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RESUMEN

INTRODUCCION: Las infecciones por el género Staphylococcus son un problema de salud
a nivel mundial. Debido a su gran capacidad de desarrollar mecanismo de resistencia a los
antibioticos de uso comun en la practica clinica. La clindamicina se ha sefala en algunos
estudios como alternativa de tratamiento contra estas bacterias, sin embargo, los
estafilococos, también han desarrollado un mecanismo de resistencia particular contra este
antibiotico. Este mecanismo de resistencia conocido como resistencia inducida a
clindamicina (RIC), puede ser detectado e identificado con el D-Test. Se ha reportado una

gran variabilidad en la frecuencia de RIC en diversas partes del mundo.

OBJETIVO: Determinar la frecuencia de resistencia inducida a clindamicina en
Staphylococcus aureus y estafilococos coagulasa negativo en el Instituto Nacional de Salud

del Nino.

MATERIALES Y METODO: Se planteé un estudio observacional, descriptivo, prospectivo
y de corte transversal. Se realizd la recuperacion de los aislamientos (Staphylococcus) del
Laboratorio de Microbiologia “Dr. William Flores Saenz’ del INSN. Las bacterias
recuperadas fueron evaluadas mediante la prueba de D-Test para identificacion de la

resistencia inducida a la clindamicina.

RESULTADOS: 203 cepas de Staphylococcus fueron estudiadas, 18,7% (38/203) eran S.
aureus 'y 81,3% (165/203) eran estafilococos coagulasa negativo (SCN). La frecuencia de
la resistencia inducida a clindamicina fue de 7,9% (16/203). Pero solo en las cepas de S.
aureus la frecuencia fue 13,2% (5/38), siendo esta el doble de lo encontrado en los SCN,
6,7% (11/165). El fenotipo de resistencia a clindamicina mas frecuente fue el fenotipo R con

44,8%, seguido del fenotipo N con 24,1%, el fenotipo S con 22,7%, fenotipo D+ con 4,4%,
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fenotipo D con 3,5% y por ultimo el fenotipo HD con 0,5%. Se encontré una p valor

significativo, p < 0.047, al comprar la RIC en S. aureus y la procedencia del paciente.

CONCLUSIONES: La frecuencia de RIC es mayor en la especie de S. aureus, en
comparacion con los estudios anteriormente reportada en nuestro pais. El fenotipo R el mas
frecuente, lo que demuestra que existe una alta frecuencia de resistencia constitutiva a
clindamicina en cepas de Staphylococcus del INSN. La frecuencia de RIC en el total de
muestras estudiadas fue baja. Ademas, se concluye que la RIC tiene una asociacion
estadistica significativa en relacion con la procedencia del paciente, siendo mas frecuente

en los pacientes de consulta externa.

PALABRAS CLAVES: Staphylococcus aureus, estafilococos coagulasa negativo, D-test,

pacientes pediatrico, resistencia a meticilina, iMLSs, resistencia inducida a clindamicina.
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. INTRODUCCION

Las infecciones provocadas por el género Staphylococcus son un problema de salud a nivel
mundial que ha aumentado en los ultimos afos. Estas bacterias son causantes de muchas
infecciones de piel y tejidos blandos, pudiendo llegar a un nivel sistémico. Estas infecciones
se convierten en un problema mayor, debido a la gran capacidad de los Staphylococcus de
desarrollar multiples mecanismos de resistencia contra diferentes tipos de antibiéticos (-
lactdmicos y no B-lactamicos), limitando las alternativas de tratamiento y orientando a los

clinicos al uso de los glicopéptidos('2).

La especie de mayor problema, tanto a nivel hospitalario como comunitario, con altas tazas
de morbilidad y mortalidad, es el Staphylococcus aureus (S. aureus), que con frecuencia
presenta resistencia a la meticilina (SARM), incluso se ha considerado a las infecciones
comunitarias como una enfermedad emergente®?®. Los estafilococos coagulasa negativo
(ECN), si bien en un inicio fueron considerados contaminantes de cultivos, ahora son
potencialmente importante como patégeno del sistema nervioso central, bacteriemias,

infecciones del tracto urinario, entre muchas otras*>.

En investigaciones desarrolladas en nuestro pais, se ha reportado el incremento de las
infecciones en nifos por especies del género Staphylococcus y cambios en sus patrones
de resistencia®. En estudios similares, sobre mecanismos de resistencia en poblaciones
de menores de edad, de paises vecinos, como Chile, también existen reportes del
incremento de estas infecciones y resistencias”). Por ello, se ha incrementado el interés de
buscar nuevas alternativas terapéuticas para aminorar este problema®”). Ante esta
problematica, la clindamicina, se esta sefalando, en varios estudios, como una alternativa
tentativa, debido a sus multiples beneficios. Entre estos beneficios se puede senalar: la

buena capacidad de penetracion en los tejidos y acumulacion en los abscesos, la no

UNMSM-Tecnologia Médica
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necesidad de ajuste de dosis renal, buena absorcion oral (importante para tratamiento

ambulatorio), Util en terapias intravenosas y en pacientes alérgicos a la penicilina®.

Sin embargo, con el tiempo, los Staphylococcus también han desarrollado resistencia ante
este antibidtico. El mecanismo de resistencia es conocido como resistencia inducida la
clindamicina (RIC) o resistencia inducida al complejo macrolidos, lincosamidas y
estreptograminas del grupo B (iMLSs), el cual ya ha sido reportado en nuestro pais en la
especie de S. aureus en el afio 2009 por Tamariz Jesus y col., quien encontr6 una baja
prevalencia (4,8%) de RIC en S. aureus en algunos hospitales de nuestro pais®. Asi mismo,
en el ano 2012 Carmona Edgar y col., tuvieron como objetivo determinar la frecuencia y
susceptibilidad antibiética en S. aureus a partir de hisopados nasal de una poblacién urbano

marginal de Lima, en donde encontraron 8 cepas (7,3%) con RIC(10),

UNMSM-Tecnologia Médica .
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Il OBJETIVOS

1. GENERAL

Determinar la frecuencia de resistencia inducida a clindamicina en Staphylococcus aureus

y estafilococos coagulasa negativo en el Instituto Nacional de Salud del Nifo.

2. ESPECIFICOS

En los aislados de S. aureus y estafilococos coagulasa negativo desde octubre del 2015 a

enero del 2016, se pretende desarrollar los siguientes objetivos especificos:

» Determinar los fenotipos de resistencia a la clindamicina.

» Determinar la frecuencia de resistencia inducida a la clindamicina en pacientes

hospitalizados y de consulta externa.

> Determinar la frecuencia de la manifestacion conjunta de resistencia inducida a la

clindamicina y resistencia a la meticilina.

» Asociar la frecuencia de resistencia inducida a la clindamicina segun el tipo de

muestra, la procedencia del paciente y el perfil de susceptibilidad a la meticilina.

UNMSM-Tecnologia Médica .
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l. BASES TEORICAS

1. RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS EN EL GENERO Staphylococcus

El género Staphylococcus, con frecuencia presentan una alta resistencia natural
(intrinseca) a los antibidticos. Ademas, los Staphylococcus tiene la capacidad de adquirir,
rapidamente, resistencia a los antibiéticos que son usados con frecuencia en los
tratamientos. La evolucién de la resistencia en Staphylococcus, ha sido en gran medida
como resultado del amplio uso empirico de antibiéticos en los tratamientos, que ha
conducido a la acumulacion de elementos genéticos transponibles, que contienen genes
que codifican para los distintos mecanismos de resistencia’'). Un ejemplo de esto, es lo
ocurrido con la introduccion de la penicilina para su uso clinico a principios de 1940. Sin
embargo, en pocos arnos se informé la aparicidn de cepas resistentes a la penicilina en S.
aureus, y por el afno 1946 se estimd que el 60% de los aislados de hospitales en el Reino

Unido eran resistentes a la penicilina2).

