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Palabras claves: Resumen

S. aureus, Introduccion: las infecciones asociadas a la asistencia sanitaria
ambiente constituyen un problema mundial, debido al aumento de la tasa
nosocomial, IAAS, de morbimortalidad, una de las principales causas es la
enterobacterias, transmisiébn  mediante  superficies  inanimadas.  Las
resistencia enterobacterias y Staphylococcus aureus, son de mayor
bacteriana. prevalencia en el ambiente nosocomial. Objetivo: caracterizar

la frecuencia y susceptibilidad antimicrobiana en bacterias
aisladas a partir de superficies inanimadas del area de cirugia y
quiréfano del hospital Homero Castanier Crespo, Azogues -
Ecuador. Metodologia: se realiz6 un estudio de tipo
observacional descriptivo, de corte transversal. Se recolectaron
110 muestras de las superficies inanimadas de cirugia y
quir6fano del hospital Homero Castanier Crespo. Para la
identificacién de S. aureus se utiliz6 métodos fenotipicos
(Manitol Salado y DNAsa) y genotipicos como: genes de
identificacion (nucA y femB) y genes de resistencia (blaZ, mecA
y vanA) mediante PCR punto final. En tanto que, para las
enterobacterias se emple6 métodos fenotipicos (Agar
Cromogénico UTIC). Para la deteccién de las enzimas: BLEE,
AmpC vy carbapenemasas se uso la técnica de Kirby Bauer.
Resultados: la frecuencia de S. aureus fue de 2,72% (3/110). El
66,6% (2/3 cepas) fue resistente a penicilina, el 33,3% (1/3
cepas) a meticilina y el 100% fue sensible a vancomicina. La
frecuencia de E. coli fue de 5,45% (5/110). Conclusion: la baja
frecuencia de aislados de S. aureus y E. coli se debe a que, las
superficies examinadas corresponden a las areas del hospital que
mayor énfasis hace en la aplicacién de protocolos de limpieza 'y
desinfeccion. Area de estudio: bacteriologia.

Abstract

Keywords: S. ] ] ] ] )
Introduction: healthcare-associated infections are a worldwide

il;:)lfc;mial problem, due to the increase in morbimortality rate, one of the
environment, main causes is transmission through inanimate surfaces.
HCAIS, Enterobacteriaceae and Staphylococcus aureus are most
enterobacteria, prevalent in the nosocomial environment. Objective: to
bacterial characterize the frequency and antimicrobial susceptibility of
resistance. bacteria isolated from inanimate surfaces in the surgical and

operating room area of the Homero Castanier Crespo Hospital,
Azogues - Ecuador. Methodology: a cross-sectional descriptive
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observational study was conducted. A total of 110 samples were
collected from inanimate surfaces of the surgery and operating
room of the Homero Castanier Crespo hospital. Phenotypic
methods were used to identify S. aureus (Mannitol Salt Agar and
rhDNase) and genotypic methods such as identification genes
(nucA and femB) and resistance genes (blaZ, mecA, and vanA)
by endpoint PCR. Phenotypic methods were used for
enterobacteria (UTIC Chromogenic Agar). For the detection of
enzymes: ESBLs, AmpC, and carbapenemases, the Kirby Bauer
technique was used. Results: the frequency of S. aureus was
2.72% (3/110). The 66.6% (2/3 strains) were resistant to
penicillin, 33.3% (1/3 strains) to methicillin, and 100% were
sensitive to vancomycin. The frequency of E. coli was 5.45%
(5/110). Conclusion: the low frequency of S. aureus and E. coli
isolates is since the surfaces examined correspond to the areas of
the hospital that place the greatest emphasis on the application
of cleaning and disinfection protocols.

Introduccion

El ambiente nosocomial, constituye un reservorio y fuente de infeccion para el paciente
ingresado. Esta conformado por el personal médico y pacientes, asi como por dispositivos
médicos y superficies inanimadas que pueden albergar microorganismos (1). Las
infecciones asociadas a la asistencia sanitaria (IAAS) son definidas como las infecciones
contraidas durante la estancia hospitalaria, es decir que no se habian manifestado al
momento de ingreso (2).

