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Resumen

Se determiné la resistencia antimicrobiana mediante métodos fenotipicos y genotipicos a 106
cepas de S. aureus aisladas de pacientes atendidos en el Centro de Referencia Bacteriologica del
Servicio Autonomo Hospital Universitario de Maracaibo durante el primer trimestre del 2009. El
cultivo, aislamiento e identificacion se realizo siguiendo la metodologia convencional. Fenotipica-
mente, 103 cepas (97,17%) resultaron resistentes a penicilina G; 54 (50,94%) a meticilina; 43,39%
a eritromicina (46) y 34,91% (37) a gentamicina. Ademas, 13 (12,26%) se mostraron intermedias a
eritromicina. Genotipicamente, 90 cepas (84,91%) portaban el gen blaZ mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR); 53 (50%) acarreaban el gen mecA; sélo 10 (9,43%) albergaban el
gen aac(6’)/aph(2”); el gen ermA se detecto en 41 aislados (38,68%) y msrA en 17 (16,04%). Los
resultados discordantes fueron: (1) Una cepa mecA-negativa; pero resistente a meticilina, la cual
resulto blaZ-positiva e hiperproductora de -lactamasas; (2) Una cepa resistente a eritromicina y
negativa para los genes ermA, B, Cy msry; (3) veintiséis cepas gentamicina-resistentes; pero ne-
gativas para aac(6’)/aph(2”). Los fenotipos y genotipos de resistencia antimicrobiana estan rela-
cionados; sin embargo, existe una marcada variabilidad en los determinantes genéticos de la resis-
tencia lo que repercute, indudablemente en su expresion fenotipica. Para oxacilina y en menor
proporcién para eritromicina, existe una buena concordancia entre los fenotipos y genotipos de re-
sistencia encontrados; observandose la mayor discrepancia en los aminoglicésidos, y penicilina G.
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Abstract

Antimicrobial resistance was determined for 106 S. aureus strain isolates from patients
treated in the Bacteriological Reference Center at the University Hospital Autonomous Service,
Maracaibo, during the first trimester of 2009, using phenotypic and genotypic methods. Culture,
isolation and identification were performed following conventional methodology. Phenotypically,
103 strains (97.17%) were resistant to penicillin G; 54 (50.94%) to methicillin; 43.39% to erythro-
mycin (46) and 34.91% (37) to gentamicin. In addition, 13 (12.26%) were intermediate to erythro-
mycin. Genotypically, 90 strains (84.91%) carried the blaZ gene through the polymerase chain re-
action (PCR); 53 (50%) carried the mecA gene; only 10 (9.43%) harbored the gene aac(6’)/aph(2”);
the gene ermA was detected in 41 isolates (38.68%) and msrA in 17 (16.04%). The discordant re-
sults were: (1) A mecA-negative, but methicillin-resistant strain, which proved blaZ-positive and
hyper-productive of B-lactamases; (2) An erythromycin-resistant strain, negative for ermA, B, C
and msrA genes, and; (3)Twenty-six gentamicin-resistant strains, negative for aac(6’)/aph(2”).
The phenotypes and genotypes of antimicrobial resistance are related; however, there is a marked
variability in the genetic determinants for resistance, which undoubtedly affects phenotypic ex-
pression. For oxacillin and, to a lesser degree erythromycin, there is a good match between the re-
sistance phenotypes and genotypes found, noting the greatest discrepancy in the aminoglycosides

and penicillin G.
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Introduccion

Staphylococcus aureus en su variedad
resistente a meticilina (SAMR) se encuentra
entre los principales patégenos productores
de infecciones nosocomiales (1). La resisten-
cia a meticilina en estafilococos se debe a la
excesiva produccion de PBP2a, una proteina
de union a penicilina (PBP) que posee una
baja afinidad por los antibioticos B-lactami-
cos. Puesto que el gen mecA que codifica para
la PBP2a, presenta un alto nivel de homolo-
gia en las cepas SAMR y en las cepas de esta-
filococos coagulasa negativa resistentes a
meticilina, se ha descrito al gen mecA como
un marcador molecular adecuado en la deter-
minacion de resistencia a meticilina en todos
los estafilococos (2); la cual est4 asociada con
la resistencia a otros antibi6ticos, tales como:
tetraciclinas, quinolonas, trimetoprim/sulfa-
metoxazol, aminoglicosidos y macrolidos (3).

