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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion es determinar la resistencia antimicrobiana del
Staphylococcus aureus en dos hospitales de Tegucigalpa. Para lograrlo se siguio
una metodologia de estudio descriptivo, transversal. Se recolectaron todas las
muestras de Staphylococcus aureus aisladas de pacientes, de los laboratorios de
dos hospitales, durante un periodo de 5 meses, en cada institucion; las que se
trasladaron al Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela de Microbiologia de la
UNAH; para el estudio de sensibilidad antibiética y la identificacién de los SARM,
mediante el método de Kirby-Bauery segun normas establecidas por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI); para los que se usaron diferentes
antibiéticos.

También se realizd la determinacidn de la concentracién inhibitoria minima (CIM) a
OX usando E-testy la determinacion de la produccion de PBP2a, por el método de
aglutinacion en latex. Los datos fueron analizados con estadistica descriptiva con el
paquete estadistico EPIANFO, version 3.5.1. para Windows.

Se obtuvieron 90 aislamientos de S. aureus del laboratorio del Hospital Escuela y
106 de S. aureus en el laboratorio del IHSS. La mayoria de las bacterias aisladas
provenian de exudados, los cuales presentaron resistencia a diferentes antibioticos
y ninguna bacteria aislada presento resistencia a Vancomicina. La resistencia a
Oxacilina o0 SARM fue de un 14.3 % (IC95 % = 9.7 a 20). Se confirmd la resistencia
antimicrobiana de S. aureus a Oxacilina o0 SARM por el método de Kirby-Bauer, E-
test, PBP2.
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En conclusién, la prevalencia de SARM no es tan alta, basada en los parametros
paralos paises en vias de desarrollo y no se encontro resistencia a Vancomicina.

Palabras clave: S. aureus, resistencia antibiotica.
ABSTRACT

Objective: To determine antibiotic resistance of S. aureus strains isolated in two
hospitals from Tegucigalpa, Honduras. Materials and methods A cross sectional
study was conducted in Hospital Escuela and Instituto Hondurefio de Seguridad
Social. Isolates of S. aureus were collected from laboratories at two hospitals within a
period of five months. Samples were transported to Bacteriology Laboratory of
Microbiology School, and analyzed for antibiotic susceptibility profiles using Kirby
Bauer test according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
Methicillin resistant S. aureus (MRSA) were further tested for Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) using E-est, and PBP2a production by passive latex
agglutination test.

Datawere analyzed using EPIHNFO 3.5.1 statistical software for Windows.

Results: 90 S.aureus isolates were obtained from Hospital Escuela and 106 from
IHSS laboratories. Most strains were isolated from exudates, showing different
antibiotic resistant profiles. None of the isolates exhibit resistance to vancomicina.
Oxacillin resistance (MRSA strains) was 14.3 % (Ci95 %=9.7 20), and was
confirmed by Kirby Bauer, E_testand PBP2 tests.

Conclusions: compared to other countries data, we found a very low MRSA
prevalence and absence of vancomicin resistance in our study.

Keywords: S. aureus, antibiotic resistance, MRSA.
INTRODUCCION

Staphylococcus aureus (S. aureus) es el agente etiologico en diversas patologias,
incluyendo infecciones de piel y tejidos blandos, bacteriemia, endocarditis, infeccion
del sistema nervioso central y del tracto genitourinario. Por su ubicuidad, en funcion
de los procedimientos médicos y uso de antimicrobianos, se confiere especial
énfasis al aislamiento y estudio epidemiolégico del S. aureus, considerando su rol
primordial en las infecciones nosocomiales.
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Las enfermedades producidas por bacterias de S. aureus son un serio problema de
salud publica desde la perspectiva de la deteccion y el manejo terapéutico, tanto en
el ambiente hospitalario como en el comunitario. Estos microorganismos muestran
amplios patrones de resistencia, incluyendo agentes antibacterianos de diversos
grupos, lo cual ha estimulado la busqueda de tratamientos alternativos,
constituyéndose asi una extensalinea de investigacion en los Ultimos afios.

