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1. RESUMEN

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo que causa diferentes
tipos de infecciones que circulan en centros hospitalarios y también en la
comunidad. El presente estudio evalu6 la susceptibilidad antibiética de 18
aislados bacterianos de Staphylococcus aureus provenientes de la Coleccién
Bacteriana — Quito Catdlica (CB-QCA). Se reactivaron los aislados y se utilizaron
pruebas bioquimicas en la identificacién de la especie de S. aureus mediante
tincibn Gram, pruebas de catalasa, coagulasa, oxidasa, DNAasa, ureasa y
crecimiento en manitol salado. Para determinar el perfil de susceptibilidad
antibidtica se empled el método de difusion por disco Kirby-Bauer. A los
aislamientos confirmados como S. aureus se identific6 su perfil de
susceptibilidad a los siguientes antibiéticos: penicilina, eritromicina, gentamicina,
cloranfenicol, ciprofloxacina, clindamicida, linezolid, tetraciclina, trimetoprima-
sulfametoxazol, rifampicina y cefoxitina. La evaluacion de respuestas se llevo a
cabo en la superficie de una placa de agar Mueller-Hinton donde una suspension
bacteriana fue sembrada en 3 planos rotando la placa 180°. Se colocaron cinco
discos por placa utilizando una pinza estéril, en la superficie del agar y se incub6
a 37 °C por 24 horas exactamente. Del total de aislados analizados de S. aureus
el 100% (18/18) fue resistentes a penicilina, el 67% (12/18) fue resistente a
cefoxitina, el 33% (6/18) a eritromicina y el 11% (2/18) a tetraciclina. Se observé
sensibilidad a rifampicina, ciprofloxacina, trimetoprim-sulfametoxazole, linezolid
del 100% (18/18). La sensibilidad a cloranfenicol, clindamicina y gentamicina
mostré un 94% (17/18) de efectividad, por tanto, los aislados analizados podrian
ser controlados mediante este tipo de antibidticos. El estudio enfatizd la
importancia de la evaluacién correcta de la susceptibilidad antibidtica. El analisis
permitié establecer la dinAmica de la resistencia en S. aureus. Esta informacion
podria ser usada en la implementacion de medidas rigurosas de prevencion y
control de la diseminacion de la resistencia para reducir el riesgo de fracaso

terapéutico en el tratamiento de infecciones.

Palabras claves: Staphylococcus aureus, susceptibilidad antibiotica, resistencia

antibiotica, difusién por disco.



2. ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a Gram positive coccus that causes different types of
infections that circulate not only in the community but also in hospitals. The
present study evaluated the antibiotic susceptibility of 18 bacterial isolates of
Staphylococcus aureus from the Bacterial Collection - Quito Catdlica (CB-QCA).
The isolates were reactivated, and biochemical tests were used to identify the S.
aureus species by means of Gram staining, tests for catalase, coagulase,
oxidase, DNAase, urease, and growth in salty mannitol. To determine the
antibiotic susceptibility profile, the Kirby-Bauer disk diffusion method was used.
Isolates confirmed as S. aureus were identified for their susceptibility profile with
the following antibiotics: penicillin, erythromycin, gentamicin, chloramphenicol,
ciprofloxacin, clindamicide, linezolid, tetracycline, trimethoprim-
sulfamethoxazole, rifampicin. The evaluation of responses was carried out on
Mueller-Hinton agar where the suspension was seeded in 3 planes, rotating the
plate 180°, five discs per plate were placed using a sterile forceps, on the surface
of the agar and incubating them at 37 °C for 24 hours exactly. Of the total S.
aureus samples analyzed, 100% (18/18) turned out to be resistant to penicillin,
33% (6/18) to erythromycin and 11% (2/18) to tetracycline, also 67% (12/18) was
resistant to cefoxitin, so it is of great importance to evaluate its prevalence and
establish rigorous measures to prevent and control its spread, to reduce the risk
of new infections. A 100% (18/18) sensitivity to rifampin, ciprofloxacin,
trimethoprim-sulfamethoxazole, linezolid and 94% (17/18) to chloramphenicol,
clindamycin and gentamicin were observed, so the analyzed isolates can be

controlled by these antibiotics.

Keywords: Staphylococcus aureus, antibiotic susceptibility, antibiotic resistance,

disk diffusion.



3. INTRODUCCION

Staphylococcus aureus fue descrito en 1880 por el cirujano-bacteriélogo
Alexander Ogston durante su investigacion sobre infecciones en heridas;
denominandolos con el término griego staphyle=racimo y kokkos = granos (Nina,
2019). Esta bacteria forma parte del filo Firmicutes, familia Staphylococcaceae,
del género Staphyloccocus y especie aureus. Es la bacteria con mayor
relevancia clinica, pero también forma parte de la microbiota comensal de la

mucosa nasal humana de la poblacién general (Gonzales, 2019).

Es una bacteria Gram positiva y mide aproximadamente 0.8 pum de
diametro. Su forma caracteristica es de cocos agrupados en racimos. No forman
esporas, es un anaerobio facultativo, inmovil, que crece en condiciones Optimas
a 37 °Cy pH 7.4 (Sato, et a., 2019). Las colonias de S. aureus desarrolladas
sobre placas de agar sangre se presentan gruesas, brillantes y redondas, de
diametro de 1 a 2 mm. La mayoria de ellas son B-hemoliticas, es decir, forman
un anillo hemolitico transparente alrededor de las colonias, producto de la ruptura
de los globulos rojos. Poseen una capsula de naturaleza polisacarida y son
capaces de descomponer el manitol para emplearlo como fuente de carbono y
resistir considerables concentraciones de sal, haciendo a S. aureus un

microorganismo halotolerante (Guo, et a., 2020).

