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D-test: una prueba sencilla pero necesaria en los laboratorios de Microbiologia.
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Resumen: Introduccion: Staphylococcus aureus, como responsable de las infecciones de la piel y partes
blandas constituye un problema de salud, cuya incidencia ha aumentado considerablemente, agravado por
su capacidad de desarrollar mecanismos de resistencia; como sucede con la resistencia a las lincosamidas.
Métodos: se realiz6 un estudio descriptivo retrospectivo con 200 cepas de Staphylococcus aureus aislados
de muestras de piel y partes blandas de pacientes atendidos en los diferentes hospitales de Villa Clara, con
el objetivo de determinar la frecuencia de la resistencia inducida a clindamicina, en el periodo de enero a
diciembre del 2021. A cada muestra se le realiz6 D- test segun las pautas del Clinical Laboratory Standard
Institute. Resultados: del total de cepas estudiadas 145 (72,5%) presentaron un fenotipo D-test negativo y
55 (27,5%) una resistencia inducida a la clindamicina (fenotipo D-test positivo). La procedencia de las
cepas con resistencia inducida fue: de consulta externa 44 (80%) y de hospitalizados 11 (20%). Ademas,
estos aislamientos mostraron diferentes patrones: patron D: 13 (23,6%) y patron D+: 42 (76,4%). En
cambio, aquellos que no presentaron resistencia inducida exhibieron varios fenotipos: fenotipo S: 61
(42.1%), fenotipo N: 76 (52,4%), fenotipo R: 6 (4,1%) y fenotipo X: 2 (1,4%). Conclusiones: la resistencia
a lincosamidas en Staphylococcus aureus es baja, siendo mayor en las muestras de consulta externa y con
una mayor frecuencia del patrén D+. En los aislamientos que no se detecta resistencia inducida, predominé
el fenotipo N por lo que demuestra que la clindamicina es un antimicrobiano que puede ser utilizado como
una alternativa de tratamiento en cepas resistentes a la oxacillina.

Palabras claves: Staphylococcus aureus, D-test, clindamicina, resistencia inducida a clindamicina.

INTRODUCCION

Staphylococcus aureus (S. aureus), es la principal especie patdgena de su género y constituye un
problema de salud a nivel mundial que se ha incrementado considerablemente en los Ultimos afios, motivo
por el cual la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA) lo ha catalogado como uno de los
seis microorganismos de mayor importancia en la practica médica, es causa frecuente de infecciones en la
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comunidad y de un nimero importante de infecciones relacionadas con los cuidados médicos (1,2). En las
Gltimas décadas, ha ocurrido un incremento de las infecciones localizadas en piel y tejidos blandos en
pacientes en las que no se reconocen factores de riesgos, principalmente en nifios y adolescentes (3). Este
microorganismo ha demostrado un gran poder de adaptacion a los agentes antimicrobianos y adquiere paso
a paso resistencia a los antibioticos disponibles entre ellos, los B-lactamicos, que constituyen con mayor
frecuencia el tratamiento de eleccion para las infecciones que ocasiona. EIl surgimiento de cepas de
Staphylococcus aureus multiresistentes es una respuesta secuencial a la presion selectiva impuesta por la
excesiva terapia antimicrobiana (4).

Las cepas definidas como Staphylococcus aureus meticillin resistentes (SAMR, siglas en espafiol) fueron
en su origen nosocomiales (MRSA-AH) que afectaban a: personas hospitalizadas, enfermas o trabajadores
de la salud. Sin embargo, desde finales de los afios 90, ha existido una emergencia de estas cepas en la
comunidad (MRSA-AC) que incluso se presenta en individuos previamente sanos sin relacion directa o
indirecta con instituciones de Salud Publica, representando un problema muy serio debido a que muestran
una resistencia absoluta frente a penicilinas semisintéticas (oxacillina y meticillin), cefalosporina de
primera a cuarta generacion, asi como a carbapenémicos. La resistencia al meticillin en este patégeno esta
mediada por la presencia de la PBP (Penicillin Binding Protein) 2a, codificada por el gen mecA. Esta PBP
presenta baja afinidad por los B-lactdmicos, dicho gen se encuentra en un elemento genético movil llamado

cassette cromosomico estafilococico (SCCmec) cuya diseminacion de la resistencia se produce de
manera horizontal por la transmisidn del gen mecA (5).