El principal mecanismo de resistencia a
aminoglicosidos es la inactivacion del anti-
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biotico mediada por las enzimas modificado-
ras de aminoglicosidos (EMAs): (acetil
(AAQ), fosforil (APH) y nucleotidil-transfe-
rasas (ANT) codificadas en plasmidos o
transposones. Los aminoglic6sidos modifica-
dos enzimaticamente, ya sea en sus grupos
amino o en los grupos hidroxilo, pierden su
capacidad de unirse al ribosoma bacteriano y
no son capaces de inhibir la sintesis proteica
(4). La enzima bifuncional AAC(6”)/APH(2”)
es la més frecuente en estafilococos, seguida
de APH(3’)-IITa y ANT(4°)-I (5-7).

Por su parte, la resistencia a macrdlidos
puede ser debida a varios mecanismos y, en-
tre ellos los dos mas importantes son: la ex-
pulsion activa (mediada por los genes msrA)
y la metilacion del ribosoma (codificada por
los genes erm) (8, 9). El mecanismo de eflujo
ocasiona resistencia a los macroélidos de 14
atomos (eritromicina, claritromicina y roxi-
tromicina) y 15 atomos (azitromicina), asi
como a las estreptograminas B; pero no a lin-
cosamidas (clindamicina y lincomicina) (fe-
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notipo MSg). La metilaciéon ribosomal confie-
re resistencia cruzada a macroélidos, lincosa-
midas y estreptograminas B (fenotipo MLSg).
En estafilococos, los genes ermA, ermB y
ermC son responsables por este fenotipo de
resistencia cruzada, controlando la metila-
cion del sitio de enlace de adenosina 2058
(A2058) del ARNr 23S (9-11).

SAMR es una de las principales causas de
infecciones nosocomiales, las cuales se estan
volviendo cada vez mas dificiles de combatir
debido a su resistencia emergente a todas las
clases de antibioticos disponibles en la actua-
lidad, por lo que, investigar la propagacion de
los genes de resistencia antimicrobiana en ce-
pas SAMR es importante para el control de su
diseminacion (12). En consecuencia, el prop6-
sito de este estudio fue determinar, por méto-
dos moleculares, los genotipos de resistencia a
penicilina, meticilina, eritromicina y gentami-
cina y su correspondiente expresion fenotipi-
ca en cepas de S. aureus.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas

Se estudiaron 106 cepas de S. aureus
aisladas de diferentes muestras clinicas pro-
venientes de pacientes atendidos en el Servi-
cio Autonomo Hospital Universitario de la
ciudad de Maracaibo (Venezuela), durante el
primer trimestre del afio 2009. Aislamientos
duplicados de un mismo paciente fueron ex-
cluidos del estudio. El cultivo, aislamiento e
identificacion bacteriana se efectud acorde a
la metodologia convencional (13).

Determinacion de los fenotipos
de resistencia antimicrobiana

La resistencia a penicilina, oxacilina,
gentamicina, eritromicina y clindamicina fue
detectada fenotipicamente mediante el mé-
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todo de difusion con disco en agar, siguiendo
las directrices del Instituto para la Estandari-
zacion de Laboratorios Clinicos (CLSI) (14).
A este fin se prepar6 con cada una de las ce-
pas de S. aureus a estudiar, una suspension
bacteriana espectrofotométricamente estan-
darizada con el patron 0,5 de MacFarland
(625nm; D.O 0,8-1,0). Esta fue utilizada para
inocular placas de agar Miieller Hinton (MH,
HiMedia®) sobre las cuales se procedio a co-
locar los discos de antibi6ticos OXOID®:
(PG) penicilina G, (OX) oxacilina, (FOX) ce-
foxitin, (E) eritromicina, (CC) clindamicina y
(GM) gentamicina. Las placas fueron incuba-
das 24 horas a 35°C en aerobiosis. Posterior-
mente, se procedi6 a la lectura, midiendo los
diametros de los halos de inhibicion y se in-
terpretaron de acuerdo a los criterios del
CLSI (14) como: sensibles, intermedios o re-
sistentes. Para la determinacién de los feno-
tipos de resistencia, las cepas intermedias
fueron consideradas como resistentes.

Determinacion de la produccion
de p-lactamasas

A las cepas de S. aureus que resultaron
resistentes a PG por el método del disco, se
les investigd también, la produccion de pB-lac-
tamasas, mediante el método de la cefalospo-
rina cromogénica (nitrocefina), utilizando el
B-lactamase touch-stick® (OXOID), siguien-
do las indicaciones del fabricante. Una reac-
cion positiva se evidencio por la aparicion de
un color rojo en el extremo de la barra im-
pregnada en nitrocefina. Cuando los organis-
mos no producian B-lactamasa, no se observo
cambio de color.