S. aureus tiene la capacidad de habitar la piel, las membranas mucosas
y otras areas del cuerpo humano como la parte frontal de las fosas nasales, el
area perineal, laingle, el &rea orofaringe, las axilas, las manos e incluso la vagina
(Hernandez et al., 2018).

La presencia de S. aureus en la nasofaringe conduce a la condicion de
portador asintomatico, lo que significa que el individuo alberga el microorganismo

sin mostrar sintomas clinicos, y esto representa una fuente de propagacion de la



bacteria a través del contacto directo con otras personas u objetos que pueden

contaminarse (Hernandez et al., 2020).

Staphylococcus aureus presenta un gran repertorio de infecciones
cutaneas que se clasifican segun la estructura anatomica involucrada, asi:
impétigo: asociado a la epidermis, foliculitis: asociado a la dermis superficial,
fascitis: asociada al tejido celular subcutdneo, mastitis: asociada a la dermis
profunda, foranculos, hidrosadenitis supurada, erisipela y celulitis (Lee, et al.,
2018).

La entrada de S. aureus en el torrente sanguineo ocurre frecuentemente
por la colonizacion de catéteres intravenosos o heridas. S. aureus también se
caracteriza por producir infecciones secundarias en practicamente cualquier
tejido, produciendo una amplia variedad de infecciones como endocarditis,
abscesos tisulares, meningitis, osteomielitis, neumonia necrotizante,
bacteriemia, sindrome del shock téxico, artritis séptica, etc (Lakhundi, et al.,
2018).

El genoma de S. aureus es circular, con un tamafio aproximadamente
de 2.8 millones de bases (Mb). EI genoma core contiene informacion genética
relacionada con el metabolismo celular y la replicacion, comprende
aproximadamente el 75% del genoma de S. aureus y esta muy conservado. El
genoma accesorio comprende el 25% y es responsable de la diversidad genética
y alberga genes responsables de regular la virulencia, la evasion del sistema

inmune y de la resistencia antibiética (Turner, et al., 2019).

El genoma accesorio esta formado por elementos genéticos méviles
MGEs (por sus siglas en inglés, Mobile Genetic Elements) como islas de
patogenicidad, bacteri6fagos, casetes cromosoémicos, transposones Yy
plasmidos, que se adquieren por transferencia horizontal genética (THG) entre
aislados y desempefian un papel muy importante en la adaptacion, virulencia y

supervivencia bacteriana (Turner, et al., 2019).



La resistencia a los antimicrobianos ocurre cuando microorganismos
como bacterias, hongos, virus y parasitos experimentan alteraciones debido a la
exposicion constante a los antimicrobianos, como antibidticos, antifungicos,
antivirales, antipaltdicos o antihelminticos. Esto provoca que los medicamentos
pierdan su eficacia y las infecciones persistan en los organismos, aumentando

asi el riesgo de propagacion a otras personas (OPS, 2021).

Los antibioticos son farmacos empleados en la prevencién y tratamiento
de infecciones bacterianas. La resistencia a los antibiéticos surge cuando las
bacterias sufren mutaciones en respuesta al uso constante de dichos
medicamentos. Esta resistencia esta incrementando en todo el mundo a niveles
preocupantes. Nuevos mecanismos de resistencia aparecen y se propagan por
todo el planeta y pone en peligro nuestra capacidad para tratar enfermedades

infecciosas comunes (ONU, 2021).

S. aureus fue el primer microorganismo de poner en manifiesto la
resistencia a antibiéticos y desarrollar mecanismos, intrinsecos y adquiridos, a
diferentes antibioticos (Lacueva, 2017). Fleming descubri6 la penicilina en el afio
de 1940 y fue pionero en el tratamiento de las infecciones con antibiéticos; sin
embargo, en 1950 la resistencia a la penicilina ya se habia extendido entre los

aislados de S. aureus (Guo, et a., 2020).

La resistencia a la penicilina se debe a la produccion de una enzima
(penicilinasa) que puede hidrolizar el anillo B-lactamico del antibidtico penicilina,
inactivandolo. Esto promovio el desarrollo de una nueva penicilina semisintética
capaz de resistir a la enzima penicilinasa. Este nuevo antibiético fue la meticilina
y controlo eficazmente las infecciones por S. aureus resistentes a la penicilina.
Sin embargo, su constante uso provoco el surgimiento de resistencia a este

nuevo antibidtico (Lee, et al., 2018).



La meticilina es una penicilina semisintética estable a la accién de las [3-
lactamasa producidas por S. aureus. Fue desarrollada especificamente para el
tratamiento de infecciones causadas por productores de B-lactamasas. Los
aislados resistentes a este antibidtico se denominan SARM (S. aureus
resistentes a la meticilina). Otras penicilinas semisintéticas son la oxacilina,

nafcilina, cloxacilina y dicloxacilina (Hernandez et al., 2020).

Entre los principales mecanismos de resistencia antibidtica que exhibe
S. aureus se reportan elementos genéticos moviles como plasmidos,
transposones o el casete estafilococico cromosoma SCCmec (por sus siglas en
inglés staphylococcal cassette chromosome mec). Mutaciones en el cromosoma
se encuentran también entre los principales mecanismos de resistencia a los
antibioticos en S. aureus; entre los que se pueden citar: modificacién enzimatica
del farmaco e inactivacion, modificacion enzimatica del sitio de union del farmaco

y expulsion del farmaco (Foster, 2017).