La resistencia bacteriana forma parte de un proceso particular en su evolucion natural.
Este fendbmeno ha incrementado en los ultimos afios debido al uso irracional de
antibidticos lo que conlleva al incremento de la tasa de morbimortalidad por
enfermedades infecciosas (3).

Las superficies inertes son susceptibles a estar colonizadas por microorganismos, puesto
que existe una constante manipulacién por parte del personal de salud. Lo cual, ocasiona
la contaminacion del ambiente nosocomial, por consiguiente, los microorganismos
pueden transmitirse por contacto directo o indirecto, por inhalacion o ingesta (4).
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A nivel nacional no existe un sistema de vigilancia de infecciones nosocomiales en el que
se pueda registrar su frecuencia a nivel de los diferentes centros de salud (5). Varias de
las instituciones publicas y privadas han implementado varios proyectos para controlar
las infecciones a nivel hospitalario. La importancia de los sistemas de vigilancia se basa
en reducir la presencia de los microorganismos y mejorar la calidad de las instituciones
de salud en un claro beneficio de los pacientes (6).

En 2019 el hospital Especializado Integral Ayder de la ciudad de Mekelle, Etiopia se
planted el determinar la contaminacion bacteriana en superficies inanimadas y su
susceptibilidad antimicrobiana. Entre sus resultados se observo la presencia de E. coli y
K. pneumoniae en diferentes equipos médicos, ademas de ser resistentes a penicilina,
amoxicilina/acido clavulanico y ampicilina. Por otro lado, se report6 S. aureus resistente
a ciprofloxacina, gentamicina y tetraciclinas (7).

La presente investigacion tiene como objetivo caracterizar la frecuencia y susceptibilidad
antimicrobiana en bacterias aisladas a partir de superficies inanimadas del area de cirugia
y quirofano del hospital Homero Castanier Crespo. Azogues — Ecuador.

Metodologia

Se realiz6 un estudio de tipo observacional descriptivo, de corte transversal. EI universo
de estudio lo conformaron las areas de cirugia y quiréfano del hospital Homero Castanier
Crespo, Azogues - Ecuador. Se realizd un muestreo de tipo no probabilistico por cobertura
total de superficies inertes en la Institucion de Salud participante. Se recolectaron 110
muestras procedentes de las &reas mencionadas. La toma de estas en el hospital fue de
imprevisto para evitar procesos de desinfeccion previa.

Criterios de inclusion

e Superficies de mayor contacto (camillas, mesas, interruptores, manijas, porta
sueros y equipos médicos) de las areas de quiréfano y cirugia.

Criterios de exclusion
e Areas fuera de quiréfano y cirugia.

Toma de muestra: las muestras se obtuvieron mediante la técnica de hisopo estéril de
superficies inertes segun las normas INEN—Ecuador, mismos que fueron embebidos en
caldo Trypticasa soya en tubos tapa rosca. Para su correcta conservacion y precautelar la
viabilidad, las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Bioquimica y Farmacia de la Universidad Catélica de Cuenca (8).

Identificacion Bacteriologica, mediante métodos fenotipicos
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Identificacion de Staphylococcus aureus: se realizd la siembra de las muestras en agar
Manitol Salado, una vez que se presento el crecimiento bacteriano de manera pura y con
colonias aisladas se realizd las siguientes pruebas microbioldgicas: tincion de Gram,
catalasa, coagulasa, DNAsa (9).

Identificacion de Enterobacterias: se llevo a cabo mediante la siembra de las muestras en
el agar Cromogénico UTIC (Urinary Tract Infection Chromagar, por sus siglas en inglés),
que permite identificar E. coli, Enterococcus spp., Providencia spp., Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Proteus spp. y Morganella spp. Para la lectura, interpretacion e
identificacion se realizo de acuerdo a los lineamientos establecidos por el fabricante (10).