Determinacion de la produccion
de PBP2a

La deteccion de PBP2a como producto
del gen mecA fue realizada utilizando el
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PBP2a Test Kit® (OXOID). Este método se
basa en la aglutinacion de particulas de latex
sensibilizadas con anticuerpos monoclonales
contra la proteina PBP2a. La prueba se consi-
der6 como positiva al observarse aglutina-
cion en 3 minutos con el reactivo latex y no
con el control negativo.

Deteccion genética de los
determinantes de resistencia
mediante la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)
multiple

La extraccion de ADN de colonias de S.
aureus se llevo a cabo utilizando un procedi-
miento de lisis enzimatica. A partir de un cul-
tivo puro de 24 horas, se tomaron minimo 10
colonias, se transfirieron a un tubo con
4o00uL de buffer de lisis (buffer TE) (10mM
Tris-HCI, pH 8,0; imM EDTA, pH 8,0;
25ng/uL de lisostafina, (Promega®) y se in-
cubaron a 37°C por 1 hora. Se agregaron
4ouL de SDS (dodecil-sulfato de sodio) al 1%

y 1ouL de proteinasa K (Promega®) a una
concentracion de 250ng/uL y se incubd a
50°C por 1 hora. Se realizdé una extraccion
con fenol-cloroformo 1:1 (agregando 4o0uL
de la mezcla). Se mezcl6 en vortex. Se centri-
fug6 a 14.000 rpm por 20 minutos. El ADN
contenido en la fase acuosa fue precipitado
con 1ml de etanol absoluto (100%) y se guar-
d6 a —20°C (toda la noche). Se centrifugd a
14.000rpm por 10 minutos. Se procedié a
descartar el sobrenadante y agregar 4oouL
de etanol 70% y se descart6 el sobrenadante
por inversion. Se dejo secar durante 30 mi-
nutos y se resuspendi6 el sedimento en
100uL de buffer TE 10mM (3, 15).

Para la PCR se seleccionaron primers
correspondientes a los genes de resistencia:
blaZ (determinante de resistencia a penicili-
na), mecA (resistencia a oxacilina), aac(6’)/
aph(2”) (resistencia a gentamicina) y ermA,
ermB, ermCy msrA. (resistencia a eritromi-
cina) (Tabla 1). Las mezclas para PCR multi-
ple se prepararon tomando en consideracion

Tabla 1. Genes de resistencia y primers especificos utilizados en este estudio.

Gen Blanco Secuencia del Primer
blaz 5°-ACT TCA ACA CCT GCT GCT TTC-3’
5-TGA CCA CTT TTA TCA GCA ACC-3’
ermA 5-TAT CTT ATC GTT GAG AAG GGA TT-3’
5°-CTA CAC TTG GCT TAG GAT GAA A-3’
ermB 5’-CTA TCT GAT TGT TGA AGA AGG ATT-3’
5-GTT TAC TCT TGG TTT AGG ATG AAA-3’
ermC 5-CTT GTT GAT CAC GAT AAT TTC C-3’
5’-ATC TTT TAG CAA ACC CGT ATT C-3’
mecA 5-AAC AGG TGA ATT ATT AGC ACT TGT AAG-3’
5-ATT GCT GTT AAT ATT TTT TGA GTT GAA-3’
aac(6’)/aph(2”) 5-TTG GGA AGA TGA AGT TTT TAG A-3’
5°-CCT TTA CTC CAA TAATTT GGC T-3’
S. aureus 5-AAT CTT TGT CGGTAC ACG ATATTC TTC ACG-3’

5-CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA-3’

Fuente: Martineau F. 2000. Correlation between the resistance genotype determined by multiplex PCR assays
and the antibiotic susceptibility patterns of Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. Antimicrob.

Agents Chemother. 44(2):231-238.
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el tamano de los amplicones, por lo cual se
utilizaron cuatro combinaciones diferentes,
incluyendo en todas, el gen de control interno
de amplificacion para la identificacion de S.
aureus (Tabla 2).

Se tom6 una alicuota de 3uL. del ADN
previamente extraido de S. aureus, la cual se
transfiri6 directamente a 20uL. de mezcla
para PCR conteniendo: 5o0mM KCIl; 10mM
Tris-HCl (pH 9,0); 0,1% Tritobn X-100;
2,5mM MgCl,; 0,4uM de cada uno de los pri-
mers, 200uM de cada uno de los cuatro
desoxinucleotidos trifosfato y 0,5U de ADN
polimerasa Taq (Promega®). Las mezclas de
PCR fueron sometidas a un ciclo térmico en
un termociclador PTC-200 (MJ Research,
Inc., Watertown, Mass), como se describe a
continuaciéon: 5 minutos a 96°C; 35 ciclos de
20 segundos a 95°C; 30 segundos a 55°Cy 30
segundos a 72°C. Luego, 5 minutos a 72°Cy
conservados indefinidamente a 4°C.