S. aureus resistentes a meticilina (SARM) contiene un gen se encuentra
inserto en un elemento genético movil, llamado casete cromosomico
estafilococcico o SCCmec (por sus siglas en inglés Staphylococcal Cassette
Chromosome mec) (Lakhundi, et al., 2018). Esta resistencia esta dada por la
sintesis de una proteina supernumeraria de union a penicilina llamada PBP2a,

codificada por el gen mecA (Wang, et al., 2021).

En términos generales, el mecanismo de resistencia a la meticilina en S.
aureus esta relacionado con la produccion de una nueva proteina fijadora de
penicilina (PBP) de 78 kDa, la cual presenta una afinidad reducida hacia la
meticilina y otros B-lactdmicos. Este cambio en la PBP es determinado por un
gen de naturaleza cromosomica llamado gen mec. Este gen contiene loci
distintos, el mecA, que codificaria la PBP2a, y el mecR o gen regulador
(Abdelazeem, 2020).



Existen al menos tres mecanismos de resistencia de S. aureus a los -
lactamicos que han sido descritos. Estos incluyen la produccién de B-
lactamasas, fendmenos de tolerancia y resistencia causados por modificaciones
o presencia adicional de proteinas fijadoras de penicilina (PBP), que se conocen
como resistencia intrinseca a la meticilina. Las penicilinas resistentes a la
penicilinasa, como oxacilina, meticilina y cloxacilina, junto con las cefalosporinas,
tienen una estructura molecular que las protege de la accidén de la B-lactamasa
(Abdelazeem, 2020).

S. aureus tiene una gran capacidad de adquirir resistencia a multiples
clases de antibidticos, complicando asi su tratamiento. La vancomicina es el
farmaco de eleccion para el tratamiento de la infeccion severa causada por
SARM (Lee, et al., 2018).

Aunque la mayoria de los aislados de SARM son sensibles a la
vancomicina y a los antibiéticos introducidos mas recientemente como
daptomicina, linezolid, tedizolid, ceftarolina y ceftobiprol, existe riesgo de
apariciéon de nuevas cepas resistentes a estos antibiéticos. Las infecciones
estafilococicas deben tratarse inicialmente con cloxacilina (o cefazolina) si la
cepa es sensible a meticilina, con vancomicina si es resistente, o también pueden
tratarse con cloxacilina y daptomicina intravenosas en ambos escenarios (Lade,
2021).

En una segunda fase de tratamiento por fallas terapéuticas se
desarrollard una combinacion de rifampicina, idealmente con una
fluoroquinolona. Si las fluoroquinolonas no pudieran ser usadas se recomienda
una combinacién de rifampicina con cotrimoxazol, linezolid, clindamicina, acido
fusidico o daptomicina. Si la rifampicina no pudiera usarse se recomiendan las
combinaciones de daptomicina con fosfomicina, cloxacilina, linezolid,
cotrimoxazol o levofloxacino; o combinaciones de dos antibiéticos orales o
monoterapia con levofloxacino, o moxifloxacino, cotrimoxazol, o linezolid
(Watkins, 2019).



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Analizar la susceptibilidad antimicrobiana de Staphylococcus aureus

provenientes de la Coleccidn Bacteriana — Quito Catodlica (CB-QCA).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Reactivar aislados bacterianos de Staphylococcus aureus
obtenidos de la Coleccion Bacteriana — Quito Catdlica (CB-QCA).

e Confirmar mediante pruebas bioquimicas la identidad de los
aislados bacterianos de Staphylococcus aureus que pertenecen a
la coleccién CB-QCA.

e Determinar los perfiles de susceptibilidad antibiética mediante el

método de difusién por disco Kirby-Bauer.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. POBLACION DE ESTUDIO

Se analizaron aislados bacterianos de S. aureus provenientes de la
Coleccién Bacteriana — Quito Catolica (CB-QCA) y que se caracterizaron a traves
de pruebas bioquimica. Los aislados fueron procesados y analizados en el
Laboratorio de Microbiologia, de la Escuela de Ciencias Biolégicas en la
Pontificia Universidad Catolica del Ecuador. Los aislados se mantienen
almacenados a temperatura ambiente y congelacion (-20 °C y -80 °C

respectivamente).

4.2. REACTIVACION DE LAS BACTERIAS

La reactivacion de los aislados seleccionados en la presente investigacion
inicio transfiriendo de manera aséptica 20 pL de bacteria crioconservada (-20 °C)
a tubos que contenian 5 ml de infusién cerebro-corazén estéril BHI (por sus
siglas en inglés Brain Heart Infusion). Los tubos fueron incubados a bafio Maria

con agitacion a 37 °C por 24 horas.