La introduccion sucesiva de otros antibiéticos como la estreptomicina, tetraciclina,
cloranfenicol y los macrélidos contaron con un resultado similar, es decir, aparicién rapida
de cepas resistentes. Lo interesante de estas cepas, es que generalmente también eran
resistentes a la penicilina, mediante enzimas B-lactamasas (penicilinasas). El resultado de
todo esto fue la aparicién de bacterias con un amplio espectro de resistencia y una notable

capacidad para poder sobrevivir y propagarse en los medios hospitalarios(12).

En los ECN, y en particular en el S. epidermidis, han sido reconocidos como las bacterias
mas resistentes a los antibiéticos mas comunes que se identifican en los hospitales. Entre
las especies mas resistentes se menciona ha: S epidermidis, S. hominisy S. haemolyticus,
que también han resultado ser las especies mas comunes que se encuentran en muestras

clinicas(13).

UNMSM-Tecnologia Médica
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A principios de los afios 1960, la introduccidn de las penicilinas semisintéticas resistentes
a las B-lactamasa, como la meticilina y oxacilina, provocd una disminucion general de la
prevalencia de S. aureus multirresistente. Sin embargo, la introduccién de la meticilina en
la practica clinica, entre 1959 y 1960, resolvid este problema solo por poco tiempo. En 1961
se identificaron las primeras cepas de SARM, sin embargo era rara su aparicion en los
Estados Unidos entre los afnos de 1960 y 1970. Pero, a partir de la década de 1970, el
namero de cepas de SARM comenzd a aumentar y ha seguido haciéndolo hasta la

actualidad(2-14),

Los hospitales fueron los primeros en informar la presencia de S. aureus resistente a
meticilina (SARM) como un agente patdgeno hospitalario (SARM-H). Sin embargo desde la
década de 1990, SARM también se ha transformado en una preocupacion para las
personas que no han sido hospitalizadas. Las cepas que causan tales infecciones se

denominan SARM adquiridas en la comunidad (SARM-C)(15),

La mayoria de hospitales estadounidenses informa que la frecuencia de SARM esté entre
el 5% y 25%, pero los brotes intrahospitalarios siguen incrementandose y se informa de
tasas de incidencia de hasta 50% en otros paises(161"). Las cepas de S. aureus que son
catalogadas como resistentes a la meticilina pueden presentar resistencia cruzada a otros

antibiéticos, como la clindamicina y la eritromicina('®).

Con el tiempo han ido apareciendo nuevos antibidticos como alternativas de tratamiento
como la vancomicina, clindamicina, trimetoprim-sulfametoxazol, linezolid, los macrdélidos, y
usado en combinacidn con otros agentes, como la rifampicina y gentamicina. Sin embargo,
con el mayor uso de estos antibiéticos, los Staphylococcus han ido adquiriendo resistencia

a estas alternativas(19:20).
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El Staphylococcus aureus resistente a meticilina hospitalario (SARM-H) son generalmente
multirresistentes y tienen factores determinantes de resistencia a las fluoroquinolonas,
aminoglucoésidos, macrolidos, cetdlidos, azalidos, clindamicina y tetraciclinas clasicas. Por
ello, se sefalé a los glucopéptidos (vancomicina, teicoplanina) como la alternativa de
tratamiento contra SARM durante muchos afos. Sin embargo, a mediados de la década de
los 90, han surgido cepas con una concentracion inhibitoria minima (CIM) disminuidas para
glucopéptidos. Durante la ultima década, en los Estados Unidos se han detectado seis
aislados resistentes a vancomicina (CIM = 64 mg/L). En cambio, los SARM-C son
resistentes a todos los antibidticos B-lactamicos, pero conservan la sensibilidad a otros

antibacterianos, como aminoglucésidos, fluoroquinolonas, clindamicina y tetraciclinas®’).

En el caso de los ECN aislados en ambientes nosocomiales son casi siempre resistentes a
multiples antibidticos. En un estudio de vigilancia epidemiolégica de gran envergadura
efectuado en América del Norte, el 87,5% de las cepas aisladas presentd resistencia a
oxacilina, penicilina (93,5%), ciprofloxacino (65,6%), eritromicina (73%), clindamicina (52%)
y trimetoprima-sulfametoxazol (48%)?. A pesar de que hasta el momento no han sido
aislados estafilococos coagulasa-positivos con positividad para el gen vanA, se han
observado casos de incremento del CIM frente a los antibidticos glucopéptidos,

especialmente por parte de S. haemolyticus®3.

2. RESISTENCIA A MACROLIDOS, LINCOSAMIDAS Y ESTREPTOGRAMINAS B

(MLS&)

2.1. LOS ANTIBIOTICOS MLSg Y SU ESPECTRO DE ACTIVIDAD

Los macrdlidos se componen de un minimo de 2 aminoacidos o azucares neutros unidos

a un anillo de lactona de tamano variable. Estos antibi6ticos pueden dividirse en macrolidos

UNMSM-Tecnologia Médica .
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de 14 atomos (claritromicina, diritromicina, eritromicina), 15 atomos (azitromicina) y 16

atomos (espiramicina, josamicina)@425),

Las lincosamidas no presentan un anillo de lactona en su estructura. Estos antibidticos
incluyen un aminoacido y un azucar, unidos por una amina. Las lincosamidas tienen dos
representantes: la lincomicina y la clindamicina. Este ultimo, es un derivado quimicamente
modificado de la lincomicina, que permite una mejor farmacocinética (absorcién oral) y

actividad antibacteriana(@®).

Las estreptograminas, al igual que los macrdélidos y las lincosamidas, son producidas por
especies de Streptomyces y son péptidos ciclicos que se conforman por la combinacién de
2 moléculas: Ay B (Il y | en pristinamicina, y My S en la virginiamicina) que actian de

manera sinérgica(?527),

El espectro antibacteriano de estos antibi6ticos esta dirigido contra cocos grampositivos
(principalmente Staphylococcus, Streptococcus y Enterococcus), bacilos grampositivos,
cocos gramnegativos y bacterias intracelulares (Chlamydiay especies de Rickettsia). Estos
farmacos, especialmente clindamicina, también son potentes contra las bacterias

anaeroébicas(@d).

2.2. MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS MLSs

Los MLSs poseen un mecanismo de accion similar contra las bacterias, ya que todos ellos
tienen como objetivo principal inhibir la sintesis de proteinas bacterianas, mediante su unién
a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano, mas especificamente, cerca del centro de la
enzima peptidiltransferasa. (PTC). Este centro se encuentra formado por rARN 23S y

cataliza la formacion de enlaces peptidicos durante la elongacion de la proteina. El rARN
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23S presenta dos dominios importantes, que son puntos clave de unién de lo MLSgs: dominio

Vy 12829,

Las lincosamidas y algunos macrolidos inhiben la reaccion de la PTC, inhibiendo asi la
sintesis de proteinas al unirse al rARN 23S. En cambio, los macrdélidos y las
estreptogramina de tipo B no inhiben la reaccion de la PTC en si. Estos dos ultimos,
bloquean la entrada del tinel en la subunidad ribosémica grande (50S), a través del cual
las cadenas de péptidos que empiezan a formarse salen del ribosoma. El bloqueo de la
salida del tunel por macrdlidos induce la disociaciéon prematura de peptidil-tARN del
ribosoma. Este tipo de acontecimientos se producen justo después de la iniciacién de la
sintesis de proteinas, cuando la cadena de polipéptido naciente es corta. En contraste, los

ribosomas que han formado polisomas son refractarios a la droga(@,

2.3. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS MLSs

La resistencia a los MLSs en Staphylococcus puede ocurrir a través de tres mecanismos
distintos: A) la modificacion del sitio diana de unién del antibiético, B) bomba de flujo de

salida (eflujo) del antibiético y/o C) Inactivacion del antibidtico).