La resistencia conferida por este gen se extiende a otras familias de antibidticos como las
fluorquinolonas, sulfonamidas, aminoglucésidos entre otros, lo que limita grandemente el arsenal
terapéutico para enfrentar sus infecciones. Los cambios en los patrones de susceptibilidad a los antibiéticos
B-lactamicos han llevado al uso de otros grupos de antibidticos como los macrélidos (eritromicina,
claritromicina, azitromicina), las lincosamidas (lincomicina, clindamicina) y las estreptograminas de tipo B,
conocidos como antibidticos del grupo MLSg, que actGan inhibiendo la sintesis proteica mediante una
metilasa ribosomal que se une al sitio P en la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. Las lincosaminas
(clindamicina) se presentan como una alternativa de tratamiento para las infecciones causadas por SAMR
debido a: su buena absorcidn oral, excelente penetracion a los tejidos, no requiere el ajuste de la dosis en
pacientes con insuficiencia renal, es una opcidn terapéutica por la via oral en pacientes ambulatorios y en la
continuidad de la terapia intravenosa, ademas, es el tratamiento alternativo en pacientes alérgicos a la
penicilina (6,7).

No obstante, el uso indiscriminado de los antibidticos del grupo MLSg ha llevado al aumento en el
namero de cepas de Staphylococcus aureus con resistencia a la eritromicina y la clindamicina, con
variables de resistencia constitutiva (cMLSg) que presentan elevado nivel de resistencia a cualquier
antimicrobiano de este grupo e inducible (iMLSg), con resistencia a la eritromicina y la azitromicina, pero
con sensibilidad in vitro a la clindamicina y las estreptograminas B, ambos estan relacionados con la
expresion de los genes erm (erithromycin ribosome methylation) (8).

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana mediante los métodos fenotipicos tradicionales pueden no
detectar el fenotipo de resistencia inducible a los antibioticos del grupo MLSg (iMLSg) en Staphylococcus
spp. Este fenotipo puede limitar la efectividad de la clindamicina in vivo , lo que aumenta la
probabilidad de fracasos terapéuticos, por lo que el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI;
del inglés, Clinical Laboratory Standard Institute), en sus estandares de desempefio para pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana recomienda, realizar la prueba de difusion de doble disco (D-test) para
evidenciar la resistencia de tipo inducible a la clindamicina, este método ha demostrado una sensibilidad y
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especificidad cercanas al 100% al ser comparados con el estudio de genotipificacion, lo cual constituye el
gold standard para la identificacion de esta resistencia (9). ElI D-test, es una técnica muy sencilla de
realizar, de bajo costo y la informacidn que entrega es importante para la decision terapéutica, de tal forma
que la clindamicina se puede utilizar con eficacia y prudencia cuando esta indicado para las infecciones por
Staphylococcus spp.

En el contexto actual, existe un aumento cada vez mayor de la incidencia de las infecciones de piel y
partes blandas por cepas SARM que ha traido consigo, un incremento potencial en el uso empirico de
clindamicina, por lo que el presente estudio tiene como objetivo: determinar la frecuencia de la resistencia
inducida a clindamicina por la eritromicina en cepas de Staphylococcus aureus aislados en muestras de piel
y partes blandas de pacientes procedentes de cuatro Hospitales de Villa Clara, en el periodo de enero a
diciembre del 2021.

METODO

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal, donde la poblacién estuvo constituida por 200 cepas de
Staphylococcus aureus aislados de muestras de secreciones de piel y partes blandas (heridas, abscesos,
forunculos), proveniente de pacientes atendidos en cuatro hospitales de Villa Clara (Hospital Universitario
Provincial Celestino Hernandez Robau, Cardiocentro Ernesto Che Guevara, Hospital Provincial Pediatrico
Universitario José Luis Miranda y Hospital Provincial Ginecobstétrico Docente Mariana Grajales) tanto
internados en los diferentes servicios como provenientes de consulta externa, en el periodo comprendido de
enero a diciembre del afio 2021. Se incluyeron todos los cultivos identificados como Staphylococcus aureus
y se excluyeron aquellos que provenian de otras muestras como: hemocultivos, secreciones
traquebronquiales, liquidos bioldgicos.