Luego de la activacion, cada aislado bacteriano fue sembrado por estria
continua sobre placas de Agar Sangre de Cordero al 5 % e incubadas a 37 °C
por 18 - 24 horas. Posterior a la incubacion, fueron revisadas y seleccionadas
Gnicamente colonias con las siguientes caracteristicas: redondas, pequefas,
blancas, brillantes, de borde liso y cuyo crecimiento sobre la placa de agar
sangre haya reportado B-hemodlisis. Estas colonias fueron transferidas a placas

de Agar Manitol Salado BD ® e incubadas a 35 °C por espacio de 18 - 24 horas.
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4.3. IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE Staphylococcus aureus

Después del crecimiento y observacion de la fermentacion en Agar Manitol
Salado BD® de las colonias de S. aureus se procedi6 a realizar la tincion Gram
de las colonias fermentadoras de manitol. A continuacion, se realizaron las

pruebas bioquimicas confirmatorias para Staphylococcus aureus:
Prueba de Catalasa

Esta prueba permitid detectar la produccién de S. aureus de la enzima
catalasa. Se colocd en un portaobjetos una gota de solucidon de peréxido de
hidrogeno (H202) al 3%, sobre la cual se aplic6, con ayuda de un palillo, una
cantidad moderada de colonias bacterianas aisladas en agar nutriente (Jawetz,
Melnick y Adelberg, 2010).

Prueba de coagulasa

Para esta prueba se utilizo plasma de conejo citratado y diluido. En una
proporcién de 1:5 fueron suspendidas colonias de S. aureus en tubos que
contenian 3 ml de plasma de conejo. La suspensiones fueron incubadas a 37

°C por espacio de 2 — 4 horas (Jawetz, Melnick y Adelberg, 2010).

Prueba de DNAsa

A partir de un cultivo puro de S. aureus en agar sangre se realizé6 una
transferencia de colonias, con un asa, al centro de una caja Petri conteniendo
DNasa agar. Luego de la transferencia se incub6 a 35 °C por 18 a 48 horas.
Para realizar la lectura se observé el crecimiento microbiano y se cubrié con
acido clorhidrico (Britania, 2015).

Prueba de Oxidasa

En un portaobjetos se colocd un disco de papel filtro impregnado con

reactivo para-amino-N-dimetil-anilina (discos de oxidasa). Con ayuda de un
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palillo, se transfirié una cantidad considerable de bacteria en la superficie del
disco de oxidasa. S. aureus estaba sembrada en la superficie de una caja de

agar nutriente (Expésito, 2019).

Prueba de Ureasa

Se transfirio al microorganismo sospechoso con crecimiento en agar
nutriente a un medio de cultivo liquido (caldo urea) y se incub6 a 37 °C durante
24 horas.

4.4. MANTENIMIENTO DE LOS AISLADOS

De acuerdo con el protocolo interno del Laboratorio de Microbiologia de la
PUCE, los aislados confirmados como Staphylococcus aureus fueron
conservados a través del método de congelacion estandarizado. Los aislados
fueron suspendidos en 5 ml de caldo infusion cerebro corazon (BHI) e incubados
a 37 °C por 18 horas. Los cultivos fueron adicionados de 30% de glicerol estéril
y correctamente homogenizados con ayuda de una micropipeta. Se transfirieron

alicuotas a microtubos estériles para su congelacion y mantenimiento a -20 °C.

45. DETERMINACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA DE
Staphylococcus aureus

A partir de colonias de Staphylococcus aureus aisladas en placas de agar
nutriente se desarrollé el método cualitativo de difusion en disco Kirby—Bauer
siguiendo la normativa dictada por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2023).

Las pruebas de susceptibilidad antibiética fueron realizadas a partir de los
aislados conservados a -20 °C y transferidos a tubos conteniendo 5 ml de caldo

BHI para posterior incubacion a 37 °C por 24 horas. A partir del crecimiento
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microbiano obtenidos, éste fue transferido a placas de agar nutriente que fueron

incubadas a 37°C por 24 horas.

Se transfirieron 4 a 5 colonias a caldo Mueller-Hinton estéril hasta obtener
la turbidez de 0.5 en la escala de McFarland, verificada en el equipo “Eppendorf
BioPhotometer Plus” y asi alcanzar un inoculo de 1,5 x 108 UFC/ml. Obtenida la
suspension bacteriana ésta fue sembrada, con ayuda de un hisopo estéril, en
una caja Petri desechable de 18x150 mm conteniendo agar Mueller-Hinton
estéril. Este proceso se realizo en los primeros 15 minutos después de ajustado
el inéculo. La suspensiéon fue sembrada en 3 planos rotando la placa 180°, para
asegurar la distribucion del inéculo. Los discos de antibiéticos fueron colocados
en la superficie del agar con ayuda de una pinza estéril y de manera equidistante.

Finalmente, las placas fueron incubadas a 37 °C por 18 - 24 horas.

Los discos de antibioticos probados fueron: Penicilina (P) 10 ug,
Eritromicina (E) 15 pg, Gentamicina (CN) 10 ug, Cloranfenicol (C) 30 g,
Ciprofloxacina (CIP) 5 pg, Clindamicida (CC) ug, Linezolid (LZD) 30 ug,
Tetraciclina (TE) 30 pg, Trimetoprim 23.75 pg-Sulfametoxazol 1.25 pg (STX),
Rifampicina (RA) 5 ug y Cefoxitina (FOX) 30 pg. Los diametros de los halos de
inhibicion obtenidos, en milimetros, fueron interpretados siguiendo los

parametros establecidos por el CLSI 2023.

4.6. ESTADISTICA

Los datos obtenidos fueron analizados a través de una hoja de calculo de
Microsoft Excel. Los porcentajes de resistencia, sensibilidad intermedia y
sensibilidad fueron calculados tomando el total de aislados analizados frente a

cada antibidtico utilizado. Con estos datos se armaron tablas y gréficas.
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5. RESULTADOS

5.1. IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE Staphyloccoccus aureus

Los 18 aislados que fueron analizados por tincion Gram se mostraron

como cocos Gram positivos agrupados en racimos (Figura 1) (Tabla 1).