Susceptibilidad y resistencia antimicrobiana

Se realiz6 antibiogramas tanto para Staphylococcus aureus y para enterobacterias
mediante la técnica Kirby Bauer o disco difusion. Este procedimiento se llevé a cabo
segun los lineamientos establecidos en el Instituto de estandares para el laboratorio clinico
(12).

Para Staphylococcus aureus se utilizé los antibidticos: penicilina, cefoxitina,
gentamicina, eritromicina, tetraciclina, ciprofloxacina, levofloxacina, nitrofurantoina,
clindamicina, trimetoprima/sulfametoxazol, cloranfenicol, rifampicina, linezolid,
vancomicina, azitromicina y norfloxacina.

Por otro lado, para las enterobacterias se utilizd: ampicilina/sulbactam,
amoxicilina/clavulanico, cefuroxima, cefotaxima, ceftazidima, cefepime, cefoxitina,
aztreonam, meropenem, imipenem, colistina, amikacina, gentamicina, ciprofloxacina,
levofloxacina, trimetoprima/sulfametoxazol, fosfomicina, &cido nalidixico, cloxacilina y
tigeciclina.

Deteccion de mecanismos de resistencia

Luego de las pruebas de susceptibilidad in vitro (antibiograma), se realizd pruebas
fenotipicas para la deteccion de los siguientes mecanismos de resistencia:

Staphylococcus aureus

1. Resistencia in vitro a penicilina, técnica de Kirby Bauer o disco difusion (posibles
mecanismos de resistencia, expresion de gen blaz).

2. Resistencia in vitro a meticilina, técnica de Kirby Bauer o disco difusion, se utilizo
cefoxitina (posibles mecanismos de resistencia, expresion del gen mecA).

3. Resistencia in vitro a vancomicina, mediante la MIC (Minimum Inhibitory
Concentration, por sus siglas en inglés), se utilizd E-test de vancomicina (posibles
mecanismos de resistencia, expresion del gen vanA).
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4. Resistencia inducible a clindamicina, técnica de Kirby Bauer o disco difusion,
mediante la colocacidn estratégica de discos Clindamicina y Eritromicina a una distancia
no mayor de 20 mm (prueba D-test) (12).

Enterobacterias

e Resistencia a cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generacion (de
manera variable), presencia de enzimas Betalactamasas de Espectro Extendido
(BLEE). Se llevd a cabo mediante la técnica de disco difusion, se coloco
estratégicamente los discos de Amoxicilina / Acido clavulanico (AMC), més
cefotaxima y ceftazidima a una distancia no mayor de 20 mm entre los discos (13).

e Resistencia a cefalosporinas de primera, segunda, tercera generacion y aztreonam
(excepto cefalosporinas de cuarta y carbapenémicos), presencia de enzimas
Betalactamasas de tipo AmpC. Se llev6 a cabo mediante la técnica de disco difusion,
se colocd estratégicamente los discos de cloxacilina (Inhibidor), mas ceftazidima
(sustrato) y cefotaxima (sustrato), a una distancia no mayor de 20 mm entre los discos
(14).

Identificacion molecular de Staphylococcus aureus

Para la extraccion de ADN se utiliz6 el método de lisis alcalina con Sodio Dodecilsulfato
(SDS) al 1% en NaOH al 0,25N. Por otra parte, para la identificacion molecular se emple6
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) tanto
para la identificacion de la bacteria nucA y femB, como para los genes blaZ, mecA y vanA
que codifican para resistencia a penicilina, meticilina y vancomicina. La separacion de
los productos de PCR se llevd a cabo por electroforesis en gel de agarosa al 2% y se
visualizd en el transiluminador (UV). La amplificacién de los genes se realiz6 segun los
protocolos descritos por Vallejo et al. (15).