Los productos de la amplificacion (5uL.)
se separaron mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2,5% conteniendo 0,5g de bro-
muro de etidio por ml. en buffer Tris-Bora-
to-EDTA (89mM Tris, 8gmM acido bbérico,
2mM EDTA) a 80V/cm por 90 minutos. Los
geles se visualizaron bajo luz UV (254nm) y
se fotografiaron con una camara digital. El
tamafo de los productos de amplificacion del
PCR se estim6 por comparacion con un mar-
cador de peso molecular de 100bp.

Tabla 2. Ensayo de PCR Multiple.

Castellano Gonzalez et al.

Para el analisis genético de la resisten-
cia, los resultados de la deteccion del gen
mecA fueron utilizados como criterio para la
clasificacion de las cepas como resistentes a
B-lactamicos, independientemente de la de-
teccion o no del gen blaZ.

Analisis estadistico

Para el registro de la informacion y la
determinacion de los porcentajes de suscep-
tibilidad, asi como los perfiles de resistencia
antimicrobiana se utilizo el programa Who-
net™, version 5,4 (World Health Organiza-
tion).

Para el analisis estadistico se determind
la asociacion entre los fenotipos y genotipos
de resistencia mediante el estadistico X2. El
grado de concordancia entre los resultados
obtenidos por ambos métodos (fenotipicos y
genotipicos) para la deteccion de resistencia
antimicrobiana fue determinado a través del
indice kappa de Cohen, que mide la confiabi-
lidad y validez del diagnéstico, utilizando el
programa SPSS ™, version 20. Un valor de o
para k indica no concordancia y un valor de 1
indica concordancia perfecta. Un buen méto-
do diagndstico exhibe buena concordancia;
los criterios para la interpretacion de la fuer-
za de concordancia del indice kappa van de
acuerdo con el valor de k: < 0,20 pobre; 0,21-
0,40 débil; 0,41-0,60 moderada; 0,61-0,80
buena; 0,81-1,00 muy buena.

N° Miuiltiple PCR: Pares combinados de Primers (tamano de los amplicones)
1 S. aureus (108bp) + mecA (174 bp) + ermB (142 bp)
2 S. aureus (108bp) + aac(6’)/aph(2”)(174 bp) + ermA (139 bp)
3 S. aureus (108bp) + msrA (163 bp) + ermC (190 bp)
4 S. aureus (108bp) + blaZ (173 bp)

Fuente: Martineau F. 2000. Correlation between the resistance genotype determined by multiplex PCR assays
and the antibiotic susceptibility patterns of Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. Antimicrob.

Agents Chemother. 44(2):231-238.
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Resultados

Fenotipicamente, por el método del dis-
co, se encontraron 103 cepas (97,17%) resis-
tentes a penicilina; 54 resistentes a oxacili-
na/cefoxitin (50,94%); 46 resistentes a eri-
tromicina (43,39%) v 37 (34,91%) a gentami-
cina (Tabla 3).

Treinta y ocho cepas de S. aureus
(35,85%) aparecieron fenotipicamente resis-
tentes tanto a eritromicina como a clindami-
cina; 21 mostraron resistencia inicamente a
eritromicina (19,81%); 47 (44,34%) resulta-
ron sensibles a los dos antibidticos y ninguna
expreso el fenotipo de resistencia a clindami-
cina y susceptibilidad a eritromicina. Ningu-
na de las cepas resultdé D-test positiva; en
consecuencia, todas las cepas resistentes a
eritromicina y clindamicina, expresaron el
fenotipo de resistencia MLSg constitutivo.
Las cepas resistentes a eritromicina pero sen-
sibles a clindamicina, correspondieron al fe-
notipo de eflujo (MSg); mientras que en las
restantes 47 cepas, no se detect6 ningan de-
terminante de la resistencia a este grupo de
antibio6ticos.

Genéticamente, la presencia de blaz se
observo en 90 cepas (84,91%) (Figura 1);
mecA en 53 (50%) (Figura 2); ermA en 41
(38,68%) (Figura 3); msrA en 17 (16,08%)
(Figura 4) y aac6’/aph2” en 11 (10,37%) (Fi-
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gura 3). Ninguna cepa result6 positiva para
ermB 6 ermC.

Los perfiles genéticos de resistencia ob-
tenidos mediante la PCR se describen en la
Tabla 4; no encontrandose ninguno de los de-
terminantes de resistencia estudiados en 3
cepas (2,84%); 40 (37,74%) portaban soélo
uno de los genes investigados; 27 (25,47%)
albergaban dos de estos genes; 26 (24,53%)
acarreaban tres de los determinantes ensaya-
dos y 10 (9,43%) poseian los cuatro determi-
nantes de resistencia probados.