Por lo general, la mayoria de las cepas de S. aureus resistentes a la penicilina
presentan resistencia a otros antimicrobianos como meticilina, eritromicina,
tetraciclina, estreptomicina y clindamicina, entre otros. De manera que este tipo de
S. aureus se ha convertido en un reto para los médicos y en general para el personal
de salud, lo que constituye una inminente amenaza para la poblacion, ya que su
peligro va en aumento.

La aparicién de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
(SARM), fue descrita inicialmente en 1960, poco tiempo después de la introduccion
de este antibiotico en la practica clinica. En esa época se utilizaba meticilina para
evaluar y tratar infecciones por S. aureus, pero ahora, la meticilina ya no es un
agente de eleccion en el manejo clinico, ni para evaluar la susceptibilidad de S.
aureus. En su lugar, se utiliza la oxacilina (mas estable), por lo que el término
correcto seria S. aureus resistente a oxacilina (SAOR); sin embargo, debido a su rol
histérico, el acronimo SARM es aun usado por la mayoria para describir estos
aislamientos.

Dicha resistencia es conferida por una proteina de unién a penicilina (PBP)
adicional, conocida como PBP2a o PBP2', la cual no esta presente en las cepas
susceptibles a meticilina. La PBP2a es codificada por el gen Meca, el cual forma
parte de un complejo mévil (mec) que reside dentro de una isla gendémica, un
elemento genético denominado cassette cromosomico estafilococico (SCC) en S.
aureus.

La deteccion de resistencia a meticilina es complicada debido a la heterogeneidad
de su expresion fenotipica, es decir, a pesar de que todas las células de una
poblacién posean el gen, solo 1en 10 la manifiestan, dificultando su deteccionen el
laboratorio, lo que ha conducido al desarrollo de varias técnicas para incrementar la
expresion in vitro de dicha resistencia y reducir el tiempo de diagndstico, mediante
labusqueda de metodologias sensibles y especificas.

Las pruebas recomendadas por el Instituto para la Estandarizacion de Laboratorios
Clinicos (CLSI, segun sus siglas en inglés) incluyen el método del disco de oxacilina
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(OX, 1 ug) en agar Mueller Hinton (MH) incubado a 35°C y la prueba de descarte en
agar oxacilina (MH conteniendo 6 ug/mL de OX 'y 4% de NaCl). Por lo tanto, el
diagndstico e identificacion de este microorganismo reviste gran importancia para
orientar una adecuada antibioticoterapia, dado lo complejo que resulta su manejo.

En Honduras, se han reportado algunas evidencias del problema de resistencia de
S. aureus y las implicaciones clinicas que conlleva para los pacientes; asimismo,
algunos hospitales de referencia llevan registro del numero de aislamientos de S.
aureusy su patrén de resistencia, sin embargo, la informacion es limitada.

En vista de lo anterior, el presente estudio tiene como objetivo determinar la
resistencia antimicrobiana de S. aureus en dos hospitales de Tegucigalpa. Con este
se pretende contribuir a revelar informacidn basada en evidencia sobre el problema
del S. aureus resistente a antibiéticos. Los datos obtenidos seran de gran utilidad a
nivel hospitalario y comunitario, en especial para los tomadores de decisiones y los
que definen las medidas epidemiolégicas necesarias para una intervencion
adecuada para el beneficio en general de la poblacién y de los pacientes
hospitalizados en particular.

METODOLOGIA

El estudio se realiz6 en el Hospital Escuela y en el Instituto Hondurefio de Seguridad
Social (IHSS) de la ciudad de Tegucigalpa. Se disefi6 un estudio tipo descriptivo, que
consistié en recolectar todas las muestras de Staphylococcus aureus aisladas de
pacientes durante un periodo de 5 meses: julio-noviembre de 2011 en el Hospital
Escuelay5mesesenel IHSS, de febreroajunio de 2012.