Resultados

De las 110 muestras aisladas de los ambientes nosocomiales de quir6fano y cirugia del
hospital Homero Castanier Crespo — Azogues, se identificaron microbiol6gicamente
mediante fermentacion de manitol salado, catalasa, coagulasa y DNAsa seis cepas
positivas para S. aureus. Sin embargo, mediante la amplificacién de los genes nucA
(figura 1), y femB (figura 2), resultaron tres cepas positivas, correspondiente al 2.72 % de
frecuencia de S. aureus entre las dos areas mencionadas.

Lo que llama la atencion es que una de ellas amplifico para nucaA sin amplificacion para
femB. No obstante, se considera esta muestra como positiva dado que el gen nucA codifica
a la termonucleasa extracelular (TNasa) que produce S. aureus y contribuye como criterio
de diagndstico para la misma. Mientras que, femB esté involucrado en el entrecruzamiento
del peptidoglucano de la pared celular, interviniendo en la identificacion de esta bacteria.
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Sin embargo, su no amplificacion se pudo deber a varios factores tales como: el disefio
inapropiado de los cebadores, cantidad y calidad de concentracion del ADN e incluso el
tipo y cantidad de ADN polimerasa (16).

1

Figura 1. Corrida electroforética para la
deteccion del gen nucA.

Nota: producto de PCR, para el gen nucA (270
pb) en cepas de Staphylococcus aureus aisladas
de superficies inertes en el Hospital Homero
Castanier Crespo, Azogues.

Carril: 1 Ladder, 2 Control positivo, 3 Control
negativo, 4-5 y 9 Cepas negativas para el gen
nucA, 6-7 y 8 Cepas positivas para el gen nucA,
10 Ladder.

Figura 2. Corrida electroforética para la
deteccion del gen femB.

Nota: producto de PCR, para el gen femB (651 pb)
en cepas de Staphylococcus aureus aisladas de
superficies inertes en el Hospital Homero
Castanier Crespo, Azogues.

Carril: 1 Ladder, 2 Control positivo, 3 Control
negativo, 4-5-8-9 Cepas negativas para el gen
femB, 6 y 7 Cepas positivas para el gen femB,
10 Ladder.

De las tres cepas de S. aureus comprobadas bioguimica y molecularmente mostraron
100% de sensibilidad a wvancomicina, gentamicina, tetraciclina, ciprofloxacina,
levofloxacina, nitrofurantoina, trimetropim sulfametoxazol, cloranfenicol, rifampicina y
linezolid. Mientras que, el 66,6% fueron resistentes a penicilina, por otra parte, el 33,3%
de resistencia para, cefoxitina, azitromicina y norfloxacina (ver tabla 1). No obstante, se
identifico D-test negativo.

Tabla 1. Susceptibilidad de Staphylococcus aureus a los diferentes antibioticos

Muestra P FOX VA CN TE CIP LEV NIT SXT C RD LNZ AZM NOR
53 R R S s s s S S S S S S R R
56 R S S s s s S S S S S S S S

3 S S S s s s s s S S S S S S
Leyenda: S: sensible; R: resistente; I: sensibilidad intermedia. P: penicilina; FOX: cefoxitina; CN:
gentamicina; TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; LEV: levofloxacina; NIT: nitrofurantoina; SXT:
trimetoprima/sulfametoxazol; C: cloranfenicol; RD: rifampicina; LNZ: linezolid; VA: vancomicina E-test;
AZM: azitromicina; NOR: norfloxacina.
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Sin embargo, es importante denotar los patrones de susceptibilidad a vancomicina,
meticilina y penicilina asociados a los genes de resistencia vanA, blaZ y mecA. El 100%
fue sensible a vancomicina, el 66,6% resistente a penicilina y el 33,3% resistente a
cefoxitina, como se aprecia en la tabla 2.

Tabla 2. Patrén de susceptibilidad y genes de resistencia en Staphylococcus aureus

Antibidtico testeado Antibiograma-Resistente Genes de resistencia
Penicilina 66,6% (2/3) blaz
Cefoxitina 33,3% (1/3) mecA
Vancomicina 0% (0/3) vanA

Figura 3. Corrida electroforética para la deteccién del gen de resistencia vanA.