A) Modificacion del sitio diana de union del antibidtico: Los estudios determinaron
primero este mecanismo de resistencia en la eritromicina, el cual era debido a una
modificacion post-transcripcional del rARN 23S por la enzima N-metiltransferasa-
adenina (metilasa) codificada por una familia de genes que llevan el nombre de erm
(eritromicina ribosoma metilacion, ermA, ermB y ermC). La enzima produce una
metilacion de un residuo de adenina, ubicada en una regiéon conservada del dominio V
del rARN 23S presente en la subunidad grande (50S), modificando asi el punto diana

de unién. Como consecuencias de esta alteracion y del mecanismo compartido, de los
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antibiéticos MLSs, se origina una resistencia cruzada, afectando asi a la

clindamicina®9,

La resistencia mediada por metilacién, tiene dos formas de expresion: puede ser
constitutiva o inducible. En la RIC, las bacterias producen un mARN metilasa inactivos,
que no es capaz de codificar la enzima metilasa. EIl mARN metilasa se activa solo en
presencia de un inductor, como los macrdlidos (inductor fuerte) o la clindamicina
(inductor débil). Por el contrario, en la expresion constitutiva (cMLSs) el mMARN metilasa
activo se produce de manera constante en la ausencia de un inductor. La presencia de
un inductor conduce a reordenamientos de mARN, que permiten a los ribosomas

traducir la secuencia que codificacion a la metilasa®).

Los genes mas frecuentes encontrados en especies de estafilococos son los genes
ermA y ermC, y con menor frecuencia el gen ermB, e incluso este ultimo gen se
encuentra ausente dependiendo de la ubicacidén geografica. Los diferentes estudios han
demostrado las diferencias geograficas tanto de la resistencia iMLSs como de los genes
erm®1:32) Por ejemplo en un estudio hecho en Turkia, se encontrd que la resistencia
iIMLSs fue mas prevalente (51%) en S. aureus mediada por el gen ermA (62%),
mientras que otros estudio del mismo pais el gen méas prevalente era el gen ermC®?).
En estudios adicionales, se sefala que la resistencia iIMLSs mediada por el gen ermA

se presentaria en S. aureus y el gen ermC seria mas prevalente en ECN®3).

Algunos estudio o revisidbn han asociado el gen ermA con cepas resistentes a la
meticilina y el gen ermC asociado a cepas susceptibles a la meticilina®®. Otros estudio
han reportado que la mayoria de SASM (S. aureus sensible a meticilina) y SARM-H (S.
aureus resistente a meticilina hospitalario) tenian un fenotipo iIMLSe codificada por

cualquiera de los genes ermA o ermC. En contraste los SARM-C (S. aureus resistentes
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B)

C)

a la meticilina comunitarios) aislados, a menudo tenia un fenotipo cMLSg codificada por
ermB®4). En un estudio similar al anterior se reporta que la resistencia iMLSs, mediada

por el gen ermC, es mas frecuente en SASM(®5),

Resistencia por bomba de eflujo: La resistencia a los macrdlidos, por bombas de
eflujo en especies de Staphylococcus, es causada por el transportador ATP-binding-
cassette (ABC), que es codificada por los genes msr (msrA'y msrB). Originalmente se
identificé este gen en el S. epidermidis, luego se encontré en diferentes especies de
este género, lo que incluye al S. aureus. En este mecanismo de resistencia no se
modifica el objetivo del antibidtico, sino se expulsa el antibidtico fuera de la célula por
el transportador ABC, de tal forma que las concentraciones intracelulares del antibiotico
son bajas y se mantienen lejos de los ribosomas. Las bombas ABC confieren
resistencia a los macrdlidos y las estreptograminas del grupo B, por ello esta resistencia
se conoce como MSs. La resistencia se expresa de manera inducible. Los macrélidos
de 14 y 15 a&tomos de carbono son inductores, mientras estreptograminas B no lo son.
Por lo tanto, las cepas son resistentes a las estreptograminas B sélo después de la
induccion con eritromicina. La clindamicina no es un inductor ni un sustrato para la
bomba ABC, y por lo tanto las cepas son totalmente susceptibles a este ultimo

antimicrobiano(®6:37),

Resistencia por inactivacion del antibidtico: Ese mecanismo de resistencia se
informé primero en especies de Staphylococcus de origen animal, luego se empezaron
a detectar en aislados clinicos humanos, principalmente ECN. Esta resistencia solo
afecta a las lincosamidas, y es debida a una enzima conocida como O-
nucleotidiltransferasa 4-lincosamida, que agrega un nucleétido al grupo hidroxilo en la
posicidbn 4 de la lincomicina y clindamicina, lo que inactiva el antibi6tico. El gen

responsable de codificar esta enzima es el gen /nu®®®. Dicha resistencia es rara en S.
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aureus, habiendo sido encontrado en menos del 1% de las cepas, pero es mas
frecuente en los ECN, con una frecuencia estimada de 1% a 7% de las cepas,
dependiendo de las especies de Staphylococcus, de los cuales S. epidermidis, S. cohnii

y S. haemolyticus son los mas frecuentes(@5:38),

3. METODOS DE DETECCION DE LA RESISTENCIA iMLSs

La resistencia iIMLSs no puede ser detectada con los métodos convencionales de
microdilucién en caldo o disco difusién en placa (método de Kirby- Bauer). Los métodos
para evaluar la resistencia iIMLSB son recomendados por la Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) en el documento M100-S25, donde se describe dos métodos: el
test de induccién con doble disco difusion (D-test) y el método microdiluciéon en caldo

utilizando la combinacién de ambos antimicrobianos (eritromicina y clindamicina)(©%:40),

La prueba de D-test ha demostrado tener una alta sensibilidad y especificidad en
comparacién con el analisis genotipico, por ello el CLSI lo recomienda como método de
referencia. En un estudio realizado por Lavallée et al., 133 de 134 aislados de
Staphylococcus D-test positivos también fueron PCR positivos para los genes ermA o ermC,
y 29 de 29 aislamientos D-test negativos fueron PCR negativo para los genes ermA/C. Esto

sugiere una alta correlacion entre el D-test y el mecanismo molecular subyacente”41).

En los documentos M100 del CLSI se menciona dos fenotipos de resistencia a clindamicina
mediante la prueba de D-test: resistencia inducida y resistencia constitutiva (o no inducible).
Sin embargo, antes de la publicacion de las recomendaciones del CLSI (2004), otros
estudio habrian identificado otros fenotipos. Se encontrd dos fenotipos distintos de
induccion (fenotipo D y D+) y cuatro fenotipos distintos no inducibles (fenotipo N, HD, Ry

S).42) (FIGURA N°1)
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Figura N°1

Esta figura muestra los seis fenotipos observados durante el test de induccion a clindamicina.
E15: disco de eritromicina (15 ug); CC2: Disco de clindamicina (2 pg). A: Fenotipo D; B: Fenotipo
D+; C: fenotipo N; D: fenotipo HD; E: fenotipo R; F: fenotipo S.