Figura 1. Fotografia del campo 6ptico de Tincion Gram por microscopia 6ptica (100X). Se
observa la presencia de células procariotas redondas (cocos), Gram positivos y agrupados en

racimos.

El crecimiento de S. aureus sobre las placas de agar sangre mostro la
presencia de colonias blancas, ligeramente amarillas y generalmente (-

hemoliticas (Figura 2).

Figura 2. Crecimiento de S. aureus en placas de agar sangre. Se evidencia la B-hemodlisis
(lisis total de glébulos rojos) generado por la bacteria, como halos transparentes alrededor del
crecimiento bacteriano.
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S. aureus fue capaz de crecen sobre manitol salado al tolerar las altas
concentraciones de sal y utilizar la Unica fuente de carbono (manitol) por medio
de procesos de fermentacion. Esto acidificé el medio y vir6 el pH del color rojo

indicador a amarillo (Figura 3) (Tabla 1).

Figura 3. Crecimiento bacteriano de S. aureus en agar manitol salado. El medio confirmé la
capacidad halotolerante de la bacteria, asi como su capacidad para fermentar el manitol (Unica
fuente de carbono del medio). La fermentacion se registra con el cambio de coloracién del medio

de rojo a amarillo.

Los aislamientos confirmados por medio de tincibn Gram y crecimiento
en agar sangre y crecimiento en agar manitol salado fueron sometidas a 5
pruebas definitivas en la confirmacién de la identidad de S. aureus: catalasa,

coagulasa, ADNasa, oxidasa y ureasa.

La presencia de la enzima catalasa producida por S. aureus se evidencio
gracias a la formacién de burbujas producidas por la degradaciéon del peroxido

de hidrogeno (H202) en agua (H20) y oxigeno (O2) (Figura 4) (Tabla 1).
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Figura 4. Prueba positiva de catalasa. La presencia de burbujas luego del contacto de las
colonias de S. aureus con el peroxido de hidrégeno, demuestran la liberacion de oxigeno debido

a la presencia de la enzima catalasa producida por la bacteria.

La prueba de coagulasa mostr6 como la enzima proteasa producido por
S. aureus convierta el fibrindgeno, presente en el plasma sanguineo, en fibrina

dando como resultado la formacion de un coagulo (Figura 5) (Tabla 1).

Figura5. Pruebade coagulasa positiva en laidentificacion de S. aureus. Eltubo con plasma
de conejo muestra la formaciéon de un coagulo revelando que le microorganismo produce la

enzima coagulasa.
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La prueba de DNasa mostr6 la presencia de la enzima

desoxirribonucleasa producida por S. aureus que se evidencio por la formacion

de un halo alrededor del crecimiento bacteriano en agar ADN luego de agregar
acido clorhidrico 1N (Figura 6) (Tabla 1).

Figura 6. Prueba de DNasa positiva. Produccion de DNasa de S. aureus revelado por la

formacion de una zona transparente alrededor del area de crecimiento de S. aureus.

La prueba de oxidasa determiné la ausencia de la enzima oxidasa en S.
aureus. Esta enzima activa la oxidacion del citocromo que es reducido por la
accion del oxigeno molecular y se pon en evidencia por el viraje de color del
disco de oxidasa de blanco a morado (Figura 7) (Tabla 1).

Figura 7. Prueba de oxidasa negativa para S. aureus. El papel filtro con reactivo muestra la
ausencia de la enzima oxidasa en S. aureus. Se observa la ausencia de cambio de color del

papel de prueba de blanco a morado, revelando una prueba negativa.
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La prueba de ureasa determina la capacidad de un organismo de
hidrolizar la urea. Se observé que el medio de cultivo liquido toma un color fucsia,
debido a la alcalinizacién de éste por la produccion de amonio (Figura 8) (Tabla
1).

Figura 8. Prueba de ureasa positiva para S. aureus. Presencia de S. aureus capaces de
hidrolizar la urea revelado por la coloracién fucsia que adquiere el medio debido a su

alcalinizacion.
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Tabla 1. Identificacién bioquimica de los aislados bacterianos de

Staphyloccocus aureus

Pruebas Bioquimicas de Identificacion

Codigo Tincion _ Identificacion
PUCE Gram Catalasa Coagulasa Oxidasa DNAasa Ureasa

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4524 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4556 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4571 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4576 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4583 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4584 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4587 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4634 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4655 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4714 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4722 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4723 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4724 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4749 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4784 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4839 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4873 + + - + +

Gram + aureus

Cocos Staphyloccocus
CB-QCA 4874 + + - + +

Gram + aureus

(CB-QCA), Coleccion Bacteriana — Quito Catdlica; (+), reaccion positiva; (-) reaccion negativa.



19

5.2. DETERMINACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA DE
Staphylococcus aureus

Todos los 18 aislados bacterianos de Staphylococcus aureus
provenientes de la Coleccion Bacteriana — Quito Catolica (CB-QCA) mostraron
resistencia a la Penicilina 100% (18/18). El 94% (17/18) de los aislados fueron
sensibles a la gentamicina y el 6% (1/18) de los aislados mostré sensibilidad
intermedia. EI 67% (12/18) de los aislados fueron sensibles a la eritromicina y el
33% (6/18) fueron resistentes. El 67% (12/18) de los aislados fueron resistentes

a cefoxitina y el 33% (6/18) fueron sensibles (Tabla 2).