La unidad recolectora de las bacterias de Staphylococcus aureus fueron los
laboratorios de ambas instituciones hospitalarias. Posteriormente, las bacterias
aisladas se trasladaron al Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela de
Microbiologia de la UNAH para su anélisis.

La identificacion bacteriana se realizé de acuerdo con los métodos convencionales
descritos previamente. Las bacterias obtenidas en el Hospital Escuela y en el IHSS
fueron nuevamente aisladas en un medio de gelosa sangre con base de casman
para determinarla pureza. Se realizé prueba de catalasa y coagulasa para confirmar
laespeciede S. aureus.

Estudio de sensibilidad antibiética. La identificacion de los SARM se realizd
mediante el método estandarizado de difusiéon con discos (conocido como Kirby-
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Bauer), utilizando agar MuellerHinton sin suplementar con NaCl y con un disco de
cefoxitina 30 pg, segun las normas establecidas por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).

Se prepard un indculo estandarizado comparable con el tubo 0.5 de MacFarland,
por resuspension directa de colonias a partir de un cultivo puro de 24 horas en
gelosa sangre (GS). Con ayuda de un hisopo estéril, se inoculé la superficie de una
placa de agar Mieller Hinton (MH) y se procedio a probar los discos de antibidtico.
Las placas inoculadas se incubaron a 35-37°C exactamente por 24 horas en
atmdsfera aerdbica. Para la lectura se consideraron los halos de inhibicién
recomendados por la casa fabricante de los discos de antibiéticos.

Los antibioticos usados fueron: penicilina 10 pg, eritromicina 15 pg, gentamicina 10
Mg, norfloxacina 10 pg, tetraciclina 30 ug, cloranfenicol 30 g, sulfametoxazol-
trimetoprim 25 g, vancomicina 30 pg. amoxicilina més &cido clavulanico, cefoxitin
y oxacilina (OX).

Para el control de la calidad del proceso se utilizd la cepa de referencia
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Determinacion de la concentracién inhibitoria minima (CIM) a OX. A todas las
bacterias aisladas de S. aureus resistentes por el método de difusion del disco Unico
de alta potencia, se les determing la CIM a OX mediante el método de E-test’ (AB
Biodisk, Solna, Suecia). Se definié la CIM como la minima concentracién del
antibiotico capaz de inhibir el crecimiento bacteriano y se interpretd de acuerdo alos
criterios del CLSI, reportandose como resistentes las cepas con una CIM mayor de
4 ug/mLy como sensibles aquellas cuya CIM era menorde 2 ug/ml.

Determinacion de la produccion de PBP2a: la deteccidn de PBP2a como producto
del gen Meca se realizé utilizando el PBP2a Test Kit (Oxoid®), de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Este método se basa en la aglutinacion de particulas de
latex sensibilizadas con anticuerpos monoclonales contra la proteina PBP2a.
Aspectos éticos: se obtuvo la aprobacion de los comités de ética de la Unidad de
Investigacion Cientifica de la Facultad de Ciencias Médicas y del Instituto
Hondurefio de Seguridad Social.

Analisis estadistico: los datos fueron capturados en el programa computacional

Excel y Epinfo para Windows, version 3.4.3. También se aplico estadistica
descriptiva, distribucion de frecuencias, porcentajes e intervalos de confianza.

—34]



Staphylococcus aureus y resistencia antimicrobiana ...

RESULTADOS

Se obtuvieron 90 aislamientos de S. aureus del laboratorio del Hospital Escuela y
106 de S. aureus en el laboratorio del IHSS, con un total de 196 cepas estudiadas.
El81 % de las cepas procedian de exudados y 13.2 % de hemocultivo. En un menor
porcentaje de urocultivo (2.3 %), liquido pleural (0.5 %), secrecion vaginal (0.5 %) y
liquido sinovial (0.5 %).