(Fuente: Steward CD et al, 2005)

El fenotipo D es el fenotipo clasico como se indica en el CLSI, donde se observa el
aplanamiento del borde del halo (pero este borde es nitido sin microcolonias) de la
clindamicina adyacente al disco de eritromicina. En cambio, en el fenotipo D+ se observa
mismo halo anterior, pero en el lado aplanado se presentan pequefas colonias. Mediante
pruebas de PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa) las cepas con fenotipo D
presentaban el gen ermA, y las cepas con fenotipo D+ contenian el gen ermC,

acompariados o no con el gen ermA®“?),

En el fenotipo N (negativo), en la placa de cultivo se observa un halo de resistencia para la
eritromicina y un halo de susceptibilidad para la clindamicina sin aplanamiento del halo, este
fenotipo se asocia al gen msrA. En el fenotipo se HD (nebuloso) se observa crecimiento

alrededor de los dos disco, pero también se observa un halo de sensibilidad borroso
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(cubierto por las colonias) con un aplanamiento de halo en el disco clindamicina. Por PCR
las cepas presentan los genes ermA, ermC'y msrA. EL crecimiento homogéneo alrededor
de ambos discos sin ninguna zona de inhibicion en el interior de los halos, como en el caso
anterior, se le denomina fenotipo R (resistente, lo que refiere a la resistencia cMLSs). Por
lo general, presentaban los genes ermA, ermBy ermC. El ultimo fenotipo muestra halos de
sensibilidad para ambos discos, por lo tanto el fenotipo se denomina fenotipo S

(sensible)©-4243),

Existen también sistemas automatizados para la deteccién de la RIC, como el sistema
Vitek2 o el sistema Phoenix, que ademas permiten calcular la concentracion inhibitoria
minima (CIM). Sin embargo algunos estudio han cuestionado su sensibilidad vy

especificidad, en comparacion con el D-Test(*445),

4. IMPORTANCIA DE LA DETECCION DE LA RESISTECNIA iMLSe

Como se sabe, la RIC suele presentarse cuando la cepa es resistente a la eritromicina, lo
que ha orientado a los clinicos a categorizar a todos los aislamientos de Staphylococcus
con resistentes a la eritromicina como resistentes a la clindamicina, siendo en algunos
casos un error, porque la infeccibn puede deberse a Staphylococcus que tienen
mecanismos de resistencia que solo afectan a la eritromicina y no a la clindamicina
(dependiendo del mecanismo de resistencia presente), lo que impediria una terapia segura
y eficaz®46), En Investigaciones anteriores, se menciona que la prevalencia de la resistencia
iMLSs es muy variable, desde 2,2% a 94,0% en poblaciones pediatricas. Esta variacion
depende de la regién geogréfica, pueden variar de hospital en hospital, se afecta por la
edad, la especie bacteriana y el perfil de susceptibilidad@3%47). Lo cual apoyan la necesidad
de una correcta identificacion e interpretacion del perfil de susceptibilidad a los

antimicrobianos en el laboratorio. Por ello, la correcta deteccién de la resistencia iMLSs, por
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el D-test, puede evitar fallas potenciales de tratamiento, de tal forma que la clindamicina se
puede utilizar con eficacia y prudencia cuando esta indicado para las infecciones por

Staphylococcus®?4348),

En nuestro pais no existen estudios sobre la frecuencia de la resistencia iIMLSs donde se
incluya a todo el género Staphylococcus (es decir al S. aureus y a los ECN), y que se
centren en alguna poblacién pediatrica. En una carta al editor, realizada por Maria Quispe
y Rito Zerpa en el 2013, nos habla sobre la importancia y necesidad de detectar la
resistencia iIMLSe en S. aureus en pacientes del Instituto Nacional de Salud del Nifo
(INSN)®). Basados en esta informacion y la de otros estudios, se planted realizar este
estudio como un primer paso, para que junto con otros trabajos anteriores se realicen

estudios de un mayor nivel de investigacion.

Por lo mencionado, es importante conocer la frecuencia de la resistencia iIMLSs en los
aislados de los pacientes de INSN, y asi poder brindar informacién al clinico y reducir el uso
de antibiéticos de mayor espectro y toxicidad, por ejemplo los glicopéptidos (vancomicina),
y reducir los casos de morbilidad y mortalidad debido a los Staphylococcus (sobre todo los

SARM)24950)

Asi mismo, el estudio permite contribuir con informacion sobre la distribucion
epidemioldgica de la resistencia iIMLSs en aislamientos de Staphylococcus en la poblacion
pediatrica del INSN. Ademas de lo mencionado, el estudio sirve de apoyo para el desarrollo
de estrategias sanitarias para el control y prevencion en casos de brotes hospitalarios y/o
comunitarios, debido a que la resistencia puede aparecer de forma repentina y podria

diseminarse®.

UNMSM-Tecnologia Médica
23



RIC en S. aureus y ECN en el INSN-2015

IV. MATERIALES Y METODOS

1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional, descriptivo, prospectivo y de corte transversal.

2. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio fue conformada por todos los aislamientos de Staphylococcus de
las muestras clinicas que fueron procesadas en el Laboratorio de Microbiologia “Dr. William
Flores Saenz del INSN entre los meses de octubre del 2015 y enero del 2016, de los

pacientes hospitalizados y consulta externa: pacientes ambulatorio y de emergencia.

3. AREA DE ESTUDIO DE LAS MUESTRAS

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Microbiologia “Dr. William Flores
Saenz” ubicado en el distrito de Brefia, provincia de lima, departamento de Lima, y ademas
se coordind con la seccion cientifica de Bacteriologia del Instituto de Medicina Tropical

“Daniel Alcides Carrion” de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

4. RECOLECCION DE LOS AISLAMIENTOS DE Staphylococcus

Se recolectaron 203 aislamientos de S. aureus y ECN de las muestras clinicas de pacientes
menores de 18 arnios del INSN, atendidos entre octubre del 2015 y enero del 2016, las

mismas que fueron recolectados de forma consecutiva no repetida.
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5. VARIABLES DE ESTUDIO

Las variables a estudiar son: la resistencia inducida a la clindamicina, fenotipos de
expresion de resistencia a clindamicina, resistencia a meticilina, tipo de muestra y

procedencia del paciente.

6. TECNICA E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica que se utilizé en el presente estudio fue la observacion, utilizando ademéas como
instrumento fichas debidamente elaboradas y ordenadas donde se registraron todos los
datos que se recopilaron durante la investigacién, los cuales fueron organizados en una

base de datos para su analisis. (ANEXO N°1)

7. PLAN DE PROCEDIMIENTOS

7.1. COORDINACION INSTITUCIONAL

Se present6 una solicitud a la Oficina Ejecutiva de Apoyo a la Investigacion y Docencia
Especializada (OEAIDE) del Instituto Nacional de Salud del Nifio para su evaluacion por el
Comité de Etica e Investigacion y a la jefa del Laboratorio de Microbiologia “Dr. William
Flores Saenz”, para contar con la autorizacion y apoyo en la respectiva aplicacion del

estudio.
7.2. MATERIAL BIOLOGICO

El material de estudio fueron las cepas de Staphylococcus aislados e identificados (segun
sus protocolo o manuales de trabajo del Laboratorio de Microbiologia “Dr. William Flores
Saenz”, ANEXO N°2) como S. aureus y ECN de las muestras clinicas de sangre, orina,

catéter, piel, vias respiratorias y LCR, las cuales fueron repicadas por duplicado en caldo
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tripticasa de soya (TSB) con glicerol al 20%, incubadas a 35°C entre 18 a 24 horas y

posteriormente almacenados a -20°C, hasta la realizacion del D-test para identificar la RIC.

El duplicado del aislamiento fue almacenado en el Instituto de Medicina Tropical Daniel

Alcides Carridn, el cual fue almacenado bajo las mismas condiciones.