La concordancia entre los fenotipos de
resistencia a PG y la presencia del determi-
nante genético de resistencia, blaZ aparece
en la Tabla 5. Del total de cepas estudiadas,
103 (97,17%) resultaron fenotipicamente re-
sistentes a este antibidtico y 90 (84,91%) por-
taban el gen blaZ por PCR.

La concordancia entre la resistencia a
oxacilina y la presencia del gen mecA se resu-
me en la Tabla 5. Hubo 54 de 106 (50,94%)
cepas de S. aureus, que eran resistentes a
oxacilina por los métodos fenotipicos; sin
embargo, sélo 53 (50%) portaban el gen
mecA, segin los resultados de 1a PCR y resul-
taron productores de PBP2a.

La Tabla 5 muestra la concordancia en-
tre la resistencia a eritromicina y la presencia
de los genes ermA, ermB, ermC 'y msrA. De
las 47 cepas susceptibles (44,34%), ninguna

Tabla 3. Fenotipos de Resistencia Antimicrobiana en cepas de S. aureus aisladas en el CRB-
SAHUM. Maracaibo-Enero-Marzo 2009 (n=106).

Antibiotico Fenotipos
Resistentes Intermedios Sensibles
No. % No. % No. %
Penicilina G 103 97,17 - - 3 2,83
Oxacilina 54 50,94 - - 52 49,06
Eritromicina 46 43,39 13 12,26 47 44,34
Gentamicina 37 34,91 - - 69 65,09
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1000pb
800ph

blaZ 173pk

Sau 103pb

Los carriles 1; 2; 3; 4; 6 y 7 muestran 2 bandas, una superior que corresponde a la amplificacion del gen blaZ (173pb) y una banda inferior
que se refiere al control interno (S. aureus). El carril 5 no amplifico el gen blaZ (negativo), por lo que presenta una sola banda. El carril 8
corresponde al MPM (marcador de peso molecular).

Figura 1. Resultado de la PCR para el gen blaZ en cepas de S. aureus aisladas en el CRB-

SAHUM. Maracaibo-Enero-Marzo 2009 (n=106).

300ph

700pb
&00pb

500pb

400pb

300pb

200pb
mecA 174pb

Sau 108pb
100pb

Los carriles 1 al 6 muestran 2 bandas: una inferior que se refiere al control interno para la identificacion de S. aureus (108 pb), y una
superior que corresponde a la amplificacion del gen mecA (responsable de la resistencia a meticilina) (174 pb). El carril 7 corresponde al
marcador de peso molecular (MPM).

Figura 2. Resultado de la PCR para el gen mecA en cepas de S. aureus aisladas en el CRB-

SAHUM Maracaibo-Enero-Marzo 2009 (n=106).
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MPM
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400pb

300pb
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AAC174pb

ermA 139pb -

Sou 108pbk 100pb

Se indica la amplificacion del gen ermA (responsable de la resistencia a eritromicina) (139 pb) en los carriles 2, 3, 4 y 5y la amplificacién
del gen aac(6')/aph(2”) (uno de los responsables de la resistencia a los aminoglicdsidos) (174 pb) en los carriles 2 y 4. La banda inferior
corresponde al control interno (S. aureus). El carril 8 corresponde al MPM (marcador de peso molecular).

Figura 3. Resultado de la PCR para los genes ermA y aac(6’)/aph(2”) en cepas de S. aureus ais-
ladas en el CRB-SAHUM. Maracaibo-Enero-Marzo 2009 (n=106).

MPM

- 1000pb
200ph
800pb

700pb
&600phb

500pb
400pb

300pb

200pb
mezrA 163pb —

Sow 108pb 100phb

Los carriles 3, 4 y 5, muestran 2 bandas: una inferior (108 pb) que se refiere al control interno para la identificacion de S. aureus, y una

superior (163 pb) que corresponde a la amplificacion del gen msrA (uno de los genes responsables de la resistencia a eritromicina). Los

carriles 1, 2, 6 y 7, amplificaron una sola banda, correspondiente al control interno de S. aureus. El carril 8 contiene el marcador de peso

molecular (MPM).

Figura 4. Resultado de la PCR para el gen msrA en cepas de S. aureus aisladas en el CRB-
SAHUM Maracaibo-Enero-Marzo 2009 (n=106).
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Tabla 4. Genotipos de Resistencia obtenidos mediante PCR en cepas de S. aureus aisladas en el
CRB-SAHUM. Maracaibo-Enero-Marzo 2009 (n=106).