A los 200 aislados identificados previamente como Staphylococcus aureus mediante técnicas
bioquimicas estandar y métodos convencionales (morfologia de las colonias, tincién de Gram, actividad de
la catalasa y prueba de la coagulasa en tubo); se les realizd el método de difusion de doble disco
estandarizado, segun las pautas del CLSI. En una placa de agar Mueller- Hinton previamente inoculada
con una suspension (0,5 escala de Mc Farland) de S. aureus, se coloco un disco de eritromicina (15 pg) y
otro de clindamicina (2 pg) separados por una distancia de 15 mm de borde a borde. Después de 18-24 h de
incubacion a 35+2°C, la presencia de un halo en forma de letra D en la zona del disco de clindamicina
proxima al de eritromicina (efecto zona D), se consider6 como fenotipo de resistencia inducible a
clindamicina (RIC). 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 (0 no inducible)
9).

En los aislados con RIC, se pudo constatar dos fenotipos de induccion: el patrén D (que es el fenotipo
clasico, donde se observo el aplanamiento del borde del halo de clindamicina, pero este borde era nitido sin
micro colonias) y el patron D+, que se observo el mismo halo anterior, pero en el lado aplanado se
presentaron pequefias colonias (9).

En el caso de no existir induccién de la resistencia, se pudo observar cuatro fenotipos distintos no
inducibles (fenotipo N, HD, R, Sy L). En el fenotipo N (negativo), en la placa de cultivo se observo 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 HD (nebuloso) se observa crecimiento
alrededor de los dos discos, pero también se observa un halo de sensibilidad borroso (cubierto por las
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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, se le denomind fenotipo R (resistente, lo que refiere a la resistencia constitutiva
cMLSB). El fenotipo S (sensible), mostrd halos de sensibilidad para ambos discos y por Gltimo se describio
el fenotipo L donde se observo que no existia zona de inhibicion en el disco de clindamicina, pero si se
constato en el de eritromicina (10,11).

Para el analisis estadistico se elabor6 una base de datos en Excel y se determinaron las frecuencias
absolutas y relativas para cada variable (resistencia inducible a clindamicina, procedencia de la muestra,
patrones de RIC, fenotipos en D test negativos).

RESULTADOS

De las 200 cepas de Staphylococcus aureus estudiadas causantes de infecciones de piel y partes blandas
como se puede apreciar en la figura 1, 55 aislados presentaron una resistencia inducida a la clindamicina
(iMLSB), lo que representa un 27,5% (55/200). Sin embargo, el 72,5% no mostrd este fenotipo de
resistencia.

l. Figura 1. Frecuencia de resistencia inducida a la clindamicina (RIC) en Staphylococcus aureus. Afio 2021.

72.5%

* RIC positiva n: 55 * RIC negativa n: 145

Fuente: Tabla 1

La resistencia inducida a la clindamicina por la eritromicina se puede obtener por medios que se pueden
identificar en el laboratorio mediante el método de difusion con discos de eritromicina y clindamicina o
mediante dilucién en caldo utilizando una combinacién de ambos antimicrobianos, en este trabajo solo se
utiliz6 el método de doble difusién. La prevalencia de este tipo de resistencia es variable segin area
geografica, siendo nuestros resultados similares a lo reportado en relacion al fenotipo RIC, en diversos
estudios realizados en Perl, por Casas Cieza (11) y Gonzélez (12), en los afios 2016 y 2019, donde
obtuvieron 7,9% y13,6% respectivamente, Silvagni y colaboradores, en Paraguay también obtuvieron
resultados similares con un 11% (16/145) de RIC (13). Sin embargo, existen reportes que no coinciden con
esta investigacién como son: un estudio realizado en Australia donde se alcanzaron cifras de resistencia de
96,3% Yy otro en Bangladesh con un 42% de resistencia reportado por Akhter y cols (14,15). Los resultados
anteriores evidencian constantes diferencias en el ambito internacional las que podria deberse a varios
factores como son: el area geografica, la especie bacteriana, el perfil de susceptibilidad, el tipo de muestra,
la poblacidn de estudio, la exposicion previa al antibiotico.
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Como se observa en la Tabla 1, los 55 aislados que presentan resistencia inducida a la clindamicina
proceden en un 80% de la consulta externa y solo un 20% de pacientes hospitalizados (11/55). Y en
aquellas cepas con D test negativos, también la consulta externa con 77,2% (112/145) supera a los que
proceden de pacientes ingresados un 22,8% (33/145).

Tabla 1. Distribucion de la procedencia de las muestras estudiadas con fenotipos de RIC.

Procedencia RIC positiva % RIC negativa %

Consulta externa 44 80 112 77.2
Hospitalizados 11 20 33 22.8
Total 55 100 145 100

Fuente: Libro de registro del laboratorio de microbiologia

En el afio 2018, Pérez F. et al. (16), en el laboratorio referencial de La Libertad en Perd, obtuvieron un 20%
de RIC en Staphylococcus aureus de origen intrahospitalario (5/25), al igual que Seifi N y cols en Irdn (17),
que datan un 20.5%; estos resultados son muy similares a los de la presente investigacién donde los
aislados con RIC predominan en pacientes procedentes de consulta externa en relacibn a casos
intrahospitalarios, esto confirma la tendencia a una presencia cada vez mayor de cepas SARM en la
comunidad y el uso cada vez creciente de la clindamicina en estos pacientes que hace que el fenotipo de
RIC sea mayor en los pacientes de consulta externa.

En relacion a los aislados donde no presentaron resistencia inducida a la clindamicina, Casas Cieza (11)
mostro en su estudio que existia diferencias entre los aislados de consulta externa y hospitalizados, con
66,7% y 33.3%, respectivamente; datos que coinciden con esta investigacion. Lo que es valido sefialar que
el namero de aquellos en los que no mostraron una resistencia inducida a la clindamicina es mucho mayor
que los que si la exhibieron por lo que ain se puede catalogar a dicho antimicrobiano como una opcién
terapéutica en estos casos.

En aquellas cepas de Staphylococcus aureus que mostraron un fenotipo de resistencia inducida a la
clindamicina, se pudo constatar dos patrones: el D+ que es la presencia de colonias pequefias dentro del
halo de la clindamicina siendo este el que predomina en este estudio con un 76,4% (42/55), mientras que
aquellos gue no tenian la presencia de microcolonias (patron D) fueron 13 aislados, para un 23,6% (13/55)
(ver Figura 2.).

Figura 2. Patrones de resistencia inducida a la clindamicina (RIC) en Staphylococcus aureus. Afio 2021
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Patrom D+ n: 42

Patrom D n: 13

Fuente: Tabla 3

La frecuencia de los fenotipos de RIC también muestra diferencias con otros estudios, segin Saadat et al.,
Iran 2014 (10), que estudiaron 128 aislamientos de S. aureus encontraron que el fenotipo D es mas
frecuente (8%) que el fenotipo D+ (2%), que coinciden estos datos con Moosavian et al., Iran 2014 (19),
que describen el fenotipo D es mas frecuente (25,4%) que el fenotipo D+ (0,6%), ambos resultados no
coinciden con esta investigacién. Sin embargo, Casas Cieza concluye con que el patron D+ es el mas
frecuente (4,4%) (11). El patrén D+ que fenotipicamente coincide con microcolonias dentro del halo de
susceptibilidad, mediante estudios moleculares se puede constatar la presencia del gen ermC, acompafiados
0 no con el gen ermA, mientras que las cepas con fenotipo D presentan solo el gen ermA (9, 10); esto
constituye una herramienta valida para el estudio mas completo de estas variantes fenotipicas en cepas con
RIC, que en esta investigacion no se realiza por no disponer de las técnicas de biologia molecular en el
laboratorio. Aunque siempre es valido aclarar de que a pesar de que no existe una diferencia clinica
significativa entre los fenotipos D y D+, es importante que el profesional del laboratorio reconozca que
ambos son positivos para la RIC y pueda ofrecer al médico de asistencia una informacién confiable acerca
del uso de este antimicrobiano.

Y, por altimo, en aquellos aislados en los cuéles no se constatd la resistencia de la clindamicina por la
eritromicina, se pudo apreciar varios fenotipos: fenotipo N con 76 aislados para un 53%, fenotipo S con un
42% (61/145), fenotipo R: 6 cepas que representa el 4%, 2 fenotipos L (1%) y no se obtuvo fenotipo XD.

Figura 3. Fenotipos en cepas de Staphylococcus aureus con D- test negativos. Afio 2021
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* Fenotipo S: 61
* FenotipoR: 6
® Fenotipo N: 76
* FenotipoL: 2
* Fenotipo HD: 0

Fuente: Tabla 4

En la bibliografia consultada, la frecuencia de fenotipos en los cuéles no se mostraba resistencia a
clindamicina, se hallaron diferentes resultados: Saadat et al., (10), determinaron que el fenotipo S es el mas
frecuente (46%), luego le siguid el fenotipo R (36%), y solo 6% y 1% para los fenotipos N y HD
respectivamente; Casa Cieza reporta como mas frecuente el fenotipo R (44,8%), los fenotipos N y S fueron
similares entre si (24,1 y 22,7%) y el fenotipo HD (0.5%) alega que suele ser raro de encontrarse (11).
Moosavian y colaboradores (19), encontraron que el fenotipo mas frecuente es el S (44,2%) similar al
estudio de Saadat y cols. y el 10,4% presentaron fenotipo R, ellos no encontraron ninguna cepa con
fenotipo N ni HD. Ninguno de estos resultados coincide con los de la presente investigacion, solo que la
presencia del fenotipo HD se ha encontrado en un bajo porcentaje. Ademas, en este trabajo predomind el
fenotipo N que se plantea en la literatura que no deben ser reportados a menos que se haya probado la
resistencia inducible in vitro, por lo que fundamenta una vez mas el uso de este test en los laboratorios de
Microbiologia (20).

Los autores de este trabajo consideraron un hallazgo el hecho de haber diagnosticado dos casos de un
fenotipo de resistencia a la clindamicina y sensibilidad a la eritromicina (fenotipo L), que en la literatura
consultada se describe como muy raro y es debida a la accibn de enzimas lincosamida
nucleotidiltransferasa (Lnu) que inactivan las lincosamidas por adenilacion (codificada por los genes Inu),
se han descrito fallas terapéuticas con clindamicina en las infecciones causadas por microorganismos con
dicho mecanismo de resistencia, de alli la importancia clinica de su deteccion (21,22).

La importancia de la deteccion de este fenotipo de resistencia se debe a que los aislados con resistencia
inducible a la clindamicina aparentan una susceptibilidad in vitro a la clindamicina, pero cuando este
antibidtico es usado clinicamente, ocurre in vivo la induccion de la resistencia, con el consiguiente
fracaso terapéutico Por tal razon, todos los laboratorios deberian implementar la técnica de difusion de
doble disco (prueba D), estandarizada por el CLSI, para detectar este tipo de resistencia.
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CONCLUSIONES

La resistencia a lincosamidas en Staphylococcus aureus es baja, siendo mayor en las muestras de
consulta externa y con una mayor frecuencia del patron D+. En los aislamientos que no se detecta
resistencia inducida, predomind el fenotipo N seguido del S, por lo que demuestra que la clindamicina es
un antimicrobiano que puede ser utilizado como una alternativa de tratamiento en cepas de S. aureus. La
presencia de dos casos con fenotipo X, sugieren una fuente animal. Se recomienda a todos los laboratorios
de microbiologia realizar la prueba D para detectar el fenotipo de resistencia inducible a la clindamicina y
asi evitar posibles fracasos terapeuticos tras el uso in vivo de este antibidtico.
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