptidoglicano
de la pared bacteriana®®), es una gran dificultad
para el tratamiento y control de infecciones
producidas por estas cepas. Su deteccion
congtituye no solo unriesgo grave parael paciente,
sino ademas una amenaza muy seriaparalasalud
publica.’® La ausencia de cepas con estas
caracteristicas en el grupo estudiado en este
trabajo, si bien es un buen prondstico, no quiere
decir que se descuide en un futuro la realizacion
de métodos para determinar su posible presencia.

Sedebe destacar quelaresistenciaencontrada
frente aantimicrobianoscomo latetraciclinaresultd
elevada, al igual que parala eritromicina, o que
pudieradeberse aque estas drogas antimicrobianas
se emplean ampliamente en el tratamiento de
diversas infecciones humanas, incluidas las
ocasionadas por S aureus.

De los resultados mostrados en la tabla 3, es
evidente que 8 cepas (para 16 % del total decultivos
estudiados) presentaron una multirresistencia
importante frente a5 antimicrobianos o més. Esto
constituye unacomplicacién desde el punto devista
del manegjo terapéutico adecuado paratratar alos
pacientes af ectados de infecciones por estas cepas,
asi como para controlar su diseminacion y evitar
los brotes de infecciones nosocomiales. Ya otros
autoresen diferentespaiseshan llamado laatencién
sobre este aspecto al encontrar resultados
similares.'” Indiscutiblemente, el éxito de la
erradicacion de estas cepas esta relacionado con
lapoliticaracional del uso delosantibidticosy el
control interdisciplinario delos casos detectados. '
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El bajo nimero de cepas coincidentes en un
mismo patron de drogorresistencia(los patrones 3
y 10 tienen & maximo de cepas: 3 en cada uno)
indica que carecen de un origen comun (al menos
recientemente), pues no responden igual frente a
los antimicrobianos. Incluso la coincidenciaentre
2 cepas en el patrén 25 correspondiente a
resistenciafrente a9 antimicrobianos, estas
2 cepas, cuyos origenes de aislamiento son
misceldneasy didlisisrespectivamente, no pueden
ser asociadas, pues aunque ambas producen beta
lactamasa, unano esmeticillin resistentey laotra
siloes.

Como losresultadosde ladeterminacion dela
enzima beta lactamasa coincidieron en 100 % de
las cepas, por ambos métodos, es evidente que €
método acidimétrico puede ser unaopcion facil y
barata para esta eval uacion.

Se han publicado diferentes métodos para
la clasificacion en patrones de cepas de
Saphylococcus aureus.™ Pero indiscutiblemente,
la definicion de patrones de drogorresistencia es
un método simple que puede utilizarse como
preliminar en los pesquisajes epidemiol 4gicos,
porgue aporta una mayor informacién que el
habitual "mapaepidemiol6gico” deresistenciaalos
antimicrobianos que se empleaen los hospitalesy
resultade gran utilidad paraladeteccion temprana
de posibles brotes de infecciones nosocomiales.
Aungue seria conveniente realizar un estudio con
un nimero mayor de cepasy realizar evaluaciones
similares a las efectuadas en este trabgjo en otras
unidades hospitalarias.

SUMMARY

Fifty circulating strains of Staphylococcus aureus of clinical
origin were characterized by their drug susceptibility to 15
antimicrobials through the method of radia diffusion in Mueller
Hinton medium. Also, beta-lactam production was determined
by acidimetric and chromogenic methods as well as the presence
of methicillin-resistant strains. It was confirmed that 32 % of
strain was susceptible to tested antimicrobials, the most effective
of which were imipenem, norfloxacyn, and amikacyn for 98, 96
and 92 % susceptibility respectively. Twenty-seven different
drug resistance patters were found in the studied strains. 22 % of
the total strains was beta-lactam producers whereas 27 % of the
latter turned out to be methicilline-resistant.

Subject headings: STAPHYLOCOCCUS AUREUS//drug
effects; DRUG RESISTANCE; MICROBIAL.
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