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Rezumat

Obiective. Infectiile tegumentelor §i fesuturilor moi, cauzate de Staphylococcus
aureus, fiind frecvent intdlnite in practica medicald, cunoasterea fenotipurilor de
si emergenta tulpinilor meticilino-rezistente, motiveaza scopul acestui studiu ca §i
suport al initierii unei terapii precoce adecvate.

Material si metodd. In perioada ianuarie 2008 - ianuarie 2011 a fost anali-
zata sensibilitatea la antibiotice a 222 tulpini de Staphylococcus aureus, izolate din
infectii ale tegumentelor i tesuturilor moi. Tulpinile au fost izolate i identificate in
labora-torul Clinicii de Boli Infectioase Cluj Napoca. Izolatele au provenit de la paci-
enti spitalizafi in regim ambulator sau continuu pe sectii cu profil medical, chirurgical,
terapie intensiva. Identificarea tulpinilor s-a facut prin metode conventionale, cu
ajutorul galeriilor ApiStaph si sistemului Vitek 2 Compact. Sensibilitatea la antibiotice
s-a testat prin metoda difuzimetrica si sistemul Vitek 2 Compact.

Rezultate si discutii. Din cele 222 tulpini evaluate, 59 (26,58%) au fost
meticilino-rezistente, 163 (73,42%) meticilino-sensibile, din care 6,3% cu fenotip
salbatic. La macrolide si lincosamide tulpinile testate au prezentat sensibilitate
redusd, fenotipul de rezistenta dominant fiind cel inductibil. Fata de aminoglicozide,
din totalul tulpinilor analizate 39,19% s-au dovedit rezistente la kanamicina, 14,41%
la tobramicina si 12,16% la gentamicina. Tulpinile au ardatat o rezisten{d crescuta la
tetraciclina (48,2%), relativ redusa la ciprofloxacin (13,06%) si redusa la biseptol
(3,15%.)

Concluzii. Tulpinile meticilino-rezistente au reprezentat 26,58% din tulpinile
testate. Toate tulpinile testate au fost sensibile la vancomicind si linezolid. In cazul
tulpinilor multirezistente, biseptolul poate constitui o optiune terapeuticd.

Cuvinte cheie: Staphylococcus aureus, infectii tegumentare si ale partilor moi,
rezistenta la antibiotice.

SENSIBILITY TO ANTIBIOTICS OF STAPHILOCOCCUS AUREUS
ISOLATED FROM SKIN ANDSOFT TISSUES

Abstract

Objectives. The skin and soft tissue infections caused by Staphylococcus aureus
beeing frequently found in medical practice, the establishing of resistance phenotypes
respectively the sensibility to antibiotics of circulaiting strains, and the emergence of
the methicillin-resistant straines, motivates the aim of this study as a support to an
adecvated precocious therapy.

Material and methods. Between January 2008 - January 2010 antibiotic sus-
ceptibility was analysed for 222 Staphylococcus aureus strains, isolated from skin
and soft tissue infections. The strains were isolated and identified in the Laboratory
of Infectious Disease Hospital Cluj Napoca. The isolates came from outpatients and
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inpatiens from medical, surgical departaments and intensive care units. The strains
identification was performed by conventional methods, ApiStaph galery and Vitek 2
Compact system. The susceptibility to antibiotics was tested by disk diffusion method
and with Vitek 2 Compact system.

Results and discussion. From the 222 evaluated strains 59 (26,58%) were
methicillin-resistant, 163 (73,42%) susceptible to methicillin, from wich 6,3% with
wild-type phenotype. The tested straines appeared with a reduced susceptibity
to macrolides and lincosamides, the inducibile phenotype being dominating. To
aminoglycosides, from all the tested stains 31,19% proved resistance to kanamycin,
14,41% to tobramycin and 12,16% to gentamicin. The strains showed high resistance
to tetracycline (48,2%), a relatively reduced one to ciprofloxacin (13,06%) and a
reduced one to trimethoprim-sulfamethoxazole (3,15%).

Conclusions. From the tested stains 26,58% were methicillin-resistant. All
the tested strains were susceptible to vancomycin and linezolid. In the case of the
multidrugresistant strains the trimethoprim-sulfamethoxazole may be an therapeutical
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option.
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resistance.

Introducere

Infectiile tegumentului si ale partilor moi sunt frec-
vent intdlnite in practica medicald, severitatea acestora
variind de la infectii usoare superficiale, la infectii profunde
cu potential septicemic. Pot fi cauzate de o varietate larga de
microorganisme, Staphylococcus aureus si Streptococcus
pyogenes fiind insa principalii agenti etiologici [1,2,3]. Cei
mai importanti factori de risc ai acestor infectii sunt leziuni
ale epidermului, igiend personald precarda, comorbiditati
asociate, contact direct cu persoane cu infectii cutanate,
staza venoasd, limfedem, interventii chirurgicale [3].

Utilizarea excesiva a noilor antibiotice cu eficaci-
tate antibacteriand crescuta, cresterea numarului de bol-
navi imunosupresati, spitalizarea indelungata, nerespecta-
rea cu strictete a masurilor de control al infectiilor de catre
personalul de ingrijire, sunt principalii factori de risc pentru
cresterea rezistentei bacteriene la antibiotice.

Avand 1n vedere evolutia continua a fenomenului
de rezistenta la antibiotice, inclusiv a S. aureus meticilino-
rezistent (MRSA), este importanta stabilirea cu acuratete
a profilului de sensibilitate la antibiotice a tulpinilor de
S.aureus circulante. Totodata, supravegherea globala
a rezistentei la antibiotice, prin intermediul unor pro-
grame precum ICARE, SENTRY, MYSTIC, EARSS,
atentioneaza asupra importantei implementarii unor studii
locale sau programe nationale de supraveghere pentru a
evidentia fenotipurile circulante, in scopul ghidarii tera-
piei antibacteriene empirice in situatiile clinice care impun
initierea unei terapii antibacteriene precoce [4].
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Material si metoda

In perioada ianuarie 2008 - ianuarie 2011 a fost
analizata sensibilitatea la antibiotice a 222 tulpini de
Staphylococcus aureus izolate din furuncule, fistule,
abcese, piodermite, panaritii, flictene, ulcere varicoase
suprainfectate, plagi operatorii, gangrene, escare
suprainfectate, de la pacienti cu erizipel.

Tulpinile au fost izolate si identificate in Labora-
torul Clinicii de Boli Infectioase Cluj-Napoca, de la pa-
cienti spitalizati in regim ambulator sau continuu (inclusiv
sectia de terapie intensiva) in cadrul clinicii, dar si din
sectii cu profil medical, chirurgical, terapie intensiva ale
altor clinici care se adreseaza acestui laborator. Astfel, 121
tulpini au fost izolate din sectii cu profil medical, 40 din
ambulator (spitalizare de o zi), 27 din terapie intensiva, 34
din sectii chirurgicale (fig. 1). Produsele biologice au fost
insamantate pe medii de culturd selective si neselective,
iar identificarea s-a facut pe baza caracterelor de cultura,
morfo-tinctoriale, prezentei coagulazei si a proprietatilor
biochimice determinate cu galerii ApiStaph sau sistemul
efectuat prin doud metode: difuzimetrica - Kirby-Bauer si
de determinare a concentratiilor minime inhibitorii intre
doud puncte de rupturd - automat in sistemul Vitek 2
Compact. Testarea la antibiotice si interpretarea sensibili-
tatii s-a facut standardizat, respectdnd ghidurile CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) de testare
la antibiotice in vigoare (M100-S18 - 2008, M100-S19 -
2009, M100-S20 - 2010), exceptand acidul fusidic la care
EUCAST (European Comittee on Antimicrobial
Susceptibility Testing).
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Fig. 1. Distributia tulpinilor de Staphylococcus aureus in functie

de profilul sectiilor din care s-au izolat.

Legenda: med = sectii cu profil medical, amb = pacienti spitalizati

pentru o zi, icu = terapie intensiva, sur = sectii chirurgicale.

Rezultate si discutii

Imediat dupa introducerea in terapie a penicilinei,
la inceputul anilor 1940, sub 1% din tulpinile de
Staphylococcus aureus izolate erau rezistente. Incidenta
rezistentei la penicilind a S. aureus a crescut simtitor in
anii urmatori, astfel cd in Marea Britanie, in 1946, 6%
din tulpini erau rezistente la penicilind, iar in SUA la
sfarsitul anilor ‘50, 40% din tulpinile de S. aureus izolate
erau rezistente; din 1960 incidenta creste la peste 60% din
tulpini, atingandu-se in prezent un procent de peste 90%
[5]. Ulterior, la 2 ani de la introducerea meticilinei in
terapie, in 1961 se descrie prima tulpina MRSA in Marea
Britanie, prima tulpina VISA in Japonia in 1996, iar in 2002
in SUA se izoleaza prima tulpind VRSA [6,7]. Rezistenta
la streptomicind, tetraciclina, cloramfenicol si eritromicina
este descrisa odatd cu introducerea acestora in terapia in-
fectiilor produse de stafilococi rezistenti la penicilina.
Rezistenta multipla la antibiotice (MDR) inregistreaza
o prevalenta crescuta in anii ‘50; in 1959 in Seattle sunt
descrise peste 40% tulpini de spital rezistente la patru sau
mai multe antibiotice [8].

Aparitia rezistentei la aminoglicozide culmineaza
dupa 10 ani de folosire excesiva ca topic, iar in 1976
este izolata prima tulpind MRSA cu rezistenta asociata la
gentamicina [9,10].

Sensibilitatea la antibiotice a tulpinilor de S.aureus
testate este redata in fig. 2.
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Fig. 2. Sensibilitatea tulpinilor de S.aureus la antibioticele testate.
Legenda: PEN =penicilind, OXA = oxacilina, ERY = eritromicina,
CLY = clindamicind, GEN = gentamicina, KAN = kanamicina,
TOB = tobramicina, STX = biseptol, FUS = acid fusidic, TET =
tetraciclina, CHL = cloramfenicol, CIP = ciprofloxacina, LZD =
linezolid, VAN = vancomicina.

Mecanismele prin care stafilococii dobandesc
rezistentd la  lactamine sunt cunoscute: sinteza de peni-
cilinaze si modificarea tintei de actiune a B lactaminelor,
cu sinteza de PBP-uri alternative - PBP 2a de care [ lac-
taminele nu se vor mai lega, consecintd a dobandirii in
cromozomul bacterian a genei mecA. Fenotipul asociat
penicilinazelor este penicilind-rezistent - meticilina-sensi-
bil, conferd rezistentd la penicilinele cu spectru ingust si
sunt inhibate de acidul clavulanic, iar cel legat de prezenta
PBP 2a penicilina-rezistent - meticilina-rezistent - deter-
mina rezistentd fincrucisata la toate P-lactaminele, fiind
frecvent asociat cu rezistentd la alte grupe de antibiotice.
Fenotipul BORSA (Borderline Oxacillin Resistant
Staphylococcus aureus) - rezistenta de granitd este conse-
cinta producerii Tn exces de penicilinaze si are rezistenta
asociatd mai slab exprimatd; in tratamentul infectiilor
produse de astfel de tulpini se pot folosi combinatii de
B lactamine/inhibitori de P lactamaze [11,12,13,14]. In
prezent putine tulpini si-au mai pastrat sensibilitatea la pe-
nicilinele sensibile la actiunea penicilinazei, pana la 10%
din tulpini prezentand fenotipul penicilina-S - meticilina-S.
Acest fenotip, daca nu se asociaza cu rezistenta la alte grupe
de antibiotice, descrie tulpina salbatica.
testate a ardtat umatoarea sensibilitate: tulpini meticilino-
rezistente (MRSA) - 59 (26,58%), meticilino-sensibile
(MSSA) 163 tulpini (73,42%), fenotip salbatic la 14 (6,3 %)
tulpini (fig. 1). Procentul de MRSA observat se Incadrea-
za in procentul 25-50% aratat de raportul de supraveghere
al rezistentei la antibiotice european EARS-Net pe anul
2009 pentru Romania. Tot aici se arata o scadere a tulpi-
nilor MRSA in Romania, fata de anul 2006 [15].

Rezistenta la macrolide-lincosamide-streptogra-
mine B (MLSB) se dobandeste prin sinteza unor enzime
de metilare transferate plasmidic sau prin mecanisme de
eflux. Enzimele de metilare sunt codificate de genele erm.
Expresia fenotipica a acestei rezistente poate fi: inductibila
- codificatd ermC = fenotipul MLSBi sau rezistenta
constitutiva - codificatd ermB = fenotipul MLSBc.
Tulpinile cu fenotip MLSBc sunt rezistente la macrolide,
lincosamine, streptogramine B si sensibile la ketolide.
La tulpinile cu fenotip MLSBi patrunderea macrolidului
induce sinteza enzimelor de metilare, care vor metila
ARN-ul exprimand rezistenta; ketolidele isi pastreaza
sensibilitatea. Se determind in vitro prin testul D, test ce
constd 1n observarea prezentei antagonismului antibiotic
intre biodiscul de clindamicind si eritromicina la tulpinile
cu fenotip MLSBi. Rezistenta prin eflux (MLSBe) este
codificata de genele msrA4, expresia fenotipica fiind feno-
tipul M, ce confera rezistenta doar la macrolide (eritomici-
na R, clindamicind S). Acest fenotip se intdlneste la 1-2%
din tulpini [11,12,13,16]. Necunoasterea modalitatii de
identificare a fenotipului MLSBi in practica laboratorului
de bacteriologie are drept consencintd raportarea falsda a
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Tabel 1. Repartitia fenotipurilor de rezistenta la MLSB la tulpinile

testate.
Fenoti Total tulpini MRSA MSSA
p (n=222) (n=59) (n=163)
MLSBi 54 (24.32%) 20(49.15%) | 25 (15,34%)
MLSBc 17 (7.66%) 14 (23.73%) 3 (1.84%)
MLSBe 18 (8.11%) 7 (11,86%) 11 (6,75%)
Salbatic | 133 (59,91%) 9 (15.26%) | 124 (716,07%)

Tulpinile testate la care s-a pus in evidenta fenotipul
MLSBi au fost raportate rezistente la clindamicina.
Prevalenta fenotipurilor MLSB este redata in tabelul I.
Majoritatea tulpinilor MSSA (76,06%) au dovedit fenotip
salbatic cu sensibilitate la MLSB si un procent relativ sca-
zut de rezistenta inductibila (15,34%). Tulpinile MRSA au
avut 1n principal fenotip MLSBIi, urmat de cel constitutiv,
indicand astfel o rezistenta ridicata la lincosamide - 72,88%
rezistentd la clindamicina (tabel II). Chiar daca clindami-
cina are activitate antistafilococica ridicata, fiind indicata
de ghidurile terapeutice in terapia infectiilor tegumentare
si de parti moi [18,19], procentul ridicat de rezistenta obser-
vat la tulpinile testate limiteaza utilitatea clindamicinei
in tratamentul acestor infectii, daca sunt determinate de
stafilococi. Fata de eritromicina, tulpinile testate au aratat
un grad ridicat de rezistentd, mai ales cele MRSA (84,75%),
procent similar cu cel obtinut intr-un studiu realizat in
Anglia si Irlanda intre anii 2001-2006 - 82% [17].

Tabel I1. Rezistenta la antibiotice a tulpinilor testate.

Antibiotic Total tulpini MRSA MSSA
(n=222) (n=59) (n=163)
PEN 208 (93.69%) 59 (100%) 149 (91.41%)
OXA 59 (26.58%) 59 (100%) -
ERI 89 (40,09%) 50 (84.,75%) 49 (30,06%)
CLI 71 (31,98%) 43 (72.88%) 28 (17.18%)
KAN 87 (39.19%) 54 (91,53 %) 33 (20.25%)
TOB 32 (14.41%) 27 (45.76%) 5 (3.07%)
GEN 27 (12,16%) 23 (38.98%) 4 (2,45%)
STX 7 (3.15%) 4 (6,78%) 3 (1.84%)
FUS 9 (4.05%) 5 (8,47%) 4 (2.45 %)
TET 107 (48,2%) 51 (86.44%) 56 (34.36%)
CIP 29 (13.06%) 24 (40,68 %) 5 (3.07 %)

Rezistenta la aminoglicozide (AG) este primordial
enzimaticd, prin actiunea enzimelor ce modificd amino-
glicozidele (AME). Dintre acestea, trei tipuri sunt in
principal intdlnite la stafilococi, avand semnificatie aparte,
deoarece inactiveazd principalele AG cu importanta
terapeuticd:  aminoglicozid-6’-N-acetiltransferaza/2”-O-
fosforiltransferaza [AAC(6”)/APH(2”)] - codificatd de gena
aac(6’)-le-aph(2”), enzima bifunctionala ce determina
fenotipul KTG cu rezistenta la gentamicina, kanamicina,
tobramicind, neomicind, amikacina; aminoglicozid-4’-
O-nucleotidiltransferaza 1 [ANT(4°)-I] - codificata de

gena ant(4’)-Ia inactiveazd kanamicina, tobramicina,
neomicina, amikacina - fenotip KT si aminoglicozid-3’-
O-fosforiltransferaza IIT [APH(3’)-III] - codificata de
gena aph(3’)-Illa determina fenotipul de rezistenta K prin
actiune asupra kanamicinei, neomicinei [20,21,22].

La tulpinile MSSA fenotipul dominant observat
a fost cel sdlbatic, cu sensibilitate la toate AG. Tulpinile
MRSA au avut rezistentd crescutd la AG - 91,53% au
dovedit rezistentd la kanamicind, iar 38,98% rezistenta
asociatd la gentamicind, respectiv fenotip KTG (tabel III).
Se recomanda folosirea AG in terapie combinata, deoarece
folosirea lor ca unic agent antimicrobian predispune la
aparitia rezistentei [23].

La tetracicline au fost descrise doud mecanisme de
rezistentd: prin eflux activ (achizitia genelor fetK, tetl) —
minociclina rimane activa, Insd cu posibilitate de rezisten-
ta inductibila la doxiciclind si rezistentd cromozomiala
(codificata de genele tetM, tetO), care determind rezistenta
inclusiv la minociclina. In prezentul studiu s-a determinat
doar sensibilitatea la tetraciclina, 115 tulpini (51,8%)
dovedindu-se sensibile (fig. 2). De remarcat nivelul ridicat
de rezistenta la tulpinile MRSA (86,44%), comparativ cu
tulpinile MSSA (34,36%) (tabel III). Existd studii si ghi-
duri clinice care recomanda folosirea in terapia infectiilor
tegumentelor si ale partilor moi cu MRSA a tetraciclinelor
cu spectru extins, fapt ce ar argumenta necesitatea testarii

Cel mai scazut nivel de rezistentd s-a dovedit la
biseptol, atat pentru tulpinile MRSA (6,78%), cat si MSSA
(1,84%) (tabel II). Chiar daca FDA nu a aprobat folosirea
biseptolului in infectiile stafilocice, existenta a numeroase
studii care dovedesc sensibilitate in vitro intre 95%-100%,
subliniaza faptul ca biseptolul poate constitui o importanta
optiune terapeutica in infectiile tegumentelor si ale partilor
moi [19].

Testarea tulpinilor la acid fusidic, de asemenea,
a aratat un nivel redus de rezistenta, respectiv 9 tulpini
(4,05%) din totalul tulpinilor testate, cu o rezistenta de
8,47 % la tulpinile MRSA. In ghidul britanic de terapie si
profilaxie a infectiilor cauzate de MRSA se arata un studiu
in care procentul de rezistentd la MRSA este similar, de
9,3 %, insd acelasi ghid contraindicd administrarea terapeu-
tica, datorita toxicitatii ridicate [17].

Stafilococii dobandesc rezistenta la quinolone
prin doud mecanisme: mutatii punctiforme la nivelul
genelor cromozomiale ce codifica topoizomerazele, mai
rar prin intermediul unor pompe de eflux mediate de
proteina de transport norAd [19]. Optarea pentru terapia
cu fluoroquinolone este recomandata sd se faca conform

Tabel ITI. Repartitia fenotipurilor de rezistentd la AG la tulpinile testate.

Fenoti Enzima Total tulpini MRSA MSSA
P Determinanti (n=222) (n=159) (n=163)
K APH(3)-111 55 (24.77%) 27 (45,76%) 28 (17,18%)
KT ANT(4)-1 5(2.25%) 4(6,78%) 1(0,61%)
KTG AAC(6"YAPH(2Y) 27 (12.16%) 23 (38,98%) 4(2.45%)
Salbatic - 135 (60.81%) 5 (8,48%) 130 (79,76%)
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antibiogramei [3]. Asa cum reiese din tabelul II, doar 5
tulpini (3,07%) MSSA au fost rezistente la ciprofloxacina,
spre deosebire de cele MRSA la care s-a observat o
rezistenta de 40,68% (24 tulpini).

Sensibilitate 100% s-a obfinut pentru vancomicina
si linezolid.

9 tulpini din cele 163 meticilino-sensibile (5,52%)
au prezentat sensibilitate la toate grupele de antibiotice
definind tulpini salbatice.

Concluzii

La tulpinile de S.aureus izolate din infectii
ale tegumentului si tesuturilor moi, fenotipul cel mai
frecvent observat a fost meticilinosensibil, fara rezistenta
asociatd la alte grupe de antibiotice. Tulpinile MRSA au
reprezentat 26,58% din tulpinile testate si au dovedit o
rezistentd asociatd crescutd la macrolide, lincosamide,
aminoglicozide, tetraciclind. Utilizarea largd in practica
medicala a eritromicinei si clindamicinei explica procen-
tele ridicate de rezistentd observate si ridicd problema
utilizarii acestora in terapia infectiilor tegumentelor
si partilor moi. Cu toate ca tulpinile testate au aratat o
sensibilitate crescuta fatd de acidul fusidic, agent recu-
noscut ca avand eficacitate crescutd in terapia infectiilor
tegumentelor si partilor moi cauzate de S.aureus, toxi-
citatea ridicata dovedita 1i limiteaza aplicabilitatea ca agent
terapeutic. Biseptolul, a carei eficienta clinica nu este pe
deplin doveditd, poate constitui o optiune terapeutica in
cazul tulpinilor de S.aureus multirezistente, tinind cont de
sensibilitatea ridicata la testarea in vitro. Desi literatura
de specialitate citeaza aparifia unor tulpini rezistente la

sensibile la aceste antibiotice.
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