Nota: producto de PCR, para el gen vanA (732 pb) en cepas de Staphylococcus aureus
aisladas de superficies inertes en el Hospital Homero Castanier Crespo, Azogues.
Carril: 1 Ladder, 2 y 3 Control positivo, 4 y 5 Control negativo para el gen vanA, 6 —7
y 8 Cepas negativas para el gen vanA, 9 Ladder.

Figura 4. Corrida electroforética para la deteccion del gen de resistencia blaZ

Nota: producto de PCR, para el gen blaZ (674 pb) en cepas de Staphylococcus
aureus aisladas de superficies inertes en el Hospital Homero Castanier Crespo,
Azogues. Carril: 1 Ladder, 2 y 3 Control positivo, 4 y 5 Control negativo, 6 y
7 Cepas positivas para el gen blaz, 8 cepa negativa para el gen blaz, 9 Ladder.
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Figura 5. Corrida electroforética para la deteccion del gen de resistencia mecA

Nota: producto de PCR, para el gen mecA (310 pb) en cepas de Staphylococcus
aureus aisladas de superficies inertes en el Hospital Homero Castanier Crespo,
Azogues.

Carril: 1 Ladder, 2 Control positivo, 3 - 4 y 5 Control negativo, 6 Cepa positiva
para el gen mecA, 7 y 8 cepas negativas para el gen mecA, 9 Ladder.

Por otra parte, se identificaron cinco cepas de Escherichia coli caracterizadas mediante
el cromoagar-UTIC, lo que corresponde al 5,45% de frecuencia entre las areas de cirugia
y quiréfano. Las pruebas de susceptibilidad antibiética mostraron que el 100% de las
cepas de E. coli fueron sensibles a SAM, FEP, IMP y TGC, mientras que el 20% fueron
resistentes a CXM, ATM, CS, CN, LEV, SXT, 40% FOX, MEM, AK y 80% para FOS y
NA (Tabla 3). Sin embargo, fueron negativas para BLEE y AmpC.

Tabla 3. Patron de susceptibilidad de Escherichia coli

Muestr ~ SA CX FO FE AT ME IP c A C N Cl LE SX FO TG
a M M X P M M M S K N A P \Y T S C
29 S S S S S R S S S S S S R S R S
31 S R S S R R S R R R R S S R R S
48 S S R S S S S S S S R S S S R S
65 S S R S S S S S S S R S S S R S
76 S S S S S S S S R S R | S S S S

Leyenda: S: sensible; R: resistente; I: sensibilidad intermedia. SAM: ampicilina/sulbatam; CXM:
cefuroxima; FOX: cefoxitina; FEP: cefepime; ATM: aztreonam; MEM: meropenem; IPM: imipenem; CS:
colistina; AK: amikacina; CN: gentamicina; NA: é&cido nalidixico; CIP: ciprofloxacina; LEV:
levofloxacina; SXT: trimetoprima/sulfametoxazol; FOS: fosfomicina; TGC: tigeciclina.

Discusion

Las superficies ambientales y los equipos médicos son un reservorio de patdgenos
intrahospitalarios productores de 1AAS. En este estudio, la frecuencia de cepas de S.
aureus aisladas en los ambientes del hospital Homero Castanier Crespo es baja, lo que
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corresponde al 2,72% (3/110 cepas), por tanto, esto nos indica que existe una baja
contaminacion y que se deben mantener las normas de desinfeccion para evitar
contaminaciones en el ambiente nosocomial. Entre los resultados obtenidos mediante el
diagnéstico fenotipico y molecular indicaron que el 66,6% (2/3 cepas) fue resistente a
penicilinay el 33,3% (1/3 cepas) a meticilina.

En contraste con otros estudios como el de Andrade et al. (17), quienes detectaron una
frecuencia del 6% (3/50 cepas) en un hospital de Cuenca en el cual, se obtuvo una
resistencia del 66,6% (2/3 cepas) para penicilina y meticilina. Mientras que Vallejo et al.
(15), identificaron una frecuencia del 3% (6/200 cepas) con una resistencia a penicilina y
meticilina del 100% (3/3 cepas). Por tal razdn, esto evidencié la capacidad de adaptacion
de S. aureus a las superficies inertes por largos periodos.