Tomando en cuenta el total de cepas aisladas de S. aureus en ambos hospitales, se
obtuvo el mas alto porcentaje de resistencia a penicilina en un 93.9 %. Para
tetraciclina y eritromicina el porcentaje fue mucho menor, con un 31.3 %y 31.5 %,
respectivamente. El porcentaje de resistencia para amoxicilina mas acido
clavulanico fue Unicamente de un 18.7 % y cefoxitin casi igual con un 14.3 %. Para
norfloxacina el porcentaje fue de unicamente 8.2 % y se obtuvieron porcentajes
significativamente mas bajos de 3.1, 0.5y 1 % para gentamicina, trimetropin sulfa y
cloranfenicol, respectivamente. No se detecto resistencia para vancomicina (ver
figura 1), en cuanto alaresistencia a oxacilina fue de un 14.3 % (IC95 % =9.7a20) 0
llamado de mejor manera S. aureus meticilina resistente (SARM).

Tomado los resultados de forma separada, las cepas aisladas de S. aureus
procedentes del Hospital Escuela presentaron una resistencia menor a cefoxitin (8.2
%), oxacilina (8.2 %), amoxicilina mas acido clavulanico (11.1 %) y norfloxacina (6.1
%); en comparacion con los porcentaje obtenidos en el IHSS, donde fueron
significativamente mayores, en donde la resistencia fue mayor para penicilina (97
%)y gentamicina (7.2 %) (verfigura 1).

Para cinco de los antibioticos en estudio, los resultados obtenidos muestran similitud
en los niveles de resistencia entre las cepas aisladas entre el IHSS y el Hospital
Escuela. Estos fueron tetraciclina (31.1 % y 32 %), eritromicina (33 % y 33.7 %),
cloranfenicol (0 % y 1 %), trimetroprim sulfa (0 % y 2 %) y vancomicina; este Ultimo
fue el Unico antibidtico para el cual no se obtuvo ninguna cepa resistente.

Se logrd confirmar la resistencia antimicrobiana de S. aureus a oxacilina o SARM a
través de la comparacion con otros métodos como el E-est y deteccion de la
PBP2a.

En el presente estudio se encontrd que todas las bacterias aisladas que eran SARM,
también eran resistentes a penicilina y a cefoxitin; en menor porcentaje, 81.5 %
compartian resistencia con eritromicina, mas de la mitad con norfloxacina, una
tercera parte con tetraciclinay en un menor porcentaje cloranfenicol y gentamicina; y
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solo un aislamiento bacteriano compartia resistencia con trimetropin sulfa y en la
misma cantidad con amoxicilina mas acido clavulanico. Por supuesto, todas eran
sensibles a vancomicina (vertabla 1).

Grafico 1. Porcentaje de resistencia antibidtica en cepas de S. aureus aisladas de
pacientes hospitalizados en el IHSS y Hospital Escuela, 2011-2012.
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Tabla 1. Resistencia de cepas aisladas SARM a otros antibidticos de pacientes
hospitalizados Hospital Escuela e IHSS, 2011-2012 (n=27)

Antibiético “ %

Vancomicina 0 0

Amoxicilina mas acido clavulanico 1 3.7
Trimetropin sulfa 1 3.7
Gentamicina 2 74
Cloranfenicol 2 7.4
Tetraciclina 9 33.3
Norfloxacina 16 59.3
Eritromicina 22 81.5
Penicilina 27 100
Cefoxitin 27 100
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DISCUSION

El tratamiento de las infecciones causadas por patdgenos Gram positivos
resistentes a los medicamentos sigue planteando un reto como resultado de la
disminucién en el desarrollo de nuevos agentes antibacterianos debido a
situaciones econémicas y sociales.

El Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) ha aumentado su
prevalencia en el tiempo, por ejemplo, las atenciones por enfermedades causadas
por SARM en las unidades de cuidados intensivos en los Estados Unidos
aumentaron desde un 2 % en 1974, hasta un 64 % en 2005.

En este estudio se encontr6 que aproximadamente una de cada diez cepas aisladas
de S. aureus eran meticilina resistente (SARM), lo cual es un porcentaje
inesperadamente bajo, si consideramos que en otros paises se han encontrado
niveles de resistencia notablemente altos, hasta del 90 % de SARM, como en el caso
de un hospital en México, cuyo porcentaje es muy superior a lo encontrado en
nuestro estudio.