7.3. DATOS DE LA MUESTRA

Los datos fueron obtenidos de los registros del laboratorio y/o las solicitudes de analisis de

los pacientes, que fueron anotados en las fichas de recoleccion de datos. (ANEXO N°1)

7.4. TEST DE INDUCCION CON DOBLE DISCO DIFUSION

Se prepar6 una suspension de cada muestra de estudio aislada e identificada
correctamente, con una turbidez de la escala de Mac Farland de 0,5. Luego se procedié a
inocular la suspension preparada en el agar Mueller Hinton con un hisopo de algodon estéril
mediante la técnica de siembra en tapete. Después de la siembra, se colocaron los discos
de eritromicina (15 ug) y clindamicina (2 ug) en las respectivas placas. La separacion de
los discos fue entre 15y 20 mm de distancia (promedio de 18 mm) medido de borde a borde
(ANEXO N°3). Después de una incubacién a una temperatura de 35 °C por 18 o 24 horas
se leyeron los halos de inhibicién con los siguientes posibles resultados (segun Steward CD

et al, 2005) (Figura N°1):

a) Resistencia inducible a la clindamicina positivo. Este resultado puede tener los

siguientes fenotipos:

» Fenotipo D (D test positivo clasico): presencia de un halo claro en forma de D en

la zona del disco de la clindamicina préxima al de eritromicina.

» Fenotipo D+: D test positivo con microcolonias en la zona de inhibicién.
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b) Resistencia inducible a la clindamicina negativo. Este resultado puede tener los

siguientes fenotipos:

» Fenotipo N: halos bien definidos con resistencia a eritromicina y sensibilidad a

clindamicina.

» Fenotipo HD: crecimiento alrededor de los dos disco, pero también se halo de

sensibilidad borroso con un achatamiento de halo en el disco clindamicina.

» Fenotipo R:resistencia a ambos antimicrobianos expresada por la ausencia de halo

o halos reducidos. Resistencia constitutiva a la clindamicina.

» Fenotipo S: sensible a ambos antimicrobianos.

7.5. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD A LA METICILINA

En la misma placa donde se realizé el D-Test se colocé el disco de cefoxitina de 30 ug.
posteriormente incubados a la temperatura de 35 °C por 18 o 24 horas. Pasado dicho

tiempo se leyeron los halos de inhibicién. (ANEXO N°3)

8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Las mudltiples variables se analizaron en tablas de frecuencia, y para evaluar si existe
relacion estadisticamente significativa entre las variables se utiliz6 la prueba de Chi
cuadrado, con p < 0,05. También se utilizaron graficos de barras y sectores para representar
los resultados de frecuencia. Para el analisis de los datos, se utilizd el programa estadistico

IBM SPSS Statistics version 22 y Excel 2010.
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V.

RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUESTRA

Se analizaron 203 aislamientos después de su descongelamiento. De estos aislamientos

18,7% (38/203) eran S. aureus y 81,3% (165/203) correspondian al grupo de los

estafilococos coagulasa negativo (ECN). El 79,4% (131/165) de los ECN fueron

identificados a nivel de especie y 20,6% (34/165) fueron Staphylococcus de especies

desconocidas (Tabla N°1).

Tabla N° 1

Frecuencia de Staphylococcus segun la especie bacteriana aisladas en el Instituto
Nacional de Salud del Nino. Octubre 2015 a Enero 2016 (n = 203)

Especie Bacteriana N° de aislados %

S. hominis 52 25,6%
S. epidermidis 43 21,2%
S. aureus 38 18,7%
S. haemolyticus 20 9,9%
S. saprophyticus 4 2,0%
S. capitis 3 1,5%
S. cohnii 2 1,0%
S. lugdunensis 2 1,0%
S. warneri 2 1,0%
S. auricularis 2 1,0%
S. sciuri 1 0,5%
ECN 34 16,7%

TOTAL 203 100%
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Respecto a los tipos de muestras de donde fueron aisladas las cepas de estudio, la mayoria
fueron muestras de sangre, que representan el 77,3% (157/203) del total de muestras. De
donde fueron aisladas la mayor cantidad de ECN. Los S. aureus fueron aislados

mayormente de infeccidn de piel (Tabla N°2).

Tabla N°2

Frecuencia del tipo de muestra de donde fueron aisladas las cepas en estudio del
Instituto Nacional de Salud del Niho. Octubre 2015 a Enero 2016 (n = 203)

Tibo de muestra Especie bacteriana N° de muestras
P S. aureus ECN %
Sanare 9 148 157
g 23,68% 89,70% 77.3%
, 1 14 15
el 2,63% 8,48% 7,4%
Picl 14 0 14
36,85% 0,0% 6,9%
Vias respiratorias . ¢ :
P 23,68% 0,0% 4,4%
Orina 4 2 6
10,53% 1,21% 3,0%
1 1 2
O 2,63% 0,61% 1,0%
38 165 203
TOTAL 100% 100% 100%
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Teniendo en cuenta la procedencia de los pacientes, los Staphylococcus provinieron
principalmente de los pacientes de consulta externa, 53,7% (109/203) del total de pacientes
atendidos. Respecto al S. aureus, fue mas frecuente en pacientes hospitalizados, y los SCN

fueron mas frecuentes en pacientes de consulta externa. (Tabla N°3).

Tabla N°3

Frecuencia de la procedencia de atencion de pacientes de donde se
aislaron las cepas en estudio del Instituto Nacional de Salud del Niho.
Octubre 2015 a Enero 2016 (n = 203)

Procedencia Especie bacteriana N° de pacientes
del paciente S. aureus ECN %
Hospitalizados 23 7 94
P 60,5% 43,0% 46,3%
Consulta externa 15 94 109
39,5% 57,0% 53,7%%
Total 38 165 203
100 100% 100%

2. Staphylococcus CON RESISTENCIA INDUCIDA A CLINDAMICINA

De las 203 muestras analizadas, se encontraron 16 aislamientos de Staphylococcus que
presentaron RIC, lo que representa una frecuencia de 7,9% (16/203) del total de muestras
analizadas (Grafico N°1). Cabe mencionar que la frecuencia de RIC en los S. aureus fue

casi el doble de los ECN, 13,2% (5/38) contra 6,7% (11/165) respectivamente. (Tabla N°4).
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Grafico N°1

Frecuencia de resistencia inducida a
clindamicina en Staphylococcus en el
Instituto Nacional de Salud del Nino.
Octubre 2015 a Enero 2016 (n = 203)

RIC
POSITIVOS
7.9%

RIC
NEGATIVOS
92.1%

Tabla N°4
Frecuencia de resistencia inducida a clindamicina segun sea S. aureus o
estafilococos coagulasa negativo aislados del INSN. Octubre 2015 a Enero 2016. (n

= 203)
Resistencia inducida a
Staphylococcus clindamicina (RIC) Total
Positivo Negativo
5 33 38
S. aureus
13.2% 86.8% 100.0%
11 154 165
ECN
6.7% 93.3% 100.0%
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3. FENOTIPOS DE RESISTENCIA A CLINDAMICINA EN Staphylococcus

En el Grafico N°2 se puede observar que el fenotipo de resistencia a clindamicina mas
frecuente es el fenotipo R, con una frecuencia de 44,8% (91/203). Si a este ultimo le
sumamos el 0.5% (1/203) del fenotipo HD, obtenemos un 45,3% lo que representan la
frecuencia de la resistencia cMLSg. De las cepas que presentaron RIC (iMLSg) el fenotipo

mas frecuente fue el D+, con una frecuencia del 4,4% (9/203).

Grafico N°2

Frecuencia de fenotipos de resistencia a
clindamicina en Staphylococcus en el
Instituto Nacional de Salud del Nifo.
Octubre 2015 a Enero 2016 (n = 203)
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En la Imagen N°1 podemos observar los diferentes fenotipos de resistencia a clindamicina

encontrados en este estudio después de realizar el D-Test.