Genotipo de Resistencia No %
blaz 36 33,97
mecA blaZ ermA 16 15,08
mecA blaZ ermA aac(6’)/aph(2”), 10 9,43
mecA blaZ msrA 8,49
blaZ ermA 7 6,60
mecA ermA 7 6,60
blaZ msrA 6 5,66
blaZ mecA 5 4,73
mecA 4 3,77
Ninguno 3 2,84
mecA msrA 2 1,89
blaZ ermA aac (6’)/aph(2”) 1 0,94
Total 106 100,00

Tabla 5. Determinacion de la Concordancia entre los Genotipos y Fenotipos de Resistencia Anti-
microbiana en cepas de S. aureus aisladas en el CRB-SAHUM. Maracaibo. Enero-Marzo

2009 (n=106).

Fenotipo Genotipo Gen Anti- Indice kapppa
Positivo %  Negativo % Total % Investigado  bidtico de Cohen

Resistente 90 84,90 13 12,26 103 97,16

) blaz PG 0,282
Sensible 0 - 3 2,84 3 2,84
Resistente 53 50 1 0,94 54 50,94

) mecA (0):¢ 0,981
Sensible 0 - 52 49,06 52 49,06
Resistente 47 44,34 0 - 47 44,34 ermA .

0,795

Sensible 11 10,38 48 45,28 59 55,66 msTA
Resistente 70 66,04 0 - 70 66,04

, aac(6)/aph(2)’  GM 0,337
Sensible 26 24,53 10 9,43 36 33,06

poseia alguno de los cuatro genes asociados
con la resistencia, basada en los ensayos de
PCR maultiple. Por su parte, 59 cepas
(55,67%) aparecieron fenotipicamente resis-
tentes a este macrolido, encontrandose el gen
ermA en 41 aislados (38,68%) y msrA en 17

(16,04%). Ninguna cepa result6 portadora de
los genes ermB y/o ermC, también responsa-
bles de la resistencia a macrélidos. Todos los
aislados poseian un solo mecanismo de resis-
tencia a este grupo de antibi6ticos. En una de
las cepas de S. aureus estudiadas con fenoti-
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po de resistencia a eritromicina no se obtuvo
producto de amplificacién con ninguno de
los genes estudiados.

La concordancia entre la resistencia a
gentamicina y la presencia de aac(6)/
aph(2”) se resume en la Tabla 5. Del total de
cepas de S. aureus estudiadas, 69 (65,09%)
eran susceptibles a gentamicina segun la de-
terminaciéon por el método de difusion con
disco en agar y negativas por PCR para
aac(6’)/aph(2”). De las 37 cepas resistentes
(34,91%), s6lo 10 (27,02%) albergaban el gen
aac(6’)/aph(2”); mientras que 27 de estas ce-
pas (72,97%) no mostraron el determinante
genético de resistencia en estudio.

Al determinar la asociacion entre las dos
variables (fenotipo y genotipo de resisten-
cia), se encontr6 que estaban relacionadas
(p<0,05). Al calcular el indice kappa, se en-
contr6 una muy buena concordancia entre el
analisis genotipico y fenotipico para oxacili-
nay mecA (kappa=0,981); buena para eritro-
micina y ermA/msrA (kappa=0,795) y; baja
para gentamicina y aac6’/aph2” (kappa=
0,337) y para penicilina y blaz (kappa=
0,282) (Tabla 5).

Discusion

Uno de los criterios mas importantes a
considerar en el tratamiento de las infeccio-
nes por S. aureus es si el microorganismo es
resistente a los B-lactamicos; y si este es el
caso, si también expresa resistencia a otros
grupos de antibioticos (5).

Esta bien establecido que la identifica-
cién rapida y las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana tienen un impacto positivo
sobre los resultados clinicos de las infeccio-
nes graves (3). La PCR para el gen mecA es
considerada como el método de referencia
para la deteccion de resistencia a meticilina
(oxacilina) en S. aureus; debido a que, con
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frecuencia, ésta se expresa de manera hetero-
génea in vitro (16).

Hasta mediados de la década de 1990, la
mayoria de los aislamientos SAMR exhibid
un fenotipo de multirresistencia. Por lo tan-
to, la demostracién de mecA como marcador
basico fue considerado “clave” para la elec-
cion de los glicopéptidos como una alternati-
va terapéutica (15, 16). Sin embargo, es evi-
dente el cambio en la dindmica de los clones
SAMR en las tltimas décadas y se ha detecta-
do un aumento de la prevalencia de nuevos
brotes por cepas con patrones de resistencia
mas estrechos (16).