En Estados Unidos, entre 2003 y 2004, infecciones comunitarias asociadas a SARM
representaron entre el 59,0 % y 63,8 % de las cepas aisladas en pacientes con
infecciones de la piel que se presentaron en la emergencia. Al respecto, en cuanto a
la mortalidad de dicha bacteria, encontraron en el 2005 que aproximadamente el
20,2 % de los casos con infecciones invasivas por SARM finalizaron en muertes.

Histéricamente, las SARM son resistentes a otros antibidticos como son B-
lactamicos, incluyendo cefalosporinas, en parte debido a causa de un problema
estructural de cambio en la proteina de union a penicilina, que resulta en una
disminucion en la afinidad por estos antibioticos. Esta consideracion fue confirmada
en este estudio.

Asi, SARM es un S. aureus que puede presentar resistencia a todos los
betalactamicos (incluyendo cefalosporinas y carbapenemes) y habitualmente a
aminoglicosidos, eritromicina, clindamicina, tetraciclinas, sulfamidas, quinolonas y
rifampicina; mientras que suele ser sensible a los glicopeptidos.

En nuestro pais, segun el ultimo estudio nacional de prevalencia de la resistencia de
S. aureus (1996), el 72 % de las cepas de SARM eran resistentes a la gentamicina, el
83 % a la eritromicina y clindamicina, el 96 % a ciprofloxacino y el 35 % a rifampicina.
En cambio, solo el 4 % era resistente al cloranfenicol y el 7 % a cotrimazol, mientras
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que todos eran sensibles a la vancomicina y teicoplanina.

De acuerdo al presente estudio, solamente son comparables los resultados de
resistencia a eritromicina, con un porcentaje bastante similar del 81%. En cambio, la
resistencia a gentamicina se encontré remarcablemente menor, exhibiendo una
disminucion del 72 % a solo 7.4 %; pero, el cloranfenicol muestra un ligero aumento
deda7%.

En el Hospital Escuela, Palmay Tabora (2006) encontraron que las cepas aisladas
de S. aureus eran en su mayoria de exudados en pacientes hospitalizados y no
demostraron resistencia a la vancomicina. Los aislados demostraron resistencia
baja (14 %) a ceftriaxone y moderada (2027 %) a oxacilina, eritromicina y
trimetoprim sulfa; la resistencia a la penicilina fue del 94 %. En nuestra investigacion
los resultado son similares, excepto porque la resistencia a la oxacilina 0 SARM fue
mayor ala encontrada en dicho estudio.

Padget y colaboradores (2009) en un estudio en el IHSS, encontraron la S. aureus
resistente a meticilina en un 36 %, siendo mayor que la encontrada en nuestro
estudio; de forma que en ninguno de estos estudios previos se encontro resistencia
avancomicina.

Las diferencias encontradas posiblemente se deban a que el nimero de muestras
analizadas fue mayor al de nuestra investigacion, por ejemplo la inclusion de varios
anos, lo cual les da un menor margen de error. Asimismo, probablemente las
variaciones en los resultados encontrados entre estudios previos y el nuestro se
deban a cambios en el uso de antibidticos a nivel intrahospitalario, lo cual favorece
la disminucion de resistencia a la oxacilina y favorece el aumento de resistencia a
los antibioticos de mayor uso. Tal como ocurrié en Europa, en donde un estudio
retrospectivo por septicemia por S. aureus se encontré que el uso de las
fluoroquinolonas y de las cefalosporinas habia hecho que disminuyera la
resistenciaa S. aureus.

CONCLUSION

Por la importancia de la tematica se recomiendan estudios en forma sistematica
para conocer el comportamiento de S. aureus y el uso de antibi6ticos, ya que esto
permite al personal de salud y al Estado mismo hacer eficientes los recursos,
especialmente en la disminucion de la morbi-mortalidad debido a las enfermedades
producidas por dicho microorganismo.
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