Imagen N°1

Imagenes de tomadas después de la prueba de D-test

A: Fenotipo D; B: Fenotipo D+; C: Fenotipo R; D: Fenotipo HD; E:
Fenotipo S; F: Fenotipo N. La flecha en la figura B sefala las
microcolonias en la zona de achatamiento. La flecha en la figura D
sefiala una zona de achatamiento borrosa tipica del fenotipo HD
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4. RESISTENCIA iMLSse SEGUN LA PROCEDENCIA DEL PACIENTE,

SUSCEPTIBILIDAD A METICILINAY EL TIPO DE MUESTRA.

En la Tabla N°5 los aislamientos estudiados se agruparon segun los resultados sean
positivos o negativos para la RIC y fueron contrastados con las siguientes variables:

procedencia de los pacientes, perfil de susceptibilidad a meticilina y el tipo de muestra.

Tabla N°5

Frecuencias de resistencia inducida a clindamicina segun la procedencia del
paciente, susceptibilidad a meticilina y el tipo de muestra en los aislados de

Staphylococcus del INSN. Octubre 2015 a Enero 2016. (n = 203)

Resistencia inducida a

Variable clindamicina (RIC) Total vall)or
Positivo Negativo
Procedencia del paciente
o 4 90 94
Hospitalizado 259, 48,1% 46,3%
0,075
C. externa 12 o0 o
75% 51,9% 33,7%
Susceptibilidad a meticilina
_ 9 131 140
Resistente 56,25% 70,1% 69%
0,252
Sensible 4 >0 v
43,75% 29,9% 31%
Tipo de muestra
13 144 157
Sangre 81,25% 77% 77,3%
) 0 15 15
Catéter 0.0% 8% 7,4%
_ 2 12 14
Piel
12,5% 6,4% 6,9%
A 9 9 0,595
Vias respiratorias 0.0% 4,8% 4.4%
. 1 5 6
Orina 6,25% 2,7% 3%
0 2 2
LCR 0.0% 1,1% 1%
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En esta Tabla N°5 se puede observar una mayor frecuencia de RIC en los pacientes de
consulta externa, con un 75% (12/16), que en los pacientes hospitalizados, 25% (4/16).
Respecto a la susceptibilidad a meticilina se encontré una mayor frecuencia de RIC en los
aislamientos resistentes a la meticilina, con un 56,25% (9/16) (Imagen N°2). Por ultimo
segun el tipo de muestra, encontr6 mayor frecuencia de RIC en las muestras de sangre

(hemocultivos), con un 81,25% (13/16).

Para determinar si existe alguna relacion estadistica significativa entre la frecuencia de la
RIC y las otras variables de contraste, se calculé el p valor, cuyo valor fue no significativo

para los tres casos. Se trabaj6 con un nivel de confianza de 0.05% en todos los casos.

Imagen N°2

En la imagen se puede apreciar la resistencia conjunta de RIC y resistencia a
meticilina

Resistencia
a meticilina

Resistencia
inducida a
clindamicina
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Si nos centramos en las cepas de ECN, tampoco se encontré una diferencias estadisticas
significativas para en ninguno de los tres casos (Tabla N°6). El analisis de los datos se

realiz6 bajo las mismas condiciones que el anterior.

Tabla N°6

Frecuencias de resistencia inducida a clindamicina segun la procedencia del
paciente, susceptibilidad a meticilina y el tipo de muestra en los aislados de
estafilococos coagulasa negativo del INSN. Octubre 2015 a Enero 2016. (n = 165)

Resistencia inducida a

Variable clindamicina (RIC) Total va,I)or
Positivo Negativo
Procedencia del paciente
o 3 68 71
Hospitalizado 27.3% 44.2% 43.0%
0,275
C. externa 8 86 94
72.7% 55.8% 57.0%
Susceptibilidad a meticilina
. 8 116 124
Resistente 72.7% 75.3% 75.2%
0,847
Sensible 8 38 41
27.3% 24.7% 24.8%
Tipo de muestra
10 138 148
Sangre 90.9% 89.6% 89.7%
0,069
Catéter 0 14 14
0.0% 9.1% 8.5%
) 1 1 2
Orina 9.1% 0.6% 1.2%
0 1 1
LCR 0.0% 0.6% 0.6%
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Sin embargo, en las cepas de S. aureus se encontrdé una diferencia significativa entre los
resultados de la RIC y la procedencia de los pacientes, donde se observa que los pacientes
de consulta externa presentan mayor frecuencia de RIC, 80% (4/5) (Tabla N°7). Con un p

valor significativo de 0,047. Para los otros dos casos, el p valor fue no significativo.

Tabla N°7

Frecuencias de resistencia inducida a clindamicina segun la procedencia del
paciente, susceptibilidad a meticilina y el tipo de muestra en los aislados de
Staphylococcus aureus del INSN. Octubre 2015 a Enero 2016. (n = 38)

Resistencia inducida a

Variable clindamicina (RIC) Total vall)or
Positivo Negativo
Procedencia del paciente
- 1 22 23
Hospitalizado 20% 66,7% 60,5% 0.047
4 11 15 ’
C. externa 80% 33,3% 39,5%
Susceptibilidad a meticilina
. 1 15 16
Resistente 20% 45,5% 42,1%  (5g4
Sensible . ' o |
80% 54,5% 37,9%
Tipo de muestra
3 6 9
Sangre 60,0% 18,2% 23,7%
, 0 1 1
Cateter 0,0% 3,0% 2,6%
Piel ; 2 s
40,0% 36,4% 36,8%
A 5 9 0,359
Vias respiratorias 0,0% 27,3% 23,7%
. 0 4 4
Orina 0,0% 12,1% 10,5%
0 1 1
LCR 0,0% 3,0% 2,6%
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VI. DISCUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio muestran diferencia con los encontrados tanto a
nivel nacional como internacional. Como se menciona y observa en diferentes estudios, la
prevalencia de resistencia inducida a clindamicina (RIC o iMLSs) suele variar mucho
dependiendo del area geogréfica, he incluso entre hospitales de un mismo pais®'-%3). El
primer estudio realizado por Azap et al., Turquia 2005, estudiaron 216 cepas de S. aureus
y 192 cepas de ECN aisladas de muestras clinicas de un hospital universitario y con una
prevalencia de resistencia a eritromicina de 51,5%%, determin6 que la frecuencia de iIMLSs
fue de 12,3%,4. Ciraj et al., India 2009, detectaron un frecuencia de 13,1% de iMLSg de
244 cepas estudiadas (150 S. aureus y 94 ECN) aisladas de muestras clinicas de orina
(122), pus (118) y exudado faringeo (4). Dichas cepas presentaban una prevalencia de
resistencia a eritromicina del 32%. 9. Un frecuencia muy distinta encontré Fokas et al.,
Grecia 2005, donde a partir de 120 cepas (45 S. aureus y 75 ECN, donde el ECN mas
frecuente fue el S. epidermidis), aisladas de muestras clinicas de herida, pus, catéteres,
orina y sangre, del Hospital General de Esparta, la frecuencia de iMLSg fue de 44,2%.

Ademas, el 61,7% de cepas eran resistentes a meticilina®3).