El porcentaje de sensibilidad de la tetraciclina fue del 83% (15/18) entre
los aislados, de sensibilidad intermedia fue de 6% (1/18) y de resistencia del 11%
(2/18). La clindamicina mostro una sensibilidad del 94% (17/18) de los aislados
y un porcentaje de sensibilidad intermedia del 6% (1/18). Los antibi6ticos
rifampicina, linezolid, trimetoprim-sulfametoxazole y ciprofloxacina mostraron
sensibilidad en el 100% (18/18) de los aislados analizados (Tabla 2).

Tabla 2. Tabla de frecuencias porcentuales de la susceptibilidad antibiética
de Staphylococcus aureus de la Colecciéon Bacteriana — Quito Catdlica (CB-
QCA).

Antibiéticos N Sensibilidad Resistencia Intermedio
aislados e % N° % N° %
Rifampicina 18 18 100 0 0 0 0
Ciprofloxacina 18 18 100 0 0 0 0
Cloranfenicol 18 17 94 0 0 1 6
Clindamicina 18 17 94 0 0 1 6
Eritromicina 18 12 67 6 33 0 0
sufametoxazole 18 100 0 0 0 0
Linezolid 18 18 100 0 0 0 0
Gentamicina 18 17 94 0 0 1 6
Tetraciclina 18 15 83 2 11 1 6
Penicilina 18 0 0 18 100 0 0
Cefoxitina 18 6 33 12 67 0 0

N°, nimero de aislado; %, porcentaje
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Diametro de las zonas de inhibicion (mm) e interpretacién (S, R, )

Cdédigo PUCE Identificacion
RA CIP C cC E SXT LzZD CN TE P FOX

CB-QCA 4524 Staphylococcus aureus  30(S) 25(S) 27(S) 26(S) 25(S) 29(S) 29(S) 21(S) 28(S) 9(R) 14 (R
CB-QCA 4556 Staphylococcus aureus 29(S) 34 (S) 22(S) 24(S) 33(S) 18(S) 38(S) 21(S) 33(S8) 9(R) 20(R)
CB-QCA 4571 Staphylococcus aureus  40(S) 39(S) 30(S) 32(S) 9 (R) 36(S) 39(S) 28(S) 21(S) 8(R) 14 (R
CB-QCA 4576 Staphylococcus aureus 32 (S) 25(S) 25(S) 26(S) 25(S) 22(S) 25(S) 20(S) 26(S) 9(R) 20(R)
CB-QCA 4583 Staphylococcus aureus  30(S) 24(S) 22(S) 25(S) 24(S) 19(S) 30(S) 22(S) 18(H) 9MR®R 17(R)
CB-QCA 4584 Staphylococcus aureus  30(S) 27(S) 20(S) 25(S) 25(S) 20(S) 28(S) 21(S) 27(S) 8(R) 14 (R
CB-QCA 4587 Staphylococcus aureus  40(S) 33(S) 24(S) 25(S) 24(S) 32(S) 31(S) 21(S) 31(S) 15(R) 34(9)
CB-QCA 4634 Staphylococcus aureus  30(S) 22(S) 25(S) 25(S) 9 (R) 30(S) 32(S) 22(S) 33(S) 15(R) 32(9)
CB-QCA 4655 Staphylococcus aureus 33 (S) 24(S) 25(S) 30(S) 13(R) 31(S) 32(S) 24(S) 32(S) 15(R) 32(9)
CB-QCA 4714 Staphylococcus aureus  40(S) 39(S) 30(S) 32(S) 9 (R) 36(S) 39(S) 28(S) 21(S) 8 (R) 32(9)
CB-QCA 4722 Staphylococcus aureus 36 (S) 28(S) 21(S) 22(S) 19(S) 32(S) 38(S) 32(S) 38(S) 9 (R) 18(R)
CB-QCA 4723 Staphylococcus aureus 34 (S) 33(S) 20(S) 25(S) 25(S) 25(S) 28(S) 23(S) 24(S) 16(R) 35(9)
CB-QCA 4724 Staphylococcus aureus  29(S) 29(S) 14 () 27(S) 19(S) 30(S) 28(S) 22(S) 33(S) 11 (R) 16 (R)
CB-QCA 4749 Staphylococcus aureus 31 (S) 27(S) 19(S) 18 (I) 29(S) 29(S) 28(S) 23(S) 30(S) 9 (R) 17(R)
CB-QCA 4784 Staphylococcus aureus 32 (S) 23(S) 22(S) 26(S) 25(S) 30(S) 30(S) 23(S) 35(S) 23(R) 30(9)
CB-QCA 4839 Staphylococcus aureus 34 (S) 22(S) 20(S) 25(S) 27(S) 28(S) 29(S) 21(S) 28(S) 14(R) 35(9)
CB-QCA 4873 Staphylococcus aureus 32 (S) 30(S) 22(S) 27(S) 6 (R) 29(S) 30(S) 17(S) 8 (R) 10(R) 15(R)
CB-QCA 4874 Staphylococcus aureus 34 (S) 30(S) 24(S) 29(S) 6 (R) 29(S) 29(S) 13 () 9 (R 11 (R) 16 (R)

Coleccion Bacteriana - Quito Catodlica (CB-QCA); milimetros (mm); S, Sensible; R, Resistente
Clindamicina (CC); eritromicina (E); Trimetoprim/sulfametoxazol (STX); Linezolid (LZD); Gentamicina (CN); Tetraciclina (TE); Penicilina (P), Cefoxitina (FOX).