Por otra parte, se han notificado brotes
con cepas epidémicas “viejas” que han adqui-
rido resistencia a otros agentes antimicrobia-
nos de utilidad en el tratamiento de las infec-
ciones por SAMR, incluyendo los mas recien-
temente desarrollados (15, 16). Por lo tanto,
la deteccion de genes que confieren resisten-
cia a los antibioticos “viejos” como macroli-
dos, lincosamidas, aminoglicosidos y tetraci-
clinas se ha vuelto clinicamente relevante, ra-
zones por las cuales, las pruebas de diagnos-
tico rapido para SAMR deberian incluir prue-
bas de resistencia a antibioticos estandar, asi
como a los compuestos recientemente intro-
ducidos.

Desde su aparicion en 1941, la resisten-
cia a penicilina es comuan en cepas de S. au-
reus, al punto que mas del 90% de las cepas
expresan esta resistencia (17). Esta afirma-
cidn encuentra sustento en los resultados de
la presente investigacion, donde 97,16% de
las cepas de S. aureus estudiadas se mostra-
ron resistentes a penicilina en el antibiogra-
ma. Sin embargo, al determinar la produc-
cion de p-lactamasas, se encontr6 que
12,62% de las cepas resultaron negativas. El
gen responsable de la produccion de esta en-
zima inactivadora de antibio6ticos se encontrd
en el 87,38% de los casos.
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Resultados similares han sido descritos
con anterioridad, cepas SAMR recientemente
aisladas tienen altos niveles de resistencia a
penicilina y producen p-lactamasas con me-
nos frecuencia que las cepas susceptibles a la
meticilina. Este fenémeno se ha observado
con mayor frecuencia en Japon (18, 19). Al
analizar el gen de B-lactamasas (blaZ) por
PCR, se encontré que el 50% de las cepas
SAMR poseian este gen. Ademas, el estudio
indica que este tipo de cepas tiene una mayor
capacidad de colonizar exitosamente indivi-
duos, incrementando su potencial epidémico,
probablemente a causa del ahorro de la ener-
gia consumida en la produccion de pB-lactama-
sas y la pérdida del plasmido de B-lactamasa
codificando el gen represor mec, lo que resulta
en la producciéon de PBP2a constitutiva. Estos
factores pueden contribuir a la propagacion
de cepas SAMR en un entorno nosocomial.

Las discrepancias observadas entre los
métodos fenotipicos y genotipicos para la de-
teccion de la resistencia a meticilina estan re-
presentadas por una cepa SAMR-mecA nega-
tiva que mostraba un nivel limite de resisten-
cia (resistencia borderline) basada en las
pruebas de difusion con disco en agar y deter-
minacién de la susceptibilidad mediante de-
terminacion de la concentracion inhibitoria
minima a oxacilina (CIM=4mg/mL). Se rea-
lizaron pruebas adicionales para verificar si
correspondia a una hiper-produccion de
B-lactamasas, un mecanismo que puede me-
diar la resistencia a meticilina en S. aureus.
Se obtuvo una reaccién positiva a la nitroce-
fina, la presencia del gen blaZ revelado por
PCRyla positividad de la prueba in vitro con
discos de amoxicilina y amoxicilina/acido
clavulanico, confirmando que esta cepa era
efectivamente, hiper-productora de p-lacta-
masas. Ninguna cepa resulto sensible a oxa-
cilina y positiva para mecA.

Castellano Gonzalez et al.

Contrariamente a lo esperado, en este
estudio, la enzima bifuncional AAC(6°)/
APH(2”) fue la EMA presente en apenas
10,37% de las cepas de S. aureus probadas.
Estudios previos resefian que esta enzima es
la més prevalente en este patogeno, repor-
tando valores que varian de 66 a 68%, segui-
da de la enzima ANT(4)-IA (24%) y APH(3')-
ITTA (8%), respectivamente (4, 6, 7). Estas di-
ferencias en las prevalencias de las EMAs
pueden obedecer a variaciones de acuerdo al
area geografica y a las politicas vigentes de
uso de los antibidticos implicados (5). La dis-
crepancia existente entre el nimero de cepas
con genotipo aac(6’)/aph(2”) 10,37% y el fe-
notipo de resistencia a gentamicina (34,91%)
sugiere la posibilidad de que en esta 4rea geo-
grafica exista una mayor prevalencia de las
restantes EMAs observables en S. aureus, las
cuales no fueron objeto de estudio.