En nuestra investigacion hemos encontrado una frecuencia de iIMLSs por debajo de los
valores internacionales, con un valor de 7,9% (16/203) entre S. aureus y SCN. Como se
observa, existe mucha variacion de la resistencia iMLSs en diferentes partes del mundo, ya
que se ve afectada por varios factores, como el area geogréfica, la especie bacteriana, el
perfil de sensibilidad acompanante, el tipo de muestra, la poblacion de estudio, la exposicion

previa al antibiético, etc.(5456)

Si comparamos los resultados obtenidos en los S. aureus, 13,2% (5/38), con el 4,8%

(13/272) que obtuvo Tamariz y col. en el 2009 en nuestro pais, a partir de muestras clinicas
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de sangre, piel, vias respiratorias, orina y hueso, podemos observar que la iIMLSs en la
poblacion pediatrica es mas que el doble a la obtenida en la poblacion heterogénea
(pacientes adultos y pediatricos, a partir de tres hospitales) estudia por dicho autor®. Del
mismo modo es nuestros resultados son mayores a los encontrados por Carmona y col. en
el 2012, en cepas de S. aureus a partir de hisopados nasales de una poblacién urbano
marginal, conformada por adultos y menores de edad, con una frecuencia de 7,3%
(8/110)®). Los estudios de Tamariz, Carmona y el nuestro nos muestran un aumento de la
frecuencia de RIC en nuestro pais, aunque no podemos hacer una afirmacion contundente,
debido a las diferencia en las caracteristicas de las poblaciones de estudio. Esto nos hace
sospechar de un aumento del uso de la clindamicina, posiblemente usado de forma
empirica y excesiva, o que mediante la presion selectiva podria estar originando cambios

en sus patrones de resistencia‘'?).

Si se comparan los resultados con estudios internacionales, como el de Moore et al.,
Estados Unidos 2008, que encontraron una prevalencia de 18,6% de iMLSs (272 de 1465
pacientes con y sin fibrosis quistica) y el estudio de Shouval et al., Israel 2011, que
encontraron 25,8% iMLSs (62 de 240 cepas sensibles a meticilina), nuestros resultados
siguen siendo bajos. Ambos estudios incluyeron solo al S. aureus aislados de poblaciones
pediatricas®”-%8). Estos se puede explicar por ejemplo, con lo que sucede en Japdn, donde
las infecciones por SARM son comunes y generalmente son multirresistentes, y ellos
atribuyen que la posible causa es el alto uso de antibibticos, incluida la clindamicina, con
una prevalencia de RIC de 22,8% (533 de 2341 cepas aisladas de paciente adultos y

pediatricos) en un estudio hecho por Shoji et al. en el 2015(6),

En el estudio realizado por Hamilton-Miller et al., Londres en el 20009, quienes estudiaron
540 cepas de Staphylococcus, aislados de pacientes de un hospital universitario que

comprendian 210 S. aureus y 330 ECN, encontraron que la resistencia iMLSs fue la mas
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frecuente, con 12% para S. aureusy 31% paralos ECN. Con respecto al S. aureus, nuestros
resultados son similares, pero son muy distintos para los ECN, de los cuales solo
encontramos 6,7% de iIMLSg, ademas la resistencia mas frecuente en nuestra poblacion
fue la cMLSe (45,3%). Las diferencias con este estudio, pueden deberse a la mayor
disponibilidad y uso de los macrdlidos durante esa época, siendo estos antibidticos

inductores de resistencia a clindamicina.

En otro estudio hecho por Delialioglu et al., Turquia en el 2005(2), estudiaron 521 cepas de
Staphylococcus que comprendian 230 S. aureus y 291 ECN, procedentes de distintas
muestras clinicas, encontraron que el 7,8% de los S. aureus y el 14,7% de los ECN
presentaron la resistencia iMLSs, que en contraste con nuestro estudio son opuestos, y el

resistencia mas frecuente fue al del tipo cMLSs, similar a nuestros resultados.

La frecuencia de fenotipos de resistencia a clindamicina, también muestra diferencias con
otros estudios. Saadat et al., Irdn 2014(43), estudiaron 128 aislamientos de S. aureus
encontrd que el fenotipo D es mas frecuente (8%) que el fenotipo D+ (2%), lo que es
contrario a nuestros resultados. De los resultados negativos para la resistencia iMLSg, el
fenotipo S es el mas frecuente (46%), luego le siguié el fenotipo R (36%), y solo 6% y 1%
para los fenotipos N y HD respectivamente. En nuestro caso, el mas frecuente fue el
fenotipo R, los fenotipos N y S fueron similares entre si. El fenotipo HD suele ser raro de
encontrarse®?43). Moosavian et al., Iran 2014, también encontraron que el fenotipo D es
mas frecuente (25,4%) que el fenotipo D+ (0,6%), y que el fenotipo mas frecuente es el S
(44,2%) similar al estudio anterior, y el 10,4% presentaron fenotipo R. No encontraron
ninguna cepa con fenotipo N ni HD®%. En el Gnico estudio nacional sobre fenotipos de
resistencia a clindamicina, el fenotipo D+ (3,3%) fue mas frecuente que el fenotipo D (1,5%),
similar a nuestros resultados. El dicho estudio el fenotipo S y el fenotipo R tuvieron una alta

prevalencia, 51,8% y 42,3% respectivamente, distinto a nuestro caso, ya que el fenotipo S
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(22,7%) fue casi aproximadamente la mitad del fenotipo R. El fenotipo N (24,1%) fue mayor
al fenotipo S. El fenotipo N no se encontrd en el primer estudio hecho en nuestro pais. El

fenotipo HD en ambos estudio fue muy escaso®.

A pesar de que no existe una diferencia clinica significativa entre los fenotipo D y D+, es
importante que el profesional del laboratorio reconozca que ambos son positivos para la
RIC, a pesar de que las microcolonias presentes el fenotipo D+, en la zona de achatamiento,
muestren resistencia cMLSs. Estudios han sefalado que los aislados de Staphylococcus
pueden albergar mdltiples genes de resistencia como los erm y/o msr*?81). Estudios
moleculares senalan que los diferentes patrones de resistencia, dependeria de como los
macrélidos actuan sobre la presencia de un atenuador (controlador de la expresion génica
del gen erm) que se encuentra dentro de la estructura del gen erm9). Otros de los fenotipos
que nos ha llamado la atencién son el fenotipo R y N, que nos indica que existe una alta
resistencia contra los macrélidos en esta poblacion pediatrica. Lo que limitaria a los

macrélidos como una opcion de tratamiento.

La resistencia a la meticilina en los Staphylococcus es un problema en todas partes del
mundo y que ha aumentado con el paso de los afos, es asi que Echevarria y col., Peru
1997, encontraron una frecuencia de 58% en cepas de este género resistentes a meticilina,
estudios posteriores y en otras partes de nuestro pais, como los realizados por Mendoza
C. y col, Mamani E. y col, Elguera F. y col, y el informe del INS sobre resistencia
antimicrobiana en hospitales de Lima en el 2007(62-66), Estudio en otras partes del mundo
también se encuentran con una alta tasa de estafilococos resistentes a la meticilina, como
el realizado por Ekrami et al., Iran entre el 2013 y 2014, quienes encontraron que el 60,2%
de los estafilococos eran resistentes a la meticilina®”). Ante esto algunos estudios sefalan
a la clindamicina con un opcién de tratamiento®®. Sin embargo, otros estudios han

reportado también cepas de estafilococos resistentes a la meticilina que presentan
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mecanismos de resistencia a clindamicina. Siberry et al., Estados Unidos 2003, estudiaron
512 cepas de S. aureus, de los cuales el 8,6% presentaron ambos mecanismos de
resistencia‘®. Schreckenberger et al., Estados Unidos 2004, hallaron que el 3,6% de los
S. aureus presentaron una resistencia conjunta de iMLSs y SARM®").En nuestro estudio
hemos obtenido 1 aislamiento de S. aureus que presento ambas resistencias, y un 4,4%
(9 aislamientos) de resistencia conjunta del total de aislamientos estudiados. Hemos
obtenido un p valor no significativo (p > 0,05) para la manifestacion conjunta de estas
resistencias, lo que es similar a lo publicado por Patel et al., Estados Unidos 2006(6). Sin
embargo, esto es distinto a lo encontrado por Tamariz y col. en cepas de S. aureus, quien
encontrd un valor p significativo, sefialando que las cepas con iMLSs fueron mayor en las

cepas susceptibles a la meticilina.