La aparicion y diseminacion de cepas de S. aureus resistente a la meticilina (SARM) son
causantes de IAAS dificiles de tratar pues a menudo son multirresistentes. En el centro
de salud de Kiambu de Kenia, por Iliya et al. (18), encontraron una frecuencia del 39,1%
(54/138 cepas) de las cuales, se obtuvo un 40,7% (22/54 cepas) de SARM. Por otra parte,
en el hospital general de Kawolo de Uganda, por Sserwadda et al. (19), identificaron una
frecuencia del 75,4% (46/61 cepas) en el que, se presentd una prevalencia del 52% (24/46
cepas) de SARM. Estos altos indices podrian deberse a las malas condiciones higiénicos-
sanitarias de los ambientes hospitalarios.

La sensibilidad reportada en nuestro estudio para vancomicina fue del 100% (3/3 cepas)
de igual manera, Sanmartin et al. (20), quienes determinaron una sensibilidad del 100%
(6/6 cepas) lo cual, significa que este antibidtico es eficaz contra S. aureus. Por esto, la
vancomicina se ha considerado el antibiotico de primera linea para tratar las infecciones
por SARM.

En esta investigacion, se obtuvo también resultados negativos para D-test en las tres
muestras analizas de S. aureus es decir que la eritromicina no induce la resistencia a
clindamicina, esto indica que los antibidticos son eficaces contra este patdgeno. A
diferencia con otro estudio realizado por Sanchez et al. (21), que reportaron una
resistencia inducible a clindamicina por la eritromicina de un 100% (2/2 cepas).

E. coli es una de las enterobacterias con mayor presencia en el ambiente nosocomial y
también es causante de IAAS. Si bien la resistencia bacteriana es un problema de hace
muchos afios, hoy en dia es mas frecuente la produccidon de mecanismos de resistencia
como BLEE y betalactamasas de tipo AmpC. En el centro de salud de Maracaibo,
Venezuela por Perozo et al. (22), confirmaron la presencia de enzimas productoras de
BLEE en un 56,36% (31/55 cepas). Mientras que, en un centro hospitalario de Colombia
por Mora et al. (23), evidenciaron la presencia de betalactamasas de tipo Ampc en un
40% (18/45 cepas).
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En comparacion con nuestro estudio existe una discordancia ya que nuestras muestras
fueron sensibles a cefalosporinas de tercera generacion es decir que no existe la presencia
de BLEE vy betalactamasas de tipo AmpC por tal razon no se procedi6 en la realizacién
de las pruebas moleculares.

Es importante destacar que la limpieza y desinfeccidn dentro del ambiente nosocomial es
muy importante ya que favorece la eliminacion de estos microorganismos. Estudios como
el de un hospital del Reino Unido por Garvey et al. (24), y la investigacion de Warren et
al. (25) en un hospital de Durham, Carolina del Norte evidenciaron que la inclusion de
protocolos y sistemas de vigilancia favorecen a la eliminacion de IAAS.

Conclusiones

e La bajafrecuencia de aislados de S. aureus y E. coli se debe a que, las superficies
examinadas corresponden a las areas del hospital que mayor énfasis hace en la
aplicacion de protocolos de limpieza y desinfeccion. Sin embargo, se recomienda
analizar otras areas del hospital para conocer su papel como potencial reservorio
de microorganismos en el ambiente nosocomial.

e De acuerdo con los resultados obtenidos se demostré que, S. aureus porta genes
de resistencia a penicilina y meticilina por lo cual, se debe controlar la
diseminacion de cepas SARM ya que, son un factor de riesgo para los pacientes y
personal de salud.

e Laresistencia a farmacos betalactdmicos es un grave problema de salud, por tanto,
se deben establecer medidas de control y prevencion para evitar que cepas
multirresistentes puedan causar IAAS futuras.
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