Cambios en la prevalencia de los genes
que codifican EMAs podrian deberse a cam-
bios en las politicas de antibidticos o por la
introduccion y/o consecuente propagacion
inter-hospitalaria de cepas resistentes, espe-
cialmente SAMR. Ademaés, no puede excluir-
se la posibilidad de que estos genes de resis-
tencia se originaran en una fuente del medio
ambiente. De hecho, con frecuencia se han
notificado que especies saprofitas portan fac-
tores determinantes de resistencia, incluyen-
do genes que codifican EMAs y como tales,
tienen la capacidad para funcionar como un
reservorio. Se ha demostrado la transferencia
genética por conjugacion de factores deter-
minantes de resistencia entre S. aureus y es-
tafilococos coagulasa negativa, conducentes
a la rapida difusiéon de estos determinantes
en el entorno de hospital. En cada aislamien-
to que manifiesta fenotipicamente resisten-
cia a cualquiera de los compuestos probados,
se ha detectado un gen conocido para una
EMA que puede ser representativo del
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fenotipo. Esto sugiere que no estan circulando
nuevos genes de resistencia a aminoglicosidos
dentro de la poblacién de estafilococos (5).

En el 55,57% de las cepas de S. aureus
resistentes a eritromicina estudiadas, se de-
tect6 la presencia de algunos de los genes im-
plicados en la resistencia a macroélidos. El gen
mrsA se detectd en todos los aislados con fe-
notipo de bomba de expulsion (MSg). En el
resto de las cepas con fenotipo MLSg (consti-
tutivo), fue el gen ermaA el tinico detectado.

Otros estudios coinciden al sefialar que
el mecanismo de resistencia MLSg constituti-
vo es el mas comun en S. aureus (9); sin em-
bargo, también existen autores que han en-
contrado mayor frecuencia para el fenotipo
inducible(20-22), siendo el gen de resisten-
cia mas frecuentemente detectado en las ce-
pas resistentes a eritromicina, el ermC a dife-
rencia de los resultados aqui presentados en
los cuales, el determinante prevalente es el
ermA presente en 36,68% de los aislamientos
eritromicina resistentes. Todos los aisla-
mientos poseian un solo mecanismo de resis-
tencia (msrA o ermA).

De acuerdo a lo referido en otras investi-
gaciones, ninguno de los aislados SAMR po-
seia el gen ermB o0 ermC. El gen ermB ha sido
detectado en un pequeiio porcentaje de cepas
de estafilococos, principalmente en aislados
de procedencia animal (9, 19). Por su parte, el
gen ermC es mas comun en especies de esta-
filococos coagulasa negativos (9).

En una de las cepas SAMR resistentes a
eritromicina no se obtuvo producto de ampli-
ficacion con ninguno de los genes estudiados,
lo cual permite suponer que podrian poseer
un mecanismo distinto de resistencia a eri-
tromicina, como por ejemplo, una mutaciéon
en el ARN 23S ya descrita en Streptococcus
pneumoniae (8, 9).
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La concordancia entre los métodos fe-
notipicos (difusion con discos) y genotipicos
ayuda a inferir el posible mecanismo molecu-
lar de resistencia a presente en S. aureus, fa-
cilitando de este modo la instauracion del
tratamiento antimicrobiano maéas adecuado,
asi como apreciar las diferencias epidemiolo-
gicas en su distribucion (9). De hecho, altas
tasas de resistencia a los penicilina G, oxacili-
na, aminoglicésidos y/o macrolidos deben
ser consideradas cuando se planifica el trata-
miento de infecciones por este patdégeno en
hospitales donde los estudios moleculares no
estan disponibles.

Los resultados encontrados demues-
tran la relacion entre los fenotipos y genoti-
pos de resistencia antimicrobiana; ya que
cada vez que se detecta un gen de resisten-
cia, ésta se hace presente; sin embargo, exis-
te una marcada variabilidad en los determi-
nantes genéticos de la resistencia lo que re-
percute, indudablemente en su expresion fe-
notipica, razéon por la cual se torna muy difi-
cil detectar la resistencia mediante los méto-
dos fenotipicos convencionales; ya que la re-
sistencia obedece a multiples factores que
las pruebas fenotipicas clasicas no pueden
englobar.

En general, para oxacilina y en menor
proporcidén para eritromicina, existe una
buena concordancia entre los fenotipos y ge-
notipos de resistencia encontrados; obser-
vandose la mayor discrepancia en los amino-
glicosidos, debido a que en la mayoria de las
cepas fenotipicamente resistentes no se pudo
identificar el gen determinante de la resisten-
cia investigado y para penicilina G, debido a
la presencia del gen mecA, que implica resis-
tencia a todos los antibibticos del grupo de
los B-lactdmicos; independientemente de la
presencia de blaZ.
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