Patel et al., Estados Unidos 2006, encontré una asociacion estadistica significativa (p <
0,05) en cepas de S. aureus y la procedencia de los pacientes, afirmando que la iIMLSs es
mayor en las cepas de pacientes hospitalizados®®), lo que es contrario a los obtenido por
Tamariz y col. Nuestros resultados estan mas acorde con los obtenidos por este ultimo

autor, donde sefala que la resistencia iIMLSg es mayor en pacientes no hospitalizados®.

Como se sabe la resistencia a la meticilina esta mediada por un gen mecA, que se
encuentra en un elemento movil llamado cassette cromosdémico estafilococico mec
(SCCmec). Los SCCmec tipo |, Il, y Il se encuentran predominantemente en las cepas de
SARM-H, mientras que los SCCmec tipo IV y V se asocian principalmente con SARM-C.
Ademas, estos ultimos tienen un menor tamarno que los SCCmec tipo |, Il y Ill; y es debido
a su mayor tamano que estos SCCmec pueden albergar genes para otras resistencias,
como los genes erm. Por ello, los SARM que presenten algunos de estos tres tipos de
SCCmec son generalmente multirresistentes. Estudios han encontrado que los SARM-H

con SCCmectipo Il podria ser la razdn de que estas cepas presenten con mayor frecuencia
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resistencia a la clindamicina (incluida la iIMLSg). Sin embargo, debido al aumento de los
SARM en la comunidad y el mal uso de los antibiéticos, han permitido que estos SCCmec
se diseminen de los hospitales a las comunidades, y viceversa, lo cual podria explicar el
aumento de resistencia conjunta de resistencia a la meticilina y clindamicina y cambios en

los patrones de resistencia(470-72),

Por dltimo, tanto en nuestro estudio como en estudios internacionales y nacionales no se
ha encontrado alguna relacidén estadistica significativa entre la iIMLSg y el tipo de muestra

de donde se aisla la cepa®°%73),
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se encontré una baja frecuencia de resistencia inducible a
clindamicina en los aislamientos de Staphylococcus (7,9%), a partir de las muestras
clinicas procesadas en el Laboratorio de Microbiologia “Dr. William Flores Saenz” del

INSN. Las muestras de sangre presentaron mayor frecuencia de RIC.

La frecuencia de iMLSs en los aislados de S. aureus es mayor a la de los ECN, y es
mayor a los datos publicados en estudios anteriores realizado en nuestro pais por

Tamariz, en el 2009, y Carmona, en el 2012.

Existe una alta frecuencia de resistencia cMLSs en los aislados de Staphylococcus
en esta poblacion pediatrica. Ademas la resistencia a macrdlidos, pero sensible a

clindamicina (fenotipo N) fue de 24,1%.

La resistencia a los macrdélidos fue muy alta, con una frecuencia del 77,3% del total

de Staphylococcus estudiados. Y la sensibilidad a clindamicina fue 46,8%.

Se demostr6 una asociacion estadistica significativa entre las iIMLSg y la procedencia
del paciente en los aislados de S. aureus, siendo mayor la resistencia iIMLSge en

pacientes atendidos en consulta externa.

Los Staphylococcus analizados mostraron una alta frecuencia de resistencia a la
meticilina (69%). Los S. aureus tienen una frecuencia de SARM de 42% (16/38) y los

ECN son resistentes a la meticilina en un 75,2% (134/165).

A pesar de no haber hallado una relacién estadistica significativa entre las iIMLSB y
el perfil de susceptibilidad a la meticilina, el 80% de S. aureus que presentaron

resistencia iIMLSg eran sensibles a la meticilina.
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Vill. RECOMENDACIONES

% Realizar estudios semejantes en otras poblaciones, tanto pediatricas como adultas,
de nuestro pais y comparar los resultados, ya que este es un mecanismo de

resistencia muy variable en su frecuencia, como los obtenidos en este estudio.

X/
°e

Analizar un mayor numero de aislados de S. aureus con el fin de confirmar si existe

0 no alguna asociacién estadistica con la resistencia a la meticilina.

% Comparar la prueba de D-test con los equipos automatizados en los distintos
hospitales, y verificar si estos equipos tienen buena sensibilidad y especificidad.

% Actualizar al personal médico y del laboratorio sobre el uso racional de los
antibidticos, y considerar que las resistencia a eritromicina y clindamicina puede
obedecer a mecanismos de resistencia distintos.

% Realizar la vigilancia de la resistencia inducida a clindamicina en las diferentes sedes
hospitalarias.

% Realizar el andlisis molecular para detectar los genes erm que se encuentran

distribuidos en nuestro pais.
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X. ANEXOS

» Anexo N°1: Ficha de recoleccion de datos.
» Anexo N°2: Esquema basico de aislamiento e identificacion de Staphylococcus.

» Anexo N°3: Modelo de disposicion de discos para el D-test y resistencia a la
meticilina y criterios de interpretacion de los halos de inhibicidn.
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ANEXO N° 1
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

RESISTENCIA INDUCIDA A CLINDAMICINA EN Staphylococcus aureus 'y
ESTAFILOCOCOS COAGULASA NEGATIVO EN EL INSTITUTO NACIONAL DE
SALUD DEL NINO. 2015

N° DE FICHA: FECHA:

DATOS DEL PACIENTE

CODIGO: TIPO DE MUESTRA:

PROCEDENCIA:

DATOS DEL AISLAMIENTO

ESPECIE BACTERIANA:

PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD A LA METICILINA

FOX:

D-TEST

RESULTADO: FENOTIPO:

Caodigo: numero de muestra mas fecha; Tipo de muestra: orina, vias respiratorias, sangre,
piel, catéter, LCR, etc; Procedencia: hospitalizado o consulta externa; perfil de
susceptibilidad a la meticilina: resistente (R) o sensible (S); D-test (resultado): positivo
o negativo; Fenotipo: D, D+, N, HD, R, S.
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ANEXO N°2

Esquema basico de aislamiento e identificacion de Staphylococcus

Tipos de muestras

=

Las muestras de sangre son

. v v v
,@ @ inoculadas en frascos para
R B incubacién mediante sistema N
automatizado. Solo si es @
positivo, se procede a su A.sangre A.Chocolate A. Manitol saldado
aislamiento e identificacion B
\ mediante el siguiente esquema. Incubacion
a 35 °C por

Colonias sospechosas

Coloracion Gram Examen en fresco

Cocos Grampositivos I 18 — 24 h
en racimos o
Catalasa Anaerobiosis Aerobiosis
¢ 3 (Campana)
Posiltivo Negativo | J
Coagulasa l l
v v n .
. Positivo Negativo
Positivo Negativo l
v v Sistema automatizado i 5
S. qureus ECN Reincubar 24 h mas
i para su identificacion l
I l Negativo
Antibiograma ——w—p REPORTE
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ANEXO N° 3

MODELO DE DISPOSICION DE DISCOS PARA EL D-TEST Y RESISTENCIA A LA
METICILINA

15-20 mm

r—O

DA: clindamicina (2 ug)
E: eritromicina (15 ug)

FOX: cefoxitina (30 pg)

CRITERIOS DE INTERPRETACION DE LOS HALOS DE INHIBICION PARA
CLINDAMICINA, ERITROMICINA Y CEFOXITINA EN S. aureus Y ECN, SEGUN EL
CLSI M100 — S25

Criterio de interpretacion de los halos de

bsc?t‘::‘ ?_ic;ﬁa Disco inhibicion (medido en mm)
Sensible Intermedio Resistente
S. aureusy Clindamicina > 21 15-20 <14
ECN Eritromicina >23 14 - 22 <13
S.aureusyS. o ¢ itina > 22 i <21
lugdunensis
ECNexcepto . ¢ itina > 25 i <24

S. lugdunensis
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