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. RESUMEN

Staphylococcus aureus (S. aureus) es un microorganismo que posee
caracteristicas particulares de virulencia y resistencia a los antibiéticos. En los

humanos causa una amplia variedad de enfermedades infecciosas.

El principal impacto de este microorganismo se debe a las cepas de S.
aureus resistentes a la meticilina (MRSA), que tradicionalmente se
encontraban limitadas al &ambito hospitalario, produciendo infecciones
nosocomiales a nivel mundial, en afos recientes estas cepas han aparecido en

la comunidad, provocando problemas en muchos paises.

La prevalencia de estas cepas en la comunidad se ha incrementado
sustancialmente, por lo anterior se debe tomar medidas adecuadas para
entender y controlar la cambiante epidemiologia lo que puede convertirse en

un importante problema de salud en un futuro cercano.

El presente estudio tuvo como objetivo principal determinar la presencia de
MRSA en los nifilos que asistieron a la guarderia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala, en un periodo de tiempo de dos meses, asi como
determinar la frecuencia de portadores sanos de dicha bacteria. Para ésto se
tomaron muestras nasales por medio de hisopado nasofaringeo de 101 nifios
que se incluyeron en el estudio, de los 138 nifios inscritos en la guarderia

mencionada, en el momento de realizar el muestreo.

Se inocularon en los respectivos medios para luego proceder a la
identificacion de S. aureus, se evalu6 las respuestas de estas cepas hacia el
antibiético Oxacilina junto con Cefoxitin este Ultimo como marcador de la
presencia del gen mecA y a estas se les determind nuevamente la respuesta
de susceptibilidad hacia los antibiéticos normados por la CLSI (Clinical

Laboratory Standard Institute).



De los 101 individuos que se ingresaron en el estudio, se aislaron 23 cepas
S. aureus, de estas 1 cepa fue resistente a Oxacilina, pero con ausencia del
gen mecA por lo que no se consider6 MRSA y 22 cepas fueron
Sthaphylococcus aureus meticilino sensibles (MSSA).

Las cepas obtenidas de S. aureus mostraron un perfil de susceptibilidad a
casi todos los antibiéticos, por ser cepas de la comunidad. Ademas se
observaron mecanismos de resistencia inducible a Clindamicina (también
denominado MLS por Macrélidos, lincosamidas y estreptograminas) en 13

cepas de S.aureus.

Aungue en este estudio no hubo presencia de MRSA, se debe tener en
cuenta las precauciones para evitar la propagacion de esta bacteria en la
comunidad, como lo es el lavado de manos del personal al cuidado de los
nifios, informacion sobre la existencia de portadores sanos de MRSA, ademas

del uso adecuado de antibioticos en la comunidad.



I. INTRODUCCION

Staphylococcus aureus (S. aureus) es una bacteria comun, encontrada en
los humanos y su habitat primario es la piel y las fosas nasales. Las personas de
una poblacion pueden estar colonizadas, ésto significa cuando las bacterias estan

presentes pero no estan causando infeccion (1).

Existen gran cantidad de cepas de S. aureus resistentes a antibiéticos
betalactamicos, un afio después de la introducciéon de uno de ellos como es la
meticilina en la practica clinica, comenzaron a aparecer dichas cepas conocidas
por sus siglas en inglés MRSA (Methicillin - Resistente Staphylococcus aureus) o
en espafol SARM (Staphylococcus aureus Resistente a la Meticilina) y

aproximadamente el 1% de la poblacion esta colonizada (2,3).

Durante los ultimos veinte afios, las cepas de MRSA emergieron como los
principales patdégenos bacterianos resistentes a antibioticos, reportados en
infecciones nosocomiales a través de todo el mundo. En los afios sesenta se
reporto la presencia de MRSA entre personas relacionadas con servicios de salud
(4,5). La informacion adquirida en afos posteriores indica que comenzaron

aparecer casos extrahospitalarios, en personas sanas sin factores de riesgo (3).

La colonizacion por MRSA es muy poco frecuente si no hay exposicion a
servicios de salud, estudios realizados en paises como Cuba y Ecuador
establecen que hay una circulacibn de MRSA en personas sanas, que son
portadores y que conviven en la comunidad (6).

En Guatemala, se han realizado estudios en el Hospital San Juan de Dios,
gue muestran que el MRSA esta relacionado estrechamente a la mayoria de
infecciones nosocomiales (7). Sin embargo, no hay informacién de MRSA en
pacientes sin ningun antecedente hospitalario. El presente estudio descriptivo tuvo
como objetivo principal determinar la presencia de MRSA en nifios que asisten a la
guarderia de la Universidad San Carlos de Guatemala, para asi determinar la

diseminacién de esta bacteