UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

' Monitoreo de Staphylococcus aureus meticilino resistente aislado dé fosas nasales de
pacientes jue ingresan al drea de pediatria del Hospital General San Juan de Dios y su
- posteric. colonizacién a las 72 horas de ingreso |

Maria Gabriela Abdalla Mansilla

QUIMICA BIOLOGA

Guatemala, septiembre del 2006




UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

Monitoreo de Staphylococcus aureus metn:lllno resistente alslado de foias nasales de
pacientes que ingresan al area de pediatria del Hospital General San Juan ae Dios y su
_posterior colonizacién a las 72 horas de i ingreso

o .
;. ¢ \
\

&,
o ¥
¥

Inforn?e de Tesis‘;.
Presentédo'por : Vel
M.ar'ia Gabriela Abdalla Marisilla
Para optar el titulo de

Quimica Biologa

Guatemala, septiembre del 2006




O L
oy

T(2371)

JUNTA DIRECTIVA

Ph.D. Osca: Manuel Cébar Pinto

Licda. Jannette Sandoval Madrid de Cardona
Licda. Lillian Raquel Irving Antillon

Licda. Liliana Vides de Urizar

Licda. Beatriz Eugenia Batres de Jiménez
Br. Angel Damian Reyes Valenzuela

Br. Angel Jacobo Conde Pereira

Decano
Secretaria
Vocal |
Vocal Il
Vocal lll
Vocal IV
Vocal V




ACTO QUE DEDICO

A Dios por estar conmigo en los momentos mas dificiles y brindarme todo su amor y
darme las fuerzas necesarias para seguir adelante.

A mis padres, Julio y Juanita quienes han sido una bendicién en mi vida, les agradezco
la formacion que me dieron, la educacion que me brindaron y sobre todo del amor del que me
han rodeado.

A mis hermanos, Carol, Keila, Benja y Moy a quienes quiero por igual y les agradezco
por toda la ayuda y apoyo constante que me han brindado en mi vida.

A mi primo Oswaldo y a mi cufiado Victor quienes han sido una inspiracion para llegar a
ser una buena profesional y desempefiar mi carrera con éxito, les agradezco mucho sus

consejos.

A mis amigos, especialmente Karlita, Guicho, Carlitos, Vero, Nancy, Dina, Lesbia, Gordo,
Rodrigo, Rubén y Byron por haberme acompafiado en los momentos inolvidables de la U ya
quienes quic.o mucho.




AGRADECIMIENTOS

Al Lic. Jorge Matheu y el Dr. Carlos Grazioso por su ayuda y orientacion en el desarrollo
de la investigacion.

Al personal del laboratorio del Hospital General San Juan de Dios, principalmente al
personal técnico del area de Microbiologia a quienes agradezco su colaboracion y en cuyos
laboratorios se efectud la presente investigacion.

Al Laboratorio Nacional de Salud por haberme brindado el material necesario para la
realizacion de la investigacion.

Al personal del 4rea de Pediatria del Hospital General San Juan de Dias por su valiosa
colaboracion.

A el Lic. Osberth Morales y a la Licda. Alba Marina Valdés de Garcia por su valiosa
asesoria.

A la Universidad de San Carlos de Guatemala, institucion a la que agradezco mi
formacién profesional y mi alma mater.

A la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, sus autoridades, personal docente y
administrativo.



iNDICE:

TEMA

|. Resumen

I1. Introduccion

IIl. Antecedentes

A. Infecciones adquiridas en hospitales (nosocomiales)

B. Patogenos hospitalarios

C. Género Staphylococius

1. Staphylococcus y Micrococcus

2. Pruebas para identificar Staphylococcus aureus

3. Patogénesis de las infecciones por Staphylococcus aureus

4. Resistencia de estafilococos hacia las drogas antimicrobianas
9. Defensas .el hospedero contra las infecciones estafilococicas
6. Tratamiento

7. Prevencion y control

D. Tipos de resistencia en Staphylococcus sp.

1. Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA)

2. Desarrollo de resistencia a la vancomicina en pacientes con MRSA
E. Resistencia y determinacion de susceptibilidad antibiética

1. Aparicion de genes de resistencia

2. Resistencia a antibioticos B-lactamicos

3. Resistencia a meticilina o penicilinas isoxazdlicas

F. Resistencia a los antimicrobianos B-lactamicos

1. Inactivacion de la drega debida a B-lactamasas que dividen el anillo

B-lactamico

PAG.

11

12

12
13
14

15

1€
17
18

18

18



2. Efectos colaterales de los B-lactamicos

IV. Justificacion

V. Objetivos

VI. Hipttesis

VII. Materiales y métodos
VIIl. Resultados

IX. Discusion de Resultados
X. Conclusiones

Xl. Recomendaciones

Xll. Referencias

Xlll. Anexos

19

20

21

22

23

27

36

42

43

49



|. RESUMEN:

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) esta presente en muchos
lugares alrededor del mundo. Muestra una habilidad particular para mutar y diseminarse,
convirtiéndose en un importante microorganismo resistente a antibioticos.

Luego del primer caso de resistencia a la meticilina en 1961, se fueron reportando otros
casos de MRSA en Europa, Australia, India y Estados Unidos.

El descubrimiento de la penicilina en 1940 revoluciond el tratamiento para varias
infecciones, incluyendo las causadas por S. aureus. Pero la aparicion de cepas productoras de
penicilinasas luego de una serie de mutaciones, ha dejado al personal de salud admirado.
Desde que este microorganismo desarrollo resistencia a las penicilinas sintéticas tales como la
meticilina y r :acilina, al producir las penicilinasas, se ha visto que este microorganismo se ha
adaptado a casi todos los antibidticos. Hoy en dia, cepas de MRSA son usualmente resistentes
a la mayoria de antibioticos y son susceptibles solamente en presencia de vancomicina y
teicoplanina.

El objetivo principal de este estudio fue monitorear la colonizacion de los pacientes que
ingresan a los servicios de cuidados intensivos de Pediatria con MRSA, asi mismo determinar la
presencia de este microorganismo en dichos pacientes de las salas estudiadas (Unidad de
Terapia Intensiva -UT\P-, Cuidados Intermedios -UCIN-). Para esto se tomaron muestras
nasales por medio de hisopado nasofaringeo al momento de ingreso y a las 72 horas. Se
inocularon en los respectivos medios para luego proceder a la identificacion de S. aureus. Se
evaluo la respuesta de éstas cepas hacia el antibiético oxacilina y las que resulta.on ser MRSA
se les determind nuevamente la respuesta de susceptibilidad hacia los antibiéticos normados por
la NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards).

Los resultados fueron los siguientes: de los 96 nifios que ingresaron al estudio, se
aislaron 27 cepas de &. aureus, de las cuales 7 (25.93%) fueron MRSA y 20 (74.07%) fueron
Staphylococcus aureus meticilino sensible (MSSA). De éstas 7 cepas, 5 (71.43%) fueron
aisladas de UTIP y 2 (28.57%) de cuidados intermedios. Estas 7 cepas corresponden a 5
pacientes (5.21%); de los cuales a 3 de ellos (3.13%) les fue aislado MRSA en el hisopado que
se les hizo al momento de ingreso, y los otros dos pacientes (2.08%) en el .isopado que se
realizo a las 72 horas dz haber ingresado al servicio.

El 100% de los aislamientos de MRSA fueron susceptibles a vancomicina y trimetoprim-
sulfametoxaz~ie como se esperaba. El 100% de las cepas presentaron resistencia a la

penicilina, cefoxitina, eritromici .a y clindamicina, 6 cepas (85.7%) presentaron resistencia a la



ciprofloxacina, al cloranfenicol 3 cepas (42.9%) fueron resistentes y 4 cepas (57.1%) fueron
sensibles.

Ademas como informacion adicional se obtuvieron cepas de K. pneumoniae, el cual es
un microorganismo que no forma parte de la microbiota normal nasal pero se aislé en un nimero
considerable de las muestras nasales. En éstas cepas se busco betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) y betalactamasas de espectro ampliado (BLEA). De las 15 cepas que se
aislaron 12 (80%) presentaron BLEE y 3 (20%) presentaron BLEA, el cual es un mecanismo de
resistencia natural en K. pneumoniae.

Es de importancia la deteccion de éstas betalactamasas en las cepas de K. pneumoniae,
las cepas que producen BLEE se consideran como multirresistentes, teniendo como Unica
alternativa de tratamiento imipenem o meropenem, los cuales no se deben usar, para no
desarrollar resistencia hacia éstos y por lo tanto se limitan los antibidticos para tratar estos
microorganismos.

Todas las cepas MRSA que fueron aislados se consideran hospitalarias, debido a que
todas presentaron multirresistencia y la observacion de mdltiple resistencia debe alertar sobre 1a
posibilidad de cepas de MRSA hospitalario; lo cual es un problema que se debe controlar para
evitar brotes epidémicos y diseminacion de éstas cepas a la comunidad.

Entre las precauciunes que se deben tener para evitar la diseminacion de estas cepas son:
lavado de manos antes y después de cualquier contacto con infectados y el empleo de barreras
que eviten ei contacto con fluidns o sangre, como guantes de un solo uso y bata.
 Proveer la informacién necesaria para el personal del hospital acerca ae la infeccién
causada por MRSA, su impacto en los pacientes y en el hospital, como prevenirla y controlaria.

Desinfectar adecuadamente los servicios de cuidados intensivos, esto para procurar una

menor diseminacion de las cepas de K. pneumoniae.
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Il. INTRODUCCION:

Se han ido reconociendo nuevos patdgenos bacterianos en los dltimos 25 afios y
algunos de estos patdgenos bacterianos antiguos, tales como Staphylococcus aureus y
Mycobacterium tuberculosis, han ido emergiendo con nuevos determinantes de virulencia tales
como nuevcs patrones de resistencia hacia los agentes antimicrobianos (1).

Staphylococcus aureus constituye una de las causas mas comunes de infeccion
hospitalaria o adquirida en la comunidad. Luego de la aparicion de cepas resistentes a
penicilina; la meticilina y ofras penicilinas semisintéticas resultaron eficaces contra este
patogeno, pero a partir de 1980, las cepas resistentes a meticilina se hicieron endémicas en
muchos hospitales. Desde entonces, el glicopéptido vancomicina ha sido el Gnico antibiético
eficaz frente a este tipo de infecciones estafilocécicas (2).

Las dos especies de Staphylococcus que viven en asociacion con los humanos son:
Staphylococcus  epidermidis que reside normalmente sobre la piel y l2s mucosas, y
Staphylococcus aureus que puede habitar normalmente varios lugares, pero en particular en la
membrana nasal. S. epidermidis raramente es un patdgeno y probablemente beneficia a su

. hospedero por la produccion de acidos sobre la piel, los cuales retardan éI crecimiento de
hongos dermatofiticos. Staphylococcus aureus es considerada como una bacteria
potencialmente patégen debido a que posee un amplio nimero de determinantes de virulencia
(estructurales, bioquimicos o aspectos genéticos que permiten que la bacteria cause
enfermedad) y esto puede ocurrir siendo parte de la microbiota normal de los humanos (sobre la
piel, membranas nasales y en el tracto gastrointestinal) que permiten y aseguran que ésta
bacteria sea transmitida rapidamente de un individuo a otro (1).

Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA) es actualmente una de la bacterias

que mas preocupa a los médicos, microbitlogos e infectdlogos. Ademas cepas con estas

caracteristicas (MRSA) ya circulan en la comunidad. Se sabe que Staphylococcus aureus
(MRSA) puer’ : estar presente como un integrante de la microbiota normal de los individuos,
personal de salud y también fc.mar parte de la microbiota intrahospitalaria per lo que se hace
dificil su control (1,3).

Las infecciones que son provocadas por el MRSA son muy diversas y estas no sélo
ponen en riesgo la vida de los pacientes sino que aumentan enormemente los costos
asistenciales. Pueden formar parte de la endemia del hospital o provocar brotes en un

1 determinado servicio planteando serios desafios para su control y prevencion (3).




MREA es un patégeno nosocomial muy importante, que se ha aislado recientemente del
personal de |as distintas areas del Hospital General San Juan de Dios (4).

MRSA se define como la cepa que presenta una concentracion inhibitoria minima (CIM)
a la oxacilina qual o mayor a 4 ug/ml, o un halo de inhibicién menor o igual a 10 mm, con disco
de oxacilina de 1 ug (5).

El presente estudio descriptivo tuvo como principal objetivo monitorear la colonizacion
de los pacientes con MRSA al momento del ingreso al hospital. Se hizo un hisopado nasal al
momento de su ingreso y posteriormente a las 72 horas, obteniéndose las muestras que fueron
inoculadas en los respectivos medios de cultivo en los que se obtuvieron cepas de
Staphylococcus aureus, a los cuales se les realizé un antibiograma con discos recomendados
por la NCCLS para S. aureus.

La importancia de llevar a cabo una vigilancia de la resistencia antimicrobiana en el
ambiente hospitalario radica principalmente en la toma de medidas apropiadas para controlar y
prevenir brotes que puedan suscitarse dentro del hospital; y a su vez con est’ informacion
ayudar al personal de salud relacionado con el paciente a tener politicas mas claras para tratar
de prevenir éstas infecciones, cuidando de que la salud del paciente internado empeore yasu
vez disminuyendo costos de hospitalizacion para el hospital.




lll. ANTECEDENTES:

A. Infecciones Adquiridas en Hospitales (Nosocomiales):

El hospital puede no ser un lugar donde las personas enfermas se alivien, sino también
puede ser un sitio donde las personas se enfermen mas. El hecho es que la infeccién cruzada
de paciente a paciente o del personal del hospital a los pacientes, presenta un peligro constante.
Las infecciones adquiridas en los hospitales se llaman infecciones nosocomiales (nosocumium
es la palabra latina para hospital) y ocurren en alrededor del 5% de todos los pacientes
admitidos. Las infecciones hospitalarias se deben en parte a la presencia de microorganismos
patogenos ue han sido seleccionados por el ambiente del hospital (4).

Los hospitales son especialmente peligrosos por las siguientes razones: 1) Muchos
pacientes tienen resistencia debilitada a las enfermedades infecciosas por su propia enfermedad
(hospedero comprometido). 2) Los hospitales, necesariamente, deben tratar a pacientes que
sufren de enfermedades infecciosas y a pacientes que son reservorios de patogenos altamente
virulentos.  3) La multitud de pacientes en los cuartos y salas aumentan la oportunidad de la
infeccion cruzada. 4) Hay mucho movimiento del personal del hospital de paciente a paciente,
aumentando la probabilidad de transferencia de patégenos. 5) Muchos procedimientos de
hospital, por ejémplo la cateterizacion, la inyeccion hipodérmica, la puncicn espinal, y la
remocion de muestras de tejidos o de liquidos para el diagnostico (biopsias), llev:'n con ellos el
riesgo de introducir pa2'ogenos al paciente. 6) En las salas de maternidad, los bebés recién
nacidos suelen ser susceptibles a ciertas clases de infeccion, ya que carecen de un sistema
inmunoldgico bien desarrollado. 7) Los procedimientos quirdrgicos son un peligro importante,
porque no son solamente las partes mas susceptibles del organismo las que se exponen a las
fuentes de contaminacién, sino que la tensién de la cirugia suele disminuir la resistencia del
paciente a una infeccién. 8) Muchos de los farmacos que se utilizan para la inmunosupresion
(por ejemplo en los procedimientos de trasplante de 6rganos) incrementan la susceptibilidad a
las infecciones. 9) El uso de antibiéticos para el control de las infecciones acarrean con ellos el
riesgo de seleccionar organismos resistentes a los antibiéticos, los cuales no se pueden controlar
si causan una infeccion posterior (6).




B. Patégenos Hospitalarios:

Aunque en el ambiente hospitalario hay una gran diversidad de patégenos, una cantidad
relativamente limitada provocan la mayor parte de las infecciones hospitalarias. Escherichia coli
que es introducido presumiblemente a partir de la flora normal, es la causa nas comin de
infecciones del conducto urinario en los hospitales, pero también suelen intervenir otras bacterias
entéricas como Pseudomonas aeruginosa (que esta implicada en infecciones de las vias
respiratorias inferiores).  Enterococcus faecalies también un patogeno ordinario del conducto
urinario; la levadura Candida albicans se encuentra en raras ocasiones (5).

Uno de los mas importantes y mas diseminados patogenos de hospitales es el
Staphylococcus aureus (7).

Este suele estar asociado con la piel, la cirugia e infecciones de las vias respiratorias
inferiores, y es un problema particularmente frecuente en las infecciones adquiridas por los
recién nacidos en el hospital. Algunas cepas de rara virulencia se han asociado ampliamente
con las infecciones nosocomiales, tanto, que a veces se les designa como estafilococos
hospitalarios. El hébitat de estos estafilococos es el conducto respiratorio superior, de suyo las
fosas nasales y con mas frecuencia se han establecido como la microbiota normal en el
personal del hospital. En este personal sano, el organismo puede no causar enfermedad, pero
estos portadores asintométicos pueden ser una fuente de infeccién para los pacientes
susceptibles. Como los estafilococos son resistentes a la desecacion, sobreviven durante largos
periodos sobre las particulas de polvo y ofros objetos inanimados y posteriormiente pueden
infectar a los pacientes. For la gravedad potencial de la infeccién con estafilococos de hospital,
se requiere la cuidadosa aplicacion de los principios de sanidad hospitalaria (8,9).

C. Género Staphylococcus:

En 1884, Rosenbach describi6 dos tipos de colonias pigmentadas de estafilococos y
propuso la nomenclatura apropiada: Staphylococcus aureus (amarillo) y Stag5ylococcus albus
(blanco), posteriormente esta especie es nombrada Staphylococcus epidermii'is. Ademés,
diecinueve especies de Staphylococcus son descritas en el Manual de Bergey (1992), pero
solamente Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis tienen relevancia clinica en su
interaccion con los humanos. S. aureus coloniza regularmente las fosas nasales, este puede ser
encontrado regularmente en otros lugares anatémicos. S epidermidis es un habitante de la
superficie de la piel (1).




1. Staphylococcus y Micrococcus:

Taxonomicamente, los genes de Staphylococcus se encuentran dentro de la familia
bacteriana Micrococcaceae, pero los estafilococos estan filogenéticamente sin relacion con
algun otro gérero en la familia. Una amplia variedad de criterios genéticos indican que el gen de
Staphylococcus forma un cohe 3nte y bien definido grupo natural que es ampliamente divergente
de los genes de Micrococcus. Sobre la base del andlisis de 16s RNA, los genes de
Staphylococcus pertenecen al amplio grupo de Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus. Las
similitudes de los estafilococos corresponden a los planococos, enterococos y bacilos. Las
similitudes de Micrococcus son con las artrobacterias (7,9).

Staphylococcus y Micrococcus son organismos aerobios con un metabolismo respiratorio
tipico. Son catalasa positivos y esta prueba permite distinguir entre Streptococcus y algunos
otros géneros de cocos Gram-positivos (6,7).

Los dos géneros, Micrococcus y Staphylococcus, se pueden separar facilmente con
base en pruebas de oxidacion/fermentacion (O/F) (10,11).

Micrococcus es un aerobio obligado y produce éacido a partir de la glucosa, en tanto que
Staphylococcus es un aerobio facultativo y produce &cido a partir de glucosa tanto aerébica
como anaerobicamente. Sus composiciones de bases del DNA también son muy diferentes: las
especies de Micrococcus tienen relaciones GC (guanina-citosina) muy altas, en tanto que las
especies de Staphylococcus las tienen mas bien bajas (7,8).

El género Staphylococcus pertenece a la familia Micrococcaceae y segiin el Manual de
Bergey's se divide en tres especies: S. aureus, S. epidermidis y S. saprophyticus. Esta division
se basa en la diferenciacion por medio de la produccién de coagulasa, termonucleasa, toxina y la
utilizacion de manitol aerébica o anaerdbicamente, asi como por requerimientos nutricionales,
componentes de la pared celular y la susceptibilidad a la novobiocina (11).

, Microscopicamente se observan cocos, gram positivo, aislados, en parejas, en cadenas
cortas 0 en .dcimos irregulares. Staphylococcus aureus forma una colonia considerablemente
larga y amarilla sobre un medio enriquecido, S. epidermidis tiene unas colonias relativamente
pequefias y blancas. S. aureus es regularmente hemolitico sobre agar sangre; S. epidermidis
no es hemolitico. Los estafilococos son anaerobios facultativos que crecen por respiracion
aerébica o por fermentacion que produce principalmente &cido l4ctico. Estas bacterias son
catalasa-positiva y oxidasa-negativa. S. aureus puede crecer a un rango de temperatura de 15°
a 45° C y a concentraciones altas de NaCl (15%) (Ver Tabla 1. Anexos) (1). Todas las
variedades de S. aureus producen la enzima coagulasa: mientras que todas las variedades de S.




epidermidis carecen de esta enzima. S. aureus debe considerarse siempre como un patégeno
potencial; la mayoria de las variedades de S. epidermidis no son patogénicas e incluso pueden
jugar un rol de proteccion en el hospedero como microbiota normal. Staphylococcus epidermidis
puede ser un patogeno en el ambiente hospitalario (1).

Los estafilococos son células perfectamente esféricas y miden alrededor de un
micrometro de diametro. Estos crecen en racimos porque los estafilococos <e dividen en dos
planos. La configuracion de los cocos ayuda a distinguir los estafilococos de los estreptococos,
los cuales son células un poco oblongas que usualmente crecen en cadenas (debiuo a que ellas
se dividen en un plano solamente) (12). La prueba de catalasa es importante en la
diferenciacion de estreptococos (catalasa-negativa) de estafilococos, que son productores
vigorosos de catalasa (11).

Crece bien en agar tripticasa soya o agar nutritivo, pero desarrolla colonias mas grandes
en agar sangre de camero. Su actividad hemolitica es variable. La mayoria de cepas fermentan
el manitol, toleran concentraciones relativamente altas de sal (7.5-10%) y es resistente a la
polimixina (11).

2. Pruebas para Identificar S. aureus:

a. Prueba d- Coagulasa: la prueba de coagulasa es uno de los mejores criterios empleados

para diferenciar S. aureus Puede ser realizada en lamina para la medicion de coagulasa
unida, o en tubo para la medicion de coagulasa libre (12).
Método del tubo directo: se reconstituyen con agua destilada los frascos que contienen el
plasma de conejo deshidratado y se distribuye en cantidades de 0.5 ml dentro de tubos de
ensayo de 7 mm. Se agrega 0.05 ml del cultivo bien crecido del caldo que se vaya a
ensayar, en una emulsion gruesa en agua de una colonia o de una porcion de cultivo en
declive que se toma con un asa.  Se agitan los tubos para obtener una mezcla completa,
incubandose después a 37°C por 4-24 horas. Cualquier grado de coagulacién se considera
como un resultado positivo (12).

b. Prueba de Catalasa: la catalasa es una enzima capaz de descomponer ¢ peroxido de
hidrogeno en agua y oxigeno molecular. La enzima catalasa esta presente en la mayoria de
los citocromos contenidos en las bacterias aerébicas y anaerébicas facultativas. El pH
optimo para la actividad de la catalasa es 7. La prueba puede realizarse en lamina picando
el centro de una colonia pura y luego colocarlo sobre un portaobjetos limpio, se adiciona una
gota de perdxido de hidrégeno al 3% sobre la lamiria y se observa si hay desprendimiento de




burbujas. Las pruebas positivas de catalasa producen oxigeno y burbujas. Esta prueba no

deberia ser realizacla sobre agar sangre porque la sangre contiene catalasa (1).
En tubo: se adiciona directamente 1 ml de peréxido de hidrégeno al 3% a un cultivo de 24
horas en agar slant y se observa la produccion de oxigeno (1).

c. Fermentacion de Manitol: en el agar de manitol sal, las especies positivas producen
grandes zonas amarillas, opacas, en el medio circundante (1,9).

d. Tipos de Hemdlisis: alfa hemdlisis (ct), beta hemolisis (B), gamma hemdlisis (y) y alfa

prima o zona ancha alfa (W Z) (1,9). (Ver Tabla 2. Anexos)

3. Patogénesis de las Infecci: nes por Staphylococcus aureus:

Staphylococcus aureus causa una variedad de infecciones supurativas (formadoras de
pus) e intoxicacion en humanos. Este causa lesiones superficiales en la piel tales como
furinculos e impétigo; ademas, infecciones mas serias como neumonia, mastitis, flebitis,
meningitis, e infecciones del tracto urinario; también infecciones mas profundas como
osteomielitis y endocarditis. Staphylococcus aureus es la mayor causa de infecciones adquiridas
en el ambiente hospitalario (infeccion nosocomial) por heridas de cirugias e infecciones
asociadas con personal médico. S. aureus también puede causar intoxicacion alimentaria por la
produccion de enterotoxinas en la comida, causando también el sindrome llama: o del choque
toxico (8, 9,13).

Staphylococcus aureus expresa varios factores de virulencia muy potentes:
(1) Proteinas de superficie que promueven la colonizacion de los tejidos del hospedero.

(2) Invasinas que promueven el desarrollo bacteriano en los tejidos (leucocidina, quinasas,
hialuronidasa).

(3) Factores de superficie que inhiben el englobamiento fagocitico (capsula, proteina A).

(4) Propiedades bioquimicas que aseguran su sobrevivencia dentro de los fagociios
(carotenoides, produccién de catalasa)

(5) Enmascaramiento inmunoldgico (proteina A, coagulasa, factor de coagulacion)

(6) Toxinas que dafian la membrana y que lisan las membranas de las células eucaritticas
(hemolisinas, leucotoxiria, ieucocidina)

(7) Exotoxinas que dafan los tejidos del hospedero o que provocan sintomas de enfermedad,
estas son superantigenos que S. aureus secreta; estas toxinas se dividen en dos tipos: las

enterotoxinas que a su vez se dividen en seis tipos antigénicos ( llamados SE-AB,CDLEYG)y
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una toxina que provoca el sindrome de shock téxico (TSST-1). También produce una toxina
exfoliativa (ET) que es ia causa del sindrome de la piel escaldada en los neonatos.
(8) Resistencia inherente y adquirida hacia agentes antimicrobianos (13).

En la mayoria de enfermedades causadas por S. aureus, la patogénesis es
multifactorial, asi que esto dificulta la determinacion precisa del factor determinante. Como sea,
hay correlaciones entre variedades aisladas de enfermedades particulares y la expresion en
particular de un determinante de virulencia, que sugiere el rol en una enfermedad en particular
(13). Con algunas exotoxinas, los sintomas de una enfermedad humana pueden ser
reproducidos en animales con las proteinas purificadas. La aplicacién de biologia molecular ha
permitido el avance para descifrar la patogénesis de la enfermedad estafilococ: a. Los genes
codifican factores potenciales de virulencia que han sido clonados y secuenciados, y algunas
toxinas proteicas han sido purificadas. Las infecciones humanas estafilocécicas son frecuentes,
pero usualmente permanecen localizadas al portal de entrada por las defensas normales del
hospedero. El portal puede ser un foliculo piloso, pero usualmente la ruptura de la piel puede ser
por medio de una aguja o algun instrumento quirdrgico. Cuerpos extraos, incluyendo suturas,
son rapidamente colonizadas por estafilococos, que pueden volverse infecciones dificiles de
controlar. Otro portal de entrada es el tracto respiratorio. La neumonia estafilococica es urna
complicacion frecuente de la influenza. La respuesta localizada del hospedecro a la infeccion
estafilococica es la inflamacion, caracterizada por una elevacion de temperatura en el lugar de
infeccién, hinchazon, acumulacion de pus y necrosis del tejido. Alrededor del area inflamada, se
puede formar un coagulo de fibrina, rodeando y protegiendo a la bacteria presentando ampollas
caracteristicas llenas de pus o abscesos. Otras infecciones serias de la piel pueden ocurrir, tales
como furinculos o impétigo. Las infecciones localizadas del hueso son llamadas osteomielitis.
Serias consecuencias de las infecciones estafilocécicas ocurren cuando la bacteria invade el
torrente sanguineo. El resultado de una septicemia puede ser fatal rapidamente; una bacteremia
puede ser resultado de la diseminacion en ofros abscesos internos, también provoca otras
lesiones de la piel, o infecciones en los pulmones, rifiones, corazén, masculos esqueléticos o

meninges (1,13).
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4. Resistencia de Estafilococos hacia las drogas antimicrobianas:

Las cepas hospitalarias de Staphylococcus aureus son usualmente resistentes a una
variedad de diferentes antibidticos. Algunas cepas son resistentes a todos los antibiéticos que
se usan clinicamente, excepto a la vancomicina y raramente, son reportadas cepas vancomicina-
resistente. E| término MRSA se refiere a Staphylococcus aureus meticilino resistente. La
resistencia a la meticilina es ampliamente difundida y la mayoria de cepas meticilino-resistente
también son multiresistentes. Un plasmido asociado con la resistencia a la vancomicina ha sido
detectado en los enterococos (Streptococcus faecalis), que puede ser fransferido al
Staphylococcus aureus en el laboratorio y se especula que esta transferencia puede ocurrir
naturalmente (Ej. en el tracto gastrointestinal). Ademas, S. aureus exhibe resistencia a los
antisépticos y desinfectantes, tales como compuestos de amonio cuaternarios, lo cual le ayudaa
sobrevivir en el ambiente hospitalario (14).

Las enfermedades estafilococicas ha sido un problema perenne en el ambiente
hospitalario desde los inicios de la era antibiética. Durante los afios de 1950 y rerca de 1960, la
infeccion estafiloccica fue sinénimo de infeccion nosocomial. Los bacilos gram-negativo (Ej. E.
coli y Pseudomonas aeruginosa) ha reemplazado al estafilococo en la mayoria de casos
frecuentes de infecciones nosocomiales, aunque el estafilococo permanece como un problema.
(14) El Staphylococcus aureus respondi6 a la introduccion de antibiético por la forma usual de
una bacteria desarrollando resistencia antibiética:

(1) Mutacién en genes cromosémicos seguida por la seleccion de cepas resistentes.

(2) Adquisicion de genes de resistencia por plésmidos extracromosomicos, transfiriendo
particulas, transposones, u ofros tipos de insertos de ADN. Staphylococcus aureus
expresa la resistencia a las drogas y antibidticos a través de varios meca..ismos.

Desde el inicio del uso de la penicilina en 1940 aproximadamente, la resistencia a las drogas
se ha desarrollado en los estafilococos en un tiempo muy corto después de la introduccion del
antibidtico en el uso clinico. Algunas cepas son ahora resistentes a los antibiéticos mas
convencionales y ahi es donde se necesita de nuevos antibiéticos. Nuevas estrategias en la
industria farmacéutica para encontrar drogas antimicrobianas consiste en identificar los blancos
moleculares potenciales en las células (tales como los sitios activos de enzimas envueltas en la
division celular), entonces se da el desarrollo de inhibidores especificos para la molécula blanco.
Esperanzadoramente, éste acercamiento nos llevaria a nuevos agentes ant.microbianos para

batallar contra las infecciones estafilocécicas (15).
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5. Defensas del hospedero contra las infecciones estafilocécicas:

La fagocitosis es el mecanismo mayor para combatir las infecciones estafilocécicas. Los
anticuerpos son producidos para que neutralicen toxinas y promuevan la vpsonizacién. De
cualquier modo, la capsula bacteriana y la proteina A pueden interferir con la ‘agocitosis. El

biofilm que crece sobre los implantes es también impermeable a la fagocitosis (13).

6. Tratamiento:

Las infecciones adquiridas fuera de los hospitales usualmente pueden ser tratadas con
R-lactamicos resistentes a las penicilinasas. Las infecciones adquiridas en los hospitales son por
lo regular causadas por cepas resistentes a los antibiéticos y solamente pueden ser tratadas con
vancomicina. El vacunar también esta disponible ya que estimula la actividad inmune contra las
infecciones estafilococicas en humanos. Una vacuna basada en la unién a la proteina
fibronectina induce una inmunidad protectora contra la mastitis en el ganado y también podria
ser usada como vacuna en humanos (16,17).

Un ¢ sero hiperinmune o anticuerpos monoclonales dirigidos hacia los componentes de la
superficie celular (Ej., polisacaridos capsulares o proteinas de adhesion a la superficie) podria
tedricamente prevenir la adherencia bacteriana y promover la fagocitosis por opsonizacion de las
células bacterianas. También, un suero humano hiperinmune podria ser dado a los pacientes
hospitalizados previo a una cirugia como una forma de inmunizacion pasiva (16).

Cuando las bases moleculares precisas de las interacciones entre las adhesinas
estafilocdcicas y los receptores en los tejidos del hospedero se conozcan podria ser posible el
disefiar compuestos que bloqueen las interacciones y entonces prevenir la colonizacion

bacteriana. Esto podria ser administrado sistémicamente o topicamente (16).
7. Prevencion y control:

Para la transmision de Staphylococcus aureus se requieren de tres elementos: una
fuente del agente infeccioso, un hospedero susceptible y un medio de transmision del agente
infeccioso. Para la infeccion por S. aureus nosocomial, las fuentes pueden ser el paciente, el
personal del hospital y ocasionalmente un visitante. Los factores de riesgo relacionados con el
hospedero, dependen el sitio de infeccion, el estado inmunolégico y el tamafio del inoculo

(5,18,19). La fransmision puede ser directa o indirecta y por contacto con un vehiculo en
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comun. El contacto directo es el modo de transmisidn mas importante y frecuente de S. aureus
(9). El lavado de manos es la medida mas simple e importante para reducir el riesgo de
transmitir microorganismos virulentos y multirresistentes en los hospitales (14,20). El uso de
agentes topicos para eliminar la colonizacion estafilococica en grupos de alto riesgo, como
pacientes que estan en tratamiento con hemodialisis y que han sufrido una cirug‘a, han reducido
la incidencia de infecciones subsecuentes. El méas utilizado es mupirocina, pero el uso
prolongado de esta droga se ha asociado con resistencia (15,16,17).

Otra alternativa, es el desarrollo de una vacuna multicomponente que incorpora
proteinas que son los principales factores de virulencia en la enfermedad estafilococica (12).
Para prevenir epidemias por MRSA es necesario contar con pruebas que permitan establecer
una vigilancia epidemiologica adecuada para llevar a cabo un control y prevencion de brotes
resistentes a los antibiéticos (15).

D. Tipos de Resistencia en Staphylococcus sp.:

Hay distintos tipos de Staphylococcus aureus, que cada dia presentan mayor resistencia.
En 1944 habia un 5% de resistencia a la penicilina, en 1949 un 50% y en 1995 un 90%(5). En la
Tabla 3, se clasifican de acuerdo a la resistencia (Tabla 3. Anexos) (1,6).

El MRSA (Staphylococcus aureus resistente a la meticilina) se puede detectar por
diferentes técnicas: difusion en disco, aglutinacion por latex o por Vitek (sistema automatizado)
(20,21). El método de difusion en disco con agar Mieller Hinton se puede emplear para
determinar el MRSA, con cefotaxima da <27mm, con moxalactam da <24mm y con oxacilina 1
ug da > o 20mm. Cuando la oxacilina es >20mm, indica que el Staphylococcus aureus es
sensible a la ampicilina, amoxicilina, amoxicilina/ acido clavulénico, o sulbactam/ampicilina
(14,15).

Recientemente se describié el medio de cultivo con agar manitol sal con cloruro de litio y
azul de anilina y con cloruro de sodio al 5.5%, con suplementos de polimixina B y oxacilina para
detectar S. aureus resistente a oxacilina, e informar el resultado entre las 24 a 48 horas de la
siembra. Las colonias MRSA toman el color azul, se confirman con la coagulasa, catalasa,
staphtect pl' », dry spot o PBP2. Ademas se le hace control de calidad ya sea positivo para
Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 433000), o negativo para Staphylococcus aureus MSSA
(ATCC 25923) o E. coli ATCC 25922 (14).
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También existe el Staphylococcus coagulasa negativa que produce resistencia a la
meficilina. se puede detectar por aglutinacién de latex. Se han encontrado Staphylococcus

epidermidis resistentes a la meticilina (14).

1. Staphylococcus aureus Meticilino Resistente:

El Staphylococcus aureus meticilino-resistente (MRSA) es en la actualidad un
microorganismo endémico en muchos hospitales de todo el mundo. E!l primer reporte de MRSA
fue hecho en 1961 en Europa, al poco tiempo de ser introducida la meticilina como la primer
penicilina semisintética resistente a la penicilinasa de S. aureus. A inicio de los setenta el MRSA
se aislo en diferentes hospitales por toda Europa, Australia y Asia. En Estados Unidos su
prevalencia aument del 2,4%, en 1975, al 29% en 1991. Este incremento se na producido no
solo en los grandes hospitales docentes de tercer nivel, sino también en los de pequenas
poblaciones e incluso se ha reportado MRSA adquiridos en la comunidad (17, 18).

El mecanismo de resistencia del MRSA consiste en la sintesis de una nueva proteina
fjadora de penicilina (PBP), denominada PBP 2a (o PBP) con afinidad baja para los
R-lactamicos. Esta es codificada por un nuevo gen denominado mec A y conserva su accion de
transpeptidasa en la sintesis de la pared bacteriana aln cuando las otras PBP del S. aureus
estén inhibidas por B-lactamicos (19, 20).

Las vias mas comunes de adquirir infecciones por MRSA son la autoinfeccion de
portadores nasales y la transmision a través de las manos del personal luego de ser colonizadas
transitoriamente con estafilococos de su propio reservorio (nariz, piel, garganta) o de pacientes
(infectados o altamente colonizados) (18).

Las infecciones por MRSA pueden producir una amplia variedad de sintomas,
dependiendo de la parte del cuerpo infectada. Se pueden presentar en heridas quirlrgicas,
quemaduras, puntos de colocacion de catéter, ojos, piel y sangre. La infeccion generalmente
causa enrojecimiento, inflamacién y dolor en el lugar de la infeccion. Ocasionalmente, las
personas pueden ser portadoras del MRSA sin presentar sintomas (18).

La reciente emergencia de S. aureus con resistencia intermedia a glicopéptidos (GISA)
en infecciones por MRSA que recibieron tratamiento prolongado con vancomicina, ha sido bien

documentada. Esta nueva resistencia del S. aureus hace énfasis en la importancia de) uso
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2. Desarrollo de resistencia a la Vancomicina en pacientes con MRSA:

La vancomicina ha sido la eleccion para tratar los MRSA, sin embarg», reportes de
pacientes han descrito el fallo de ésta para tratar dibhas infecciones.

El mecanismo de resistencia no se conoce aln, pero se sabe que puede haber una
transferencia in vifro de la resistencia a la vancomicina desde los enterococos hacia los
estafilococos (21,22,24). Aunque este mecanismo de resistencia no esta claro, se ha propuesto
uno que involucra alteraciones en la pared celular estafilocécica. Una de las alteraciones
descritas, es una mayor densidad de la pared celular con respecto a las cepas susceptibles (24).

El uso prolongado e indiscriminado de la vancomicina para tratar las infecciones por
MRSA, pueden causar en el transcurso del tiempo epidemias de cepas multirresistentes, por lo
que deben seguirse los protocolos establecidos en Norteamérica y Europa, asi como las
recomendaciones que hace el CDC, Atlanta (14). Se ha demostrado en el laboratorio que el
pasaje sucesivo en medio con vancomicina luego de veinte veces, cred cepas resistentes y
genéticamer ¢ estables (15). Al igual que los MRSA estos otros estafilococos con reducida
susceptibilidad a la vancomicna tienen una poblacion heteromresistente y esto hace que las
pruebas de susceplibilidad antimicrobiana sean mas dificiles de realizar que en ofros
microorganismos homorresistentes. Los estafilococos con susceptibilidad reducida a la

vancomicina no pueden ser detectados con la técnica de difusion en disco de Bauer-Kirby (10).

E. Resistencia y Determinacion de Susceptibilidad Antibiética:

La susceptibilidad es una caracteristica de las bacterias, que permite que un antibiético
sea capaz de producirle un efecto bactericida o bacteriostatico, al estar en contacto con ellas, a
una concentracion adecuada, que no produzca toxicidad en las células hur anas, ni sea
desactivado por los liquidos o tejidos de las personas (10,11).

Las bacterias sin embargo, son capaces de adaptarse y crean medios que les permita
existir, sin ser afectados por los antibiéticos. Esto se conoce como resistencia (11).

La resistencia bacteriana puede ser determinada clinicamente, al evaluar que no se
produce la respuesta terapéutica esperada en el paciente a quien se le administré antibioticos,
luego de 48 a 72 horas (10,11).

La susceptibilidad y la resistencia también pueden ser determinadas in vitro a través de

métodos de dilucion y de difusion (11).
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El método de dilucion consiste en incorporar cantidades graduadas de antibiticos en
medios bacteriologicos o sdlidos; los cuales se inoculan después con la bacteria de prueba. Fl
punto final se toma como la cantidad de antimicrobiano requerida para producir un efecto
bactericida o bacteriostatico (11).

El método de difusion tiene dos modalidades: en disco o en tira. El método de disco de
Bauer-Kirby, es el mas utilizado y consiste en aplicar discos de papel filtro impregnados con el
medicamei .0, sobre las superficies de placas de agar, en las que se ha sembrado un cultivo del
microorganismo. Se esperan 18 horas y luego e determina el tamafio de la zona de inhibicion
alrededor del disco, lo cual se relaciona con la actividad del antibidtico contra la cepa de prueba.
Proporciona informacién cualitativa o semicuantitativa, por lo que no es un método muy preciso.

(> Otra modalidad es el E-test, que utiliza una tira de papel impregnado con un gradiente de
concentracion del antibidtico, el cual se infunde en el medio de inoculacion de la bacteria. La
zona de inhibicion es eliptica y cruza la tira donde esta la concentracién inhibitoria minima, lo que
perfecciona su precision (11,15).

1. Aparicion de Genes Resistentes:

. Se han descrito mas de 100 genes diferentes de resistencia, cada uno expresando
resistencia a un tipo de antibidticc. Muchos de estos nuevos genes se han encontrado
primeramente en un plasmido adyacente a otros genes resistentes dentro de una seccion

llamada integrén. El integron parece que sirve como un sitio especial para que se adquieran
genes y luego se expresen (4).

Entre los antibiticos que son utilizados para las pruebas de susceptibilidad estan los siguientes:

» Cefalosporinas: inhiben el entrecruzamiento del peptidoglicano por el anillo beta-lactamico,
se unen a las ligandinas de penicilina. Actian contra bacterias gram positivo y gram
negativc  Los mecanismos de resistencia que las bacterias han desarrollado hacia estos
antibioticos son: producciun de beta-lactamasas, alteracion de las proteiras ligandinas en
gram-positivo y alteracion de la permeabilidad de la membrana en gram-negativo (15).

« Eritromicina: inhib< la sintesis de proteinas por union irreversible a la subunidad 50s. Son

» activas contra estreptococos beta-hemolitico del grupo A; estafilococos en infecciones leves,
y otros gram-positivo. Los mecanismos de resistencia que las bacterias han desarrollado
hacia este antibiotico son: disminucién de la permeabilidad o una mutacion que codifica un
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cambio en la proteina receptora en los ribosomas 50S, o ser plasmidica y producir la
alteracion de la subunidad 23S de los ribosomas 50S a causa de una mutilacion de la
adenina (24, 25).

» Penicilinas: se ligan a las proteinas ligadoras de penicilina, inhibiéndolas Las penicilinas
naturales son activas contra gram-positivo aerobios y anaerobios; las peniciinas
penicilinazas resistentes a Staphylococcus sp.; las aminopenicilinas a gram-positivo y
mayormente a gram-negativo. Las bacterias se hacen resistentes por produccion de beta-
lactamasas, alteracion de proteinas ligadoras de penicilina; cambios de permeabilidad de la
pared celular (16,24,25).

« Vancomicina: inhibe la sintesis de peptidoglicano, formando complejos con la D-alanil, D-
alanina que es la porcion precursora del peptidoglicano. En adicion afecta la permeabilidad
de la membrana citoplasmatica y puede impedir asi la sintesis de ARN. Es activa contra
Gram-positivo. La resistencia de las bacterias hacia ésta, es mediada por plasmidos y por

una proteina citoplasmica Gnica que puede reducir su acceso al sitio de accion (16,24,25).

2. Resistencia a Antibidticos Beta-Lactamicos:

Las beta-lactamasas inactivan a los antibiticos beta-lactamicos uniéndose de forma
covalente a la porcion carbonil del anillo beta-lactamico e hidrolizando su union covalente. Para
protegerse de los antibidticos beta-lactamicos, las bacterias deben producir grandes cantidades
de beta-lactamasas capaces de hidrolizarlas antes de que las destruya. En contraste, para que
una sola bacteria se proteja, debe restringir la entrada de beta-lactamicos al periplasma y
producir cantidades suficientes de beta-lactamasas (25,26).

La ausencia de una membrana externa en bacterias gram-positivo obliga a Staphylococrus
aureus a producir grandes cantidades de beta-lactamasas para resistir a la penicilina. En
consecuencia, los plasmidos de S. aureus llevan genes de induccion, asi como un gen
estructural de beta-lactamasa (13,26).

Esto le da la facultad a la bacteria de producir grandes cantidades de beta-lactamasas
cuando es =..puesta a la penicilina. Otro mecanismo que utiliza Staphylococcus aureus es el de
importar un gen que produce beta-lactamasas, para luego codificarlo (13).




3. Resisterzia a Meticilina o Penicilinas Isoxazélicas:

Luego de la introduccion de la meticilina a la terapéutica, se identificaron cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina en Inglaterra en 1961. No se reportaron casos
en América a no ser por algunos brotes epidémicos y casos esporadicos. Pero, en 1975, el
estafilococo resistente a meticilina tuvo un incremento considerable en casos de infeccion
nosocomial y adquirida en la comunidad. Este estafilococo resistente a la meticilina es muy
virulento y sus cepas son a menudo resistentes también a las cefalosporinas, eritromicina y
tetraciclina (16,27).

Actualmente los estafilococos resistentes a la meticilina se encuentran presentes en la
mayoria de los hospitales de muchos paises. El microorganismo es muchas vec s resistente a
otros antibioticos (27).

La resistencia a la meticilina se atribuye a la presencia en la membrana bacteriana de
proteinas de unién a la penicilina con baja afinidad a los antibidticos beta-lactamicos,
especificamente la proteina de unién secundaria; que se encuentra codificada en la porcién
cromosomica del gen mec. Este sitio de union alterado, obstaculiza la unién de los antibiéticos
beta-lactamicos a su blanco en la pared celular (24,25,28).

La meticilina, oxacilina, cloxacilina y nafcilina son penicilinas menos potentes que 'a
penicilina G pero son efectivas contra Staphylococcus aureus productores de penicilinasas, ya
que son penicilinas resistentes a las penicilinasas, aunque actualmente muchas de las cepas
aisladas son "meticilina resistentes” lo que implica resistencia a todos las penicilinas
penicilinasas resistentes. La meticilina no se administra por via oral y puede alcanzar
concentracones plasmaticas de 20 pg/ml (dosis intramuscular 2 g) (24).

F. Resistencia a los Antimicrobianos R-Lactamicos:

1. Inactivacién de la droga debido a B-lactamasas que dividen el anillo R-lactamico:

Las R-lactamasas son inducibles en bacterias Gram-positivas y son sintetizadas en
grandes cantidades. En las bacterias Gram-negativas, las B-lactamasas generalmente son
constilutivas, estan unidas a las células, se encuentran en el espacio periplasinico y se sintetizan
en mucho menor cantidad que en las Gram-positivas.

Las R-lactamasas pueden encontrarse codificadas tanto en el cromosoma como en
plasmidos.
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 Dificultad en la captacion: se produce en las bacterias Gram-negativas cuando los B-
lactamicos no pueden cruzar con facilidad la membrana externa.

o Alteracion del blanco: se debe a variaciones que se producen en las PBP,
generalmente a causa de mutaciones cromosomicas (24,26).

2. Efectos colaterales de los R-lactamicos:

Los R-lactdmicos generalmente son bien tolerados por el organismo y son los
antimicrobianos que presentan menor toxicidad directa. Dosis muy altas de penicilinas (mayores
a 30 g/dia) pueden ser irritantes para el sistema nervioso central. Algunos B-lactamicos pueden
causar granulopenia, diarrea y tendencia a hemorragias. El efecto colateral mas grave asociado
a los B-lactamicos es la alergia. Este efecto se debe a que los productos de degradacion del
antimicrobiano, como ¢ . &cido peniciloico, se combinan con proteinas del paciente y sensibilizan

al sistema inmune. Generalmente se utilizan glucocorticoides para suprimir las manifestaciones

alérgicas a los B-lactamicos (25,29,30).
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IV. JUSTIFICACION:

Staphylococcus aureus es un patoégeno nosocomial muy importante, que se ha aisladu
previamente en el Hospital General San Juan de Dios (4). Staphylococcus wureus meticilino
resistente (MRSA) se define como aquel que posee una concentracion inhibitoria minima (CIM)
a la oxacilina igual o mayor a 4 ug/ml, o un halo de inhibicion menor o igual a 10 mm, con disco
de oxacilina 2 1 ug lo que representaria la resistencia a otros [3-lactamicos (17,18,29).

Esta bacteria produce ! ifecciones que son causa de morbilidad y mortalidad, por lo que
monitorear |a colonizacién con este microorganismo de los pacientes que van ingresando al 4rea
de Pediatria del Hospital General San Juan de Dios es de vital importancia, ya que ésto
ayudaria a prevenir la diseminacion de una infeccion dentro del hospital, cuidando de esta forma
que la salud del paciente internado empeore y su estadia no se prolongue dentro de éste siendo
nocivo para la institucion, reduciendo de esta forma costos de hospitaiizacion (31,32).

Ademas, la vigilancia de la resistencia antimicrobiana en el ambiente hospitalario es
fundamental para guiar el tratamiento empirico inicial de los antibidticos que se usan en los
pacientes y su posterior manejo en base a los resultados de los cultivos, siendo 'in problema
creciente para la salud publica, que involucra cada dia nuevas especies bar erianas y el
desarrollo de nuevos mecanismos de resistencia. Este fendmeno que se observa en los
laboratorios de microbiologia representa un problema clinico y dificulta al personal médico el
buen manejo de los pacientes que sufren distintas patologias infecciosas. La informacién que
se obtenga de este estudio sera trasladada hacia el Comité de Nosocomiales del hospital con el
fin de llevar a cabo una vigilancia de la resistencia antinicrobiana de este microorganismo y a su
vez ayudar a los administradores generales y el personal de salud a tomar las medidas
apropiadas para controlar y sobre todo prevenir los brotes que puedan suscitarse dentro da!
hospital.
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V. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL:

« Monitorear la colonizacion con Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA) en

los pacientes g''e ingresan al area de pediatria del Hospital General San Juan de Dios.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar la presencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente en muestras
nasales de los pacientes muestreados.

2. Determinar la presencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente en las distintas
salas (Unidad de Terapia Intensiva -UTIP-, Cuidados Intermedios -UCIN-) del area de
Pediatria del Hospital General San Juan de Dios.




VI. HIPOTESIS:

No se usara hipétesis por ser un estudio descriptivo.

22
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VIl. MATERIALES Y METODOS:

A. Universo de Trabajo: pacientes que ingresen al area de Pediatriz del Hospital
General San Juan de Dios (HGSJD). En un periodo de tiempo aproximado de tres
meses.

B. Muestra: muestras nasales de 96 pacientes de las distintas areas de la Pediatria,
(siendo los nifios a estudiar de ambos sexos y en un rango de edad aproximado de 0-10

afos).

C. Recursos:
1. Recursos Humanos:
a. Investigadores:
Br. Maria Gabriela Abdalla Mansilla

b. Asesores:
Quimico Biélogo

Lic. Jorge Matheu

Asesor Médico (HGSJD)
Infectélogo de Pediatria
Dr. Carlos Grazioso

2. Recursos Institucionales:
- Area de Pediatria del Hospital General San Juan de Dios
- Laboratorio Nacional del Ministerio de Salud Publica

- Laboratorio de Microbiologia del Hospital General San Juan de Dios.
3. Recursos Materiales:

a. Cristaleria
- Portaobjetos
- Tubos de ensayo

- Pipetas pasteur
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b. Reactivos y medio de cultivo
- Peroxido de hidrégeno
- Colorantes para Gram
- Agar Sangre de Camero
- Agar Manitol Sal
- Agar Mieller-Hinton
- Medios de transporte

- Discos de susceptibilidad con oxacilina

c. Equipo
Cabina de seguridad biologica
- Incubadora

- Autoclave

d. Control de calidad
- Cepa ATCC 43300 Oxacilina resistente
- Cepa ATCC 25923 Oxacilina resistente
- Cepa ATCC S. aureus 29213 Meticilino susceptible

e. Instrumentos y otros:
- Cajas de petrie
- Hisopos e.tériles
- Asas estériles
- Guantes
- Computadora
- Impresora

- Hojas papel bond tamafio carta

4, Metodologia:

a. Obtencion y procesamiento de muestras:
b. Utilizando un hisopo de algodon estéril humedecido con solucion salina al
0.85%, se tomo una muestra del epitelio de la mucosa nasal a los pacientes

que ingresaron al area de Pediatria .
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Se inocularon las muestras en una caja de petrie con agar Sangre de Camero,
incubado a 35°C durante 24-48 horas en jarra con candela (ambiente
microaerofilico,, sequidamente se leyeron las cajas de petrie identificando

colonias sospechosas de Staphylococcus aureus.

. Posteriormente se llevd a cabo una coloracion Gram de las colonias

sospechosas para identificar los cocos Gram-positivo.

. A las colonias de cocos gram-positivo obtenidas en agar Sangre de Camero se
les realizé la prueba de catalasa con peroxido de hidrogeno al 3%, tomando
como positivo la produccion de efervescencia.

Al ser ésta prueba positiva, se realizd la prueba de coagulasa con plasma
humano; conjuntamente se inoculé una asada en agar Manitol Sal incubando a
37°C por 24 horas; con el objetivo de purificar la colonia de S. aur-us.

. Posteriormente se tomé una asada de la colonia del agar Manitol Sal realizando
una suspension directa de colonia en solucion salina estéril hasta obtener una
turbidez 0.5 Mcfarland, dejando reposar por 15 minutos.

. Con hisopo estéril humedecido con la suspension anterior, se inoculd en el
medio de Mieller-Hinton dejando reposar por 15 minutos.

En el medio de cultivo se coloco un disco de oxacilina, para clasificar las cepas
segun el diametro del halo obtenido como MRSA (<12 mm) o MSSA (>12 mm:).
Dentro de las penicilinas resistentes a la PB-lactamasa para usar en
estafilococos, se puede probar ya sea la oxacilina o la meticilina y sus
resultados pueden ser aplicados a las ofras penicilinas resistentes a la
penicilinasa, tales como a la cloxacilina y a la dicloxacilina. Es preferible probar
con oxacilina y1 que es mas resistente a la degradacion durante el almacenaje y
porque es mas probable que detecte a las cepas heterorresistentes de
estafilococos (33,34).

A las cepas que resultaron ser MRSA se les evalud su perfil de resistencia
antibidtica en el medio de cultivo anterior con los discos recomendados por la
NCCLS para S. aureus, incubando a 35°C por 24 horas.

Luego de transcurrido el tiempo se leyeron los diametros dz los halos de
inhibicion, comparando con las tablas especificas de cada antibiotico
establecido por la NCCLS (33,34).

Se interpretaron los resultados obtenidos de la susceptibilidad « itibidtica para
S. aureus meticilino resistente.
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D. Diseiio de investigacién:

1. Tipo de estudio: Oescriptivo y transversal.

2. Muestreo: por conveniencia (no probabilistico)
Tomando como casos a estudiar todos los nifios que ingresen a las

salas de pediatria y queden internados.

3. Tamaiio de muestra (n): 96 nifios de ambos sexos, teniendo un rango de edad
aproximado de 0 a 10 afios.

- Informacién previa:  en nifios
p=05
t q=05
95% =2=1.96
- n=pgNC2=(05)(0.5)(1.96) = 96 nifios
_410% (0.1)2

- Nifios que ingresan:

NC: Nivel de confianza

d : limite de error (maximo de 10%)

4, Variables de interés: Cultivo de hisopado nasal inicial

Cultivo de hisopado nasal a las 72 horas de ingreso

Andlisis de Resultad us: utilizando porcentajes y graficas de los resultados que se obtengan

de los cultivos positivos y los obtenidos de las susceptibilidades antibiéticas.
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VIIl. RESULTADOS:

Se realizd un estudio descriptivo transversal, tomando como grupo a esti diar los nifios
internados en las areas de cuidados intensivos del Hospital General San Juan de Dios (UTIP e
intermedios), a éstos nifios se les realizé un hisopado nasofaringeo al momento de ingresar al

servicio y un segundo hisopado a las 72 horas de haber ingresado.

El nimero de nifios que se analizé fue de 96, debido a que la mayor parte de los nifios
que ingresan a estos servicios de cuidados intensivos presentaron un estado critico de salud, se
tuvo dificultad al momento de las tomas de muestra, viéndose prolongado el tiempo que se tenia
estipulado para el andlisis de muestras, y asi también para poder llegar a | nimero de 96
pacientes que llenaran los requisitos de tener los dos hisopados nasofaringeos; los 96 nifios que

formaron parte del estudio cumplieron los criterios de inclusidn y exclusién.

El wtal de nifios que s= analizd en ambos servicios de pediatria fue de 96, de éstos se
obtuvieron 236 aislamientos, aislandose una gran variedad de microorganismos, de los cuales la

mayor parte no son propios de la microbiota normal de la nasofaringe (Tabla 4, Anexos).

En la tabla 1 se muestra la distribucion y variedad de los distintos microorganismos que
se obtuvieron de las muestras nasales, asi mismo el nimero de pacientes que se vieron
afectados por éstos. Es importante resaltar que uno de los microorganismos que se aislé con
mayor frecuencia fue S. epidermidis, seguido por bacilos gram negativo no fermentadores, K.

pneumoniae y S. aureus.
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Tabla 1. Microorganismos aislados de muestras nasales

Microorganismo No. de aislamientos Porcentaje No. de pacientes

Staphylococcus epidermidis 56 24 39
Bacilo gram negativo no fermentador 55 23 40

Klebsiella pneumoniae 29 12 21
Staphylococcus aureus 27 11 19
Staphylococcus coagulasa negativo 25 1 17

Streptococcus sp. 12 5 it

Escherichia coli 5 2 .

No crecimiento 5 2 5

C Pseudomonas .2ruginosa 4 2 4
Pseudomonas sp. 4 2 3

Candida sp. 3 1 2

Klebsiella ozanae 3 1 2

Candida albicans 2 1 2

Enferobacter sp. 2 1 2

5 Enterococcus sp. 2 1 1

Klebsiella sp. 1 0 1

. Streptococcus viridans a-hemolitico 1 0 1

n = 96 pacientes
No. de aislamientos = 236

En la gréfica 1 se observa la distribucion de las cepas de S. aureus que fueron aisladas
en los dos servicios analizados de pediatria; de las 27 cepas que se aislaron de S. aureus, 22
(81.48%) fueron obtenidas de los pacientes de la Unidad de Terapia Intensiva de Pediatria
(UTIP); de los pacientes de Cuidados Intermedios se aislaron 5 cepas (18.52%).
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Gréfica 1. Numero de cepas aisladas de S. aureus en la Unidad de Terapia Intensiva

; (UTIP) y Cuidados Intermedios (UCIN)

22 (B1.48%)

10 | ez

UTIP Intermedios

A las cepas que se obtuvieron de S. aureus, luego de ser identificadas les fue evaluada

su resistencia frente al antibiotico oxacilina, por medio del método de difusion en disco y asi

. poder clasificarlas como S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) o S. aureus sensible a la
meticilina (MSSA). En la grafica 2 se observa el nimero de cepas MRSA ¢! obtuvieron en el

estudio.

Grafica 2. Namero de cepas obtenidas de S. aureus meticilino resistente (MRSA) y S.
aureus meticilino sensible (MSSA) en UTIP y Cuidados Intermedios
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En la grafica 3, se muestra la distribucion de las cepas MRSA en los servicios de
pediatria que fueron analizados; cabe resaltar de que siempre se observa mayor distribucién en
UTIP

Grafica 3. Nimero de cepas de MRSA aisladas en UTIP y Cuidados Intermedios

5 (71.43%)

n=7

No. de cepas
o =2 N W A~ OO

UTIP Intermedios

De las 27 cepas de S. aureus que fueron aisladas en ambos servicins de Pediatria, 22
de éstas corresponden a UTIP, a éstas cepas se les evalud con el antibiético oxacilina para
clasificarlas como MRSA o MSSA. De las 22 cepas analizadas, 5 (22.7%) presentaron
resistencia hacia éste antibidtico; las 5 cepas fueron evaluadas posteriormente con los
antibiéticos sugeridos para S. aureus por la NCCLS.

En el caso de Cuidados Intermedios se aislaron 5 cepas de S. aureus, 2 (40%) de éstas
cepas presentaron resistencia hacia la oxacilina, para luego ser evaluadas con los antibidticos
sugeridos para S. aureus por la NCCLS.

En la tabla 2 y 3 se observan los resultados obtenidos de la susceptibilidad antibidtica la

cual fue evaluada por el método de difusion en disco.
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Tabla 2. Resultados de susceptibilidad antibiética de cepas de MRSA en UTIP

Antibiético % de cepas
resistentes
Penicilina G 100
Oxacilina 227
Cefoxitina 100
Vancomicina 0
Eritromicina 100
Ciprofloxacina 100
Clindamicina 100
Trimetoprim/sulfametoxazol 0
Cloranfenicol 40

Tabla.3. Resultados de susceptibilidad antibidtica de cepas de MRSA en Cuidados

Intermedios

Antibiético % de cepas
resistentes
Penicilina G 100
Oxacilina 40
Cefoxitina 100
Vancomicina 0
Eritromicina 100
Ciprofloxacina 50
Clindamicina 100
Trimetoprim/sulfametoxazol 0
Cloranfenicol 50

Estas 7 cepas de MRSA, fueron aisladas de 5 pacientes (5.21%) de los 96 que entraron

al estudio.

La informacion de los cinco pacientes a los que se les aislo MRSA fue tomada de las

historias clinicas de cada uno de ellos, ésta se muestra en la tabla 4.
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De éstos 5 pacientes (5.21%), a 3 de ellos (3.13%) les fue aislado MRSA en el hisopado
que se les hizo al momento de ingreso, y los otros dos pacientes (2.08%) en el hisopado que se
realizo a las 72 horas de !iaber ingresado al servicio.

De éstos solamente 1 paciente (1.04%) tuvo crecimiento de MRSA acompaiiado de
Klebsiella pneumoniae, microorganismo que se aisla frecuentemente de las muestras de los
pacientes de los intensivos de los hospitales, 4 pacientes (4.16%) tuvo crecimiento
monomicrobial para MRSA.

Todos los aislamientos de MRSA en ambas salas estudiadas fueron susceptibles a
vancomicina y trimetoprim-sulfametoxazol. De las 7 cepas analizadas todas presentaron
resistencia hacia la penicilina, cefoxitina, eritromicina y clindamicina, 6 cepas (85.7%)
presentaron resistencia hacia la ciprofloxacina y 1 cepa (14.3%) fue susceptible hacia éste
antibiotico.

Con respecto al cloranfenicol 3 cepas (42.9%) presentaron resistencia y 4 cepas (57.1%)
presentaron susceptibilidad hacia éste.

De las 7 cepas de MRSA, solamenie 1 de las cepas (14.28%) presento resistencia
inducible a vindamicina la cual se detectd usando el método de difusion, en la tabla No. 5 se
muestran los resultados de la susceptibilidad antibiotica de las 27 cepas de . aureus que se
analizaron en UTIP y Cuidados Intermedios.

Tabla 5. Resultados susceptibilidad antibiética de S. aureus por medio del método de
difusién en disco en UTIP y Cuidados Intermedios

Antibidtico No. de cepas % de
analizadas (n=27) resistencia

Penicilina G 7 100
Oxacilina 27 259
Cefoxitina 7 100
Vancomicina (i 0
Eritromicina 7 100
Ciprofloxacina 7 85.7
Clindamicina 7 100
Trimetoprim/sulfametoxazol 7 0
Cloranfenicaol 7 429
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Ademas de haber analizado las cepas de S. aureus se obtuvo como informacion adicional y de
gran importancia cepas de Klebsiella pneumoniae que se fueron obteniendo de las muestras nasales en
un nimero considerable, esto se realizé con el objetivo de evaluar la resistencia antibittica (BLEE- B-
lactamasas de espectro extendido y BLEA- B-lactamasas de espectro ampliado) de éste microorganismo
que se aisla frecuentemente de las muestras de los pacientes de los intensivos de éste hospital.

Segun los resultados que se observan en la tabla 1, se tuvo un total de 29 cepas (12%) de ésie
microorganismo en un nimero de 21 pacientes en UTIP y Cuidados Intermedios.

De éstas 29 cepas, solamente se pudo analizar con susceptibilidad antibiética 15 cepas, ya que
el resto de eéstas no se pudieron reaislar de los medios de transporte. Estas cepas fueron identificadas
como Klebsiella pneumoniae para luego ser evaluadas con los antibiéticos sugeridos por la NCCLS; los
resultados q:'> se obtuvieron pueden ser observados en la tabla 6, de la cual es importante observar el
alto porcentaje de BLEE que se obtuvo en éstas cepas; de las 15 que fueron anauzadas, 12 (80%)
presentaron BLEE y solamente 3 cepas (20%) presentaron BLEA, éste niimero de cepas fueron aisladas
de ambos servicios (UTIP y cuidados intensivos).

Tabla 6. Resultados susceptibilidad antibiética para K. pneumoniae por medio del método
de difusion en disco en UTIP y Cuidados Intermedios

No. de cepas %R %l %S
Antibiético analizadas
(n=15)

Ampicilina 15 100 0 0
Amoxicilina/Ac. Clavulanico 15 40 20.0 40.0
Cefepime 15 26.7 200 53.3
Cefotaxime 14 429 28.6 28.6
Cefoxitin 15 133 6.7 80.0
Ceftazidime 15 73.3 6.7 20.0
Cefalotina 15 80 6.7 13.3
Gentamicina 15 73.3 0 26.7
Ciprofloxacina 15 0 0 100
Trimetoprim/sulfametoxazol 15 60.0 0 40.0
Cloranfenicol 15 66.7 0 33.2
Ticarcilina 15 100 0 0
Cefuroxima sodica 15 53.3 6.7 40.0
Beta-lactamasa 15 80.0 20.0

%R= porcentaje dr .epas resistentes, %I= porcentaje de cepas de susceptibilidad intermedia, %5= porcentaje de cepas susceptibles
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En la gréfica 5 se observa el total de cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas en ambos

servicios, asi mismo de estas se observa el nimero de cepas que presentaron BLEE y las que
presentaron BLEA.

Grafica 5. Namero de cepas de K. pneumoniae aisladas de UTIP y Cuidados Intermedios
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En la grafica 6 se observan las distintas patologias que afectaban a los nifios (n=21) a
los que se les aislé K. pneumoniae, mostrando asi mismo la distribucion de éstas.

Grafica 6. ~atologias de los pacientes a los que se les aislé K. pneumoniae
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS:

Del total del aislamientos que se obtuvieron de las muestras nasales se aislé una gran
variedad de microorganismos, de estos aislamientos los de importancia para el estudio fueron los
de S. aureus, obteniendo un total de 27 cepas aisladas.

Con el hisopaco que se realizo en el momento de ingreso del paciente a los servicios se
identifico a los que son portadores nasales de éste microorganismo; segun la tabla 1 se obtuvo
un total de 27 aislamientos (11%) de S. aureus en 19 (19.8%) pacientes de los 96; éstos
aislamientos fueron obtenidos de ambas salas que fueron analizadas. Es importante identificar
desde un prir .ipio a los portadores nasales de S. aureus, ya que éste microorganismo aparte de
ser parte de la microbiota naval del hospedero es una de las causas mas comunes de las
infecciones epidémicas adquiridas en los hospitales que puede resultar en una sustancial
morbilidad y mortalidad (35,36,37). Ademas de esto las infecciones de S. aureus adquiridas en
la comunidad se estan voiviendo comunes, y este microorganismo cada vez se esta volviendo
multirresistente, ya que segun estudios; el nimero de cepas multirresistentes de S. aureus estan
siendo reportados con mayor frecuencia alrededor del mundo, incluyendo aislamientos que son
resistentes a meticilina, lincosamidas, macrolidos, aminoglicosidos, fluoroquinolonas o
combinaciones de éstos antibioticos (14,17). Los glicopéptidos son los antibioticos que tienen
mayor actividad en contra de cepas de MRSA, pero la emergencia de cepas de & aureus con
resistencia intermedia hacia los glicopéptidos indica que se estd dando un desar >llo de cepas
resistentes a todos los antibioticos. Estas consecuencias tan severas de una infeccién con
S. aureus nos indican la importancia de la prevencion de éstas y ademas evitar el mal uso de los
antibioticos atin disponibles (36,38,39).

Segin la gréfica 1, la sala que presenta mayor nimero de aislamientos es UTIP ya que
de los 27 aislamientos que se obtuvieron de S. aureus, 22 (81.48%) fueron aisladas de los
pacientes de este servicio, mientras que del servicio de cuidados intermedios solamente fueron 5
cepas (18.52%). Esto podria atribuirse principalmente a que siempre hay un mayor nimero de
pacientes en UTIP qua en cuidados intermedios, lo cual es preocupante debido 2 que en UTIP el
tipo de pacientes que ingresa esta en estado mucho mas critico y la mayoria de estos pacientes
estan conectados a respiradores, tiene puestos catéteres, efc., a comparacion de los pacientes
que estan en ruidados intermedios que muchas veces estan en observacion medica, lo cual los
hace mas susceptibles a los nacientes de UTIP a cualquier enfermedad o microorganismo

oportunista.
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En la grafica 2 se observa la respuesta de estas 27 cepas de S. aureus hacia el
antibiotico oxacilina, de las 27 cepas, 7 (25.93%) fueron identificadas como MRSA y 20 (74.07%)
como Staphylococcus aureus meticilino sensible (MSSA); los resultados obtenidos coinciden con
estudios realizados en otros paises; en Estados Unidos conforme han pasado los afios, de los
aislamientos de S. aureus nosocomiales aproximadamente un 25% son de MRSA (19). La
frecuencia que se obtuvo de cepas MRSA en este estudio (25.93%) es mayo: 2 los resultados
obtenidos en Espaiia, quienes encontraron un 15.4% de cepas MRSA (40). Segun otro estudio
realizado con personal de la consulta externa de adultos del Hospital General San Juan de Dios,
se obtuvo un 74% de cultivos positivos para MRSA (4), lo cual es de mucha importancia para el
Hospital y el personal sanitario.

Las 7 cepas de MRSA fueron susceptibles a la vancomicina y trimetoprim-
sulfametoxazol, lo que coincide con los resultados de un estudio en el que se evalué la respuesta
antibiética de las cepas de S. aureus, las cuales fueron susceptibles in vifro a trimetoprim-
sulfametoxazol. Segun estudios infecciones serias han sido tratadas exitosamente con
trimetoprim-sulfametoxazol, a pesar de que éste antibiotico es inferior a la vancomicina, por lo
que el uso de éste puede ser considerado como Ultimo recurso en los pacientes que no toleran la
terapia con vancomicina (19,38,41,42).

Con respecto a los resultados con el antibiético vancomicina son de vital importancia
debido a que en los Ultimos tiempos se ha descrito un fenomeno de disminucion de
susceptibilidad de varias especies de estafilococos a estos antibioticos, incluyendo S. aureus;
entre los resultados que se obtuvieron en este estudio no se observé ninguna resistencia
intermedia hacia la vancomicina (29,42,43,44).

Como era de esperar, las 7 cepas presentaron resistencia hacia la penicilina; todavia
se evalla y se reporta la respuesta de S. aureus hacia la penicilina, segln los paneles de
antibiéticos recomendados por la NCCLS, debido a que se considera que aproximadamente de
un 80 a 90% Je los aic.amientos actuales de S. aureus son resistentes a la penicilina sobre todo
en cepas hospitalarias teniénuose un pequefio porcentaje de cepas de S. aureus penicilina-
susceptibles (34,45,46).

Las 7 cepas presentaron resistencia hacia eritromicina y clindamicina, 6 cepas (85.7%)
presentaron resistencia hacia la ciprofloxacina y solamente una cepa (14.3%) fue susceptible
hacia esta. Solamente una de las cepas presento resistencia inducible a clindamicina. Es
importante que los microbidlogos tomen en cuenta que los MRSA son frecuentemente
resistentes a otros antibioticos, incluyendo otros beta lactamicos, aminoglucésidos, macrolidos,
clindamicina, fenicoles, quinolonas, sulfonamidas y tetraciclina. (18,40,47).
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La observacion de multiple resistencia debe alertar sobre la posibilidad de meticilino
resistencia. Sin embargo se han aislado cepas de MRSA sin resistencia a otros antibioticos en
pacientes intemados y de la comunidad (47,48,49).

Los MRSA, deben informarse como resistentes a todos los cefemes y otros beta
lactamicos tales como ampicilina/sulbactam, amoxicilina/clavulanico, ticarcilina/clavulanico,
piperacilina/tazobactam e imipenem, independientemente de los resultados de susceptibilidad in
vitro obtenidos con estos agentes. Esto se debe a que hay muchos casos documentados de
pobre respuesta al trafamiento de MRSA con éstas drogas y ademas no se han presentado
datos clinicos que evallen la eficacia del tratamiento de los MRSA con los beta lactamicos
enumerados (32,46,50).

Aunque en los (ltimos tiempos se ha documentado en Japén y en Estados Unidos, <l
hallazgo de cepas MRSA con susceptibilidad reducida a la vancomicina, éstc antibiético, con
quien se tiene una mayor experiencia clinica y la teicoplanina constituyén en al actualidad los
farmacos de primera eleccion en el tratamiento de las infecciones causadas por cepas MRSA.
La teicoplanina posee una vida media mas larga y puede administrarse por via intramuscular, sin
requerir control de dosis; tambi“n presenta menos efectos secundarios (46,51,52).

Se ha incorporado el criterio de informe de la resistencia inducible a clindamicina para
los aislamientos de S. aureus. Los aislamientos resistentes a macrélidos de S. aureus pueden
tener resistencia inducible a clindamicina (metilacion del rRNA23s codificada por el gen erm,
también denominado MLSs por macrélidos, lincosamidas y estreptograminas del tipo B). Con
éste tipo de cepas se podria decir que aparenta ser resistente a clindamicina basado en la
deteccion de la resistencia inducible a clindamicina. En algunos pacientes clindamicina podria
ser aun efectiva (52).

En la tabla 4 se observa las caracteristicas de cada paciente al que se le aisld MRSA; no
se encontrd ninguna relacion de este microorganismo con la edad y sexo del nific. De los cinco
pacientes, tres tuvieron MRSA desde el momento de ingreso al servicio, lo cual sugeriria que son
cepas MRSA de la comunidad, sin embargo se debe tomar en cuenta que muchas veces la
informacion que es obtenida de las historias clinicas no es completa en cuanto a
hospitalizaciones previas, ya que no se pudo entrevistar a los padres de los nifios. Ademas el
patron de resistencia antibiotica de las cepas que fueron obtenidas tanto en el primer hisopado
como en el segundo es el mismo, como se puede ver en la grafica 4 éstas cepas se consideran
multirresistentes; éstos datos sugieren que las cepas que se obtuvieron de MRSA son cepas
hospitalarias. La observacion de multiple resistencia debe alertar sobre la posibilidad de cepas
de MRSA hospitalario de acuerdo a resultados obtenidos en estudios de olros paises; mientras
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que se han aislado cepas de MRSA sin resistencia a otros antibiéticos en pacientes internados y
de la comunidad (18,41,47,48,49).

De los pacientes a los que se les aislo MRSA desde el momento de ingreso, figura una
nifia que fue recogida de la calle, de la cual no se tenian datos anteriores de su i'storia clinica.
De los dos pacientes a los que se les aisld MRSA hasta el sequndo hisopado, ambos estaban en
estado critico y a su vez se les aisld K. pneumoniae el cual también es un microorganismo
patdgeno que forma pe-ie de la microbiota de las areas de cuidado intensivo de los hospitales.
Se considera que todas las cepas de MRSA son cepas hospitalarias, lo cual es un problema que
se debe de controlar en el ambiente hospitalario debido a que éste es uno de los
microorganismos que esta causando impacto en las infecciones nosocomiales alrededor del
mundo, por lo tanto se debe tomar en cuenta el seguimiento clinico de los. pacientes con
sospecha de ser portadores de MRSA (41,47).

Los riesgos que sugieren una colonizacion con MRSA son: el estado critico de los
pacientes teniendo éstos una respuesta inmune débil, rotacion constante del personal médico
en las distintas areas, el uso de catéteres, todos estos nifios tenian puestos respiradores y
estaban int_ados teniendo la mayoria dificultad para respirar, segin estudios realizados existen
muchos factores de riesgo como para adquirir MRSA comunitario entre los que figuran fumar,
infecciones recientes de piel, asma, virus de inmunodeficiencia humana, uso de drogas
intravenosas, haber estado en una casa de cuidados para nifios, etc. (38,42,48,53,54).

Como se puede observar en la tabla 4, desde el momento que ingresan los nifios al
servicio tienen una amplia cobertura antibidtica que pretende ser eficaz contra cualquier
microorganismo patégeno; en el caso de éste microorganismo la cobertura antibiética no es
eficaz debido a que se considera como un microorganismo multirresistente y ninguno de los
antibioticos dados tienen efecto contra las cepas de MRSA, no teniendo resultados
prometedores. Un dato importante que se obtuvo por medio del personal médico el hospital es
que se trata de evitar el uso indiscriminado de vancomicina, lo cual es muy buena practica,
evitando multirresistencia total.

Las cepas de MRSA se introducen en el medio hospitalario a través de pacientes,
visitantes o trabajadores sanitarios.  El reservorio fundamental lo constituyen los pacientes
ingresados que estan infectados o colonizados, caso que se observo en los cinco pacientes a los
que se les aislo MRSA, pudiéndose extender a otros pacientes principalmente por medio de las
manos del personal sanitario (infeccion cruzada). A medida que progresa un brote epidémico,

aumenta el nimero de portadores nasales de MRSA que constituyen a menudo, la propia fuente
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de infeccion. La transmision a través del entomo inanimado puede ser un factor importante,
especialmente en la areas de las unidades de cuidados intensivos (UTIP) (40,53,54,55).

Varios estudios han demostrado que la eliminacion de la portacion de este
microorganismo en las fosas nasales, que es el principal reservorio de éste microorganismo,
reducen la incidencia de infecciones por MRSA (56).

A través de estudio se puede decir que la portacion nasal ha sido identifizada como un
factor de riesgo importaiite para adquirir infecciones por MRSA.  En los casos en que se
identifican a los portadores nasales de MRSA, se pueden controlar las infecciones de éste
microorganismo mediante al aplicacion de mupirocina topica en las fosas nasales anteriores.
Sin embargo su uso debe restringirse a los pacientes con infecciones recurrentes por MRSA,
para evitar la resistencia hacia la mupirocina (56).

La infeccion intrahospitalaria por MRSA o MSSA continda siendo un grave problema
para los microbiologos de nuestro pais como a los del restos del mundo, el cual no ha sido
resuelto (41,44).

Por lo pronto la aplicacion de medidas, tales como el aislamiento del paciente con
infeccion por MRSA, el lavado de manos efectivo con detergentes y alcohol, asi como el uso
cuidadoso de guantes puede interrumpir la cadena de fransmision tanto en el hospital o permitir
que se dispe.sen en la comunidad (44).

Con respecto a la informacion adicional que se obtuvo con las cepas !2s cepas de K.
pneumoniae que se aislaron, 80% presentaron betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y
20% presentaron betalactamasas de espectro ampliado (BLEA), en K. pneumoniae las
betalactamasas de espectro ampliado (BLEA) son parte de su resistencia natural y presentan un
comportamiento variable hacia las cefalosporinas de primera y segunda generacion, lo cual
indica que no son multirresistentes, teniendo todavia alternativas respecto a tratamiento, pero la
mayoria de las cepas ya han adquirido mayor resistencia, como se puede ver en la tabla 6, las
cepas de K. pneumonize que presentan betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
presentan multirresistencia, lo cual es preocupante porque son cepas que se aislan de los
intensivos y sobre todo de pacientes pediatricos.

La deteccion de betalactamasas se recomienda sobre todo en cepas de K. pneumoniae
ya que éstas sor. una de las cepas que méas producen éstas enzimas, aparte de E. coli y K.
oxytoca. Los microorganismos que son BLEE positivos varian en la susceptibilidad a diferentes
oximino-betalactamicos, para algunos aparentemente pueden presentar in vitro sensibilidad a
varios antibioticos, pero al momento de usarlos con los pacientes no tienen ninguna efectividad.

Para las infecciones causadas por este tipo de microorganismos, el tratamiento con imipenem o
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meropenem na sido asociado con los mejores resultados en tratamiento. Cefepime y
piperacilina-tazobactam han sido menos exitosos. Ceftriaxone, cefotaxime y ceftazidime han
fallado la mayoria de veces, aunque in vitro el microorganismo muestre susceptibilidad (57).
También se debe tener cuidado con el uso de los pocos antibioticos que todavia actian
en contra de K. pneumoniae resistente a betalactamicos, ya que al incrementar el uso de
imipenem puede ser seguido de la aparicion de cepas de K. pneumoniae resistentes a imipenem.
Para las cepas de K. pneumoniae que presentan betalactamasas de espectro ampliado
(BLEA) debido a que es una resistencia natural de éstas cepas hacia las penicilinas, y tienen un
comportamiento variable para cefalosporinas de primera y segunda generarion, indica que no
han adquirido ningln tipo de multirresistencia, por lo tanto con éstas cepas no se recomienda el
uso de antibidticos de Ultimas generaciones como primera eleccion para el tiatamiento de

personas con infecciones con éste microorganismo.




42

X. CONCLUSIONES:

. Se determiné la presencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA) en las
muestras nasales de los pacientes de los servicios de pediatria (Unidad de Terapia
Intensiva -UTIP-, Cuidados Intermedios -UCIN-).

. De las 27 cepas de S. aureus aisladas, 7 (25.93%) fueron identificadas como MRSA y 20
(74.07%) como MSSA.

. Todas las cepas MRSA presentaron el mismo patrén de susceptibilidad por lo que se
consideran hospitalarias.

. El mayor nimero de aislamientos de MRSA se observo en la Unided de Terapia
Intensiva (UTIP) (71.43%) y en cuidados intermedios fue menor el nuniero de estos
(8.57%).

. ElI 100% de las cepas de MRSA fueron susceptibles a vancomicina y trimetoprim-
sulfametoxazole.

. Las cepas de MRSA no presentaron resistencia intermedia o total hacia la vancomicina.

. De las cepas de K. pneumoniae que se aislaron, 80% presentaron betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) y 20% presentaron betalactamasas de espectro ampliado
(BLEA).



XI. RECOMENDACIONES:

. Entre las precauciones que se deben tener para evitar la diseminacion de cepas MRSA
son: | vado de raanos antes y después de cualquier contacto con infectados y el empleo
de barreras que eviten e contacto con fluidos o sangre, como guantes de un solo uso y
bata.

. Determinar con una muestra mayor, los factores de riesgo para la colonizacion con este
microorganismo.

. Capacitar al personal del hospital acerca de la infeccion causada por MRSA, su impacto
en los pacientes y en el hospital, como prevenirla y controlaria.

. Trabajar en conjunto microbidlogos, medicos y personal de enfermeria para mantener el
control de MRSA en el Hospital General San Juan de Dios, y asi mismo proveer toda
informacion de relevancia al Comité de Infecciones Nosocomiales del hospital

. Desinfectar adecuadamente los servicios de cuidados intensivos, esto para j rocurar una
menor diseminacion de las cepas de K. pneumoniae.

Insistir en el uso adecuado de los antibidticos.
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XIll. ANEXOS:

LOS ESTAFILOCOCOS

TABLA 1.

Caracteristicas fenotipicas importantes de Staphylococcus aureus (1)

Cocos gram-positivo, agrupados en forma de racimos

No-méviles, no esporoformadores, anaerobios facultativos

La fermentacion de la glucosa produce principalmente acido lactico

Catalasa positivo

Coagulasa positivo

Colonias amarillo sobre agar manitol sal

Se encuentra como microbiota normal en los humanos en fosas nasales, piel y membranas
mucosas

Puede ser un patégeno humano, causando una amplia variedad de infecciones supurativas, o

bien envenenamiento alimentario y el sindrome del choque téxico

TABLA 2.
Principales pruebas para la diferenciacion de tres especies del Genero Staphylococcus de

origen humano (1,9)

Prueba S. aureus S. epidermidis  S. saprophyticus
Coagulasa + - -
Fermentacion del manitol sal + - +/-

(produccion de acido)
DNAsa + : -
Resistencia a Novoliocina - % .
Crecimiento en anaerobiosis + + =

Hemolisis + - -
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TABLA 3.

Clasificacion del Staphylococcus aureus segun resistencia hacia los agentes

antimicrobianos (13)

TIPOS DE :
CARACTERISTICAS
S. AUREUS
MRSS Sensible a la meticilina
Resistente a meticilina, cefalosporinas,
VRSA :
carbapenem, monobactam
- SCV’s Pequenas colonias variables
Resistencia  intermedia a  los
GISA
glicopéptidos
Resistencia  intermedio a la
VISA

vancomicina

” TABLA 4.

Flora predominante y con potencial patégeno en diversos sitios del cuerpo (45)

FLORA
SITIO CORPORAL PATOGENOS POTENCIALES BAJA VIRULENCIA
(PORTADOR) (RESIDENTES)
Nasofaringe Streptococcus pneumoniae Neisseria sp., estreptococos
Neisseria meningitidis viridans, Moraxella,
Haemophilus influenzae. Peptostreptococcus

Estreptococos del grupo A

Staphylococcus aureus (narinas)
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