; |, Intermedio; Rifampicina (RA); Ciprofloxacina (CIP); Cloranfenicol (C);
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Se utiliz6 un calibrador “Truper (Vernier caliper)” para calcular el
diametro de las zonas de inhibicion (en milimetros) formado por cada uno de los
11 antibiéticos probados en cada una de las placas. Se utiliz6 la hoja de calculo
Microsoft Excel para el andlisis de datos obtenidos y se registraron en tablas con

sus respectivas cantidades y porcentajes (Figura 9) (Tabla 3).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Porcentaje

RA CIp C cC E SXT LZD CN TE FOX P TOTAL
Sensibilidad  100%  100% 94% 94% @ 67% 100% 100% 94% @ 83% 33% 0% 83%
Intermedia = 0% 0% 6% 6% 0% 0% 0% 6% 6% 0% 0% 2%
Resistencia =~ 0% 0% 0% 0% 33% 0% 0% 0% 11%  67% 100% 14%

Antibidticos

Sensibilidad Intermedia Resistencia

Figura 9. Porcentaje de la susceptibilidad antibidtica de los aislados
bacterianos de Staphylococcus aureus provenientes de la Coleccién
Bacteriana — Quito Catolica (CB-QCA).

Leyenda: Rifampicina (RA); Ciprofloxacina (CIP); Cloranfenicol (C); Clindamicina (CC);
eritromicina (E); Trimetoprim-sulfametoxazole (STX); Linezolid (LZD); Gentamicina (CN);
Tetraciclina (TE); Penicilina (P), Cefoxitina (FOX). S, Sensible; R, Resistente; I, Intermedio.

Los diametros observados de los halos de inhibicion obtenidos se compararon
segun los parametros establecidos por el CLSI, 2023, después de la incubacion
a 37 °C por 18 horas (Figura. 10).
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Figura 10. Antibiogramas de tres aislados de Staphyloccocus aureus provenientes
de la Coleccién Bacteriana-Quito Catdlica (CB-QCA).
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6. DISCUSION

El andlisis de la susceptibilidad a los antibioticos en los 18 aislados
bacterianos de Staphylococcus aureus provenientes de la Coleccion Bacteriana
— Quito Catdlica (CB-QCA) correspondieron a la especie bacteriana incluida en
la lista mundial de amenazas urgentes y de gran interés clinico de la OMS
(Organizacién Mundial de la Salud) (Ross et al., 2020).

En este estudio se observd que todos los aislados de S. aureus
evaluados son resistentes a la penicilina. En Ecuador, otros estudios también
han evaluado la susceptibilidad de S. aureus frente a penicilina, demostrando
gue el 100% de los aislados evaluadas fueron resistentes (Vallejo, Andrande,
Orellana & Ortiz, 2022). Este hecho demuestra la enorme dispersion de la
resistencia a penicilina dentro de S. aureus debido a la exposicidn excesiva al

antibiético durante afnos.

En el presente trabajo se observo que el 33% de los aislados evaluados
presentaron resistencia a eritromicina con resistencia a penicilina. A esto se
suma la existencia de resistencia cruzada a otros agentes macrolidos
(claritromicina, azitromicina, telitromicina), que convertirian a S. aureus en un
microorganismo multirresistente. Esta capacidad se da gracias a la plasticidad
del genoma de S. aureus para adquirir caracteristicas genotipicas que le
confieren resistencia a varios antibiéticos. Esto limita el uso de varios agentes
antibiéticos como alternativa a la penicilina para tratar infecciones causadas por
esta especie. Sin embargo, el 67% de los aislados evaluados no presentaron
resistencia a eritromicina, concordando con en el estudio de Gonzalez et al.,
2021 que obtuvo una sensibilidad del 61.2% de los 193 aislamientos de la

cavidad oral sana que analiz6 en la ciudad de Cali.
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Resultados obtenidos a partir de estudios sobre vigilancia
epidemioldgica de Staphyloccocus aureus en la Ciudad de Cuenca - Ecuador,
demostraron alta sensibilidad a tetraciclina (Zambrano et al., 2022) que coincide
con los resultados obtenidos en este trabajo donde se evidencia bajo porcentaje

de resistencia a tetraciclina dentro de los aislados evaluados.

Estudios realizados por Orbe et al., 2022 obtuvieron 6 aislados de S.
aureus que registraron el 50% de sensibilidad a la gentamicina y 16% de
sensibilidad intermedia a gentamicina. Comparando con los resultados obtenidos
en este trabajo donde el 94% es sensible a gentamicina y el 6% tiene sensibilidad
intermedia al mismo. Se constata que el resultado intermedio en ambos estudios

es igual, indicando que la bacteria esta adquiriendo resistencia.

El trabajo mostré que el 100% de los aislados evaluados presentaron
sensibilidad a rifampicina. Resultados que coinciden con la investigacién de
Uttarakhand, Gwalior & Karnataka, del afio 2019, demostrando que el 100% de
los aislados de S. aureus eran sensibles a rifampicina. Ambos estudios

demuestran una efectividad y la eficacia de rifampicina frente a S. aureus.

La presente investigacion registré que el 100% de los aislados
analizados fueron sensibles a ciprofloxacina. Segun Bartolomé & Solves en el
afo 2020, se encontré un considerable resultado de sensibilidad, por parte de S.
aureus, a la ciprofloxacina. Los resultados obtenidos se presentaron en

infecciones osteoarticulares, cutaneas y de tejidos blandos.
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La investigacion realizada por Corina, 2019, analiz6 la actividad
antibiotica de trimetroprim-sulfametoxazol frente a S. aureus en infecciones de
la piel, registrando 92% de sensibilidad. Los resultados reportados en el
presente trabajo fueron del 100% de sensibilidad a trimetroprim-sulfametoxazol.
Por tanto, este antibidtico también se convierte en una importante opcion

terapéutica contra infecciones de S. aureus.

Los resultados de la investigacion de Burbano et al.,, 2020 sobre
infecciones cutaneas en el Hospital Provincial de Ambato-Ecuador, reporté una
sensibilidad del 100% a linezolid en aislados de S. aureus. Coincide con los
resultados obtenidos en el presente trabajo que también report6 100% de

sensibilidad a linezolid.

Una investigacion realizada en Chile por Aravena et al., 2021 indicé que
el 98,4% de los aislados fue sensible a cloranfenicol. La presente investigacion
obtuvo el 94% de los aislados sensible a cloranfenicol. Sin embargo,
comparandolo con reportes recientes de Giacoboni et al., 2022 no tienen ninguna
similitud. En éste se evidencio resistencia del 100% a cloranfenicol en la

circulacién de S. aureus resistentes a meticilina y multirresistente para Argentina.

Los andlisis desarrollados por el Complejo Asistencial Universitario de
Ledn en el afio 2022 mostraron que aislados de S. aureus resistentes a meticilina
(SARM) obtuvieron el 68% de sensibilidad a clindamicina. En relacion con los
resultados obtenidos en el presente trabajo se obtuvo el 94% de sensibilidad a
clindamicina. En ambos casos la sensibilidad a clindamicina es alto y se traduce

en un buen empleo de este antibidtico ante S. aureus.

Dentro del CLSI 2023 se ha recomendado parametros alternativos en la
prueba de susceptibilidad de disco de cefoxitina, siendo un método mas preciso
para evidenciar la resistencia a meticilina mediada por el gen mecA en

estafilococos implicando la resistencia a todos los betalactamicos (CLSI, 2023).
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Segun Vergara, 2021 su investigacion en infecciones asociadas a
Staphyloccocus aureus en un hospital de Monteria, Cordoba, reporto6 resistencia
del 90% a cefoxitina. Esto demuestra el considerable aumento de la resistencia
a este antibidtico, en consecuencia, un numero considerable de aislados SARM.
El estudio de Suarez et al., 2020 de la susceptibilidad antibiética de S. aureus

obtenidos de muestras nasales, registré el 34,8% de resistencia a Cefoxitin.
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7. CONCLUSIONES

Los procesos de almacenamiento de los aislados bacterianos estudiados
fueron 6ptimos y garantizaron la supervivencia del aislado al almacenamiento.
Esto se constatd al momento de la activacién, donde el 100% de los aislados

fueron viables para la ejecucion del presente estudio.

Las caracteristicas bioquimicas propias de Staphylococcus aureus
permitieron el planteamiento de un proceso sistematico de identificacion
eficiente. Las pruebas bioquimicas empleadas confirmaron la identidad de la
bacteria a nivel de especie de manera 6ptima, sin la necesidad de complementar

la identificacion con métodos mas costosos por Biologia Molecular.

Las cepas de Staphylococcus aureus almacenadas en la Coleccion
Bacteriana — Quito Catdlica (CB-QCA) presentan sensibilidad a la mayoria de los
antibioticos, con excepcion de la penicilina y cefoxitina. Los aislados evaluados
pueden ser controlados clinicamente mediante el empleo de antibiéticos de uso

rutinario.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Evolucion de la Resistencia en Staphyloccocus aureus

4
3 >
2 >
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MRSA: Staphyloccocus aureus resistente a la meticilina, VISA: Staphyloccocus aureus
con resistencia intermedia a la vancomicina, VRSA: Staphyloccocus aureus resistente
a la vancomicina, CA-MRSA: MRSA adquirida en la comunidad.

Fuente: Chambers HF, DeLeo FR. Waves of resistance:Staphylococcus aureus in the
antibiotic era. Nature Review Microbiology. 2009; 7:629-41
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Anexo 2. Aislados bacterianos de Staphylococcus aureus provenientes de
la Coleccion Bacteriana — Quito Catélica (CB-QCA).

Aislados de S. aureus de la Coleccién Bacteriana — Quito Catodlica utilizados en el
presente estudio: CB-QCA 4524, CB-QCA 4556, CB-QCA 4571, CB-QCA 4576, CB-
QCA 4583, CB-QCA 4584, CB-QCA 4587, CB-QCA 4634, CB-QCA 4655, CB-QCA
4714,CB-QCA 4722, CB-QCA 4723, CB-QCA 4724, CB-QCA 4749, CB-QCA 4784, CB-
QCA 4839, CB-QCA 4873, CB-QCA 4874

Anexo 3. Antibidticos empleados en el desarrollo del Antibiograma de
Staphyloccocus aureus

Antibidticos: Penicilina (P) 10 pg, Eritromicina (E) 15 pg, Gentamicina (CN) 10
1g, Cloranfenicol (C) 30 pg, Ciprofloxacina (CIP) 5 ug, Clindamicida (CC) ug,
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Linezolid (LZD) 30 pg, Tetraciclina (TE) 30 pg, Trimetoprim 23.75 ug -
sulfametoxazole 1.25 pg (STX), Rifampicina (RA) 5 pg, Cefoxitina (FOX) 30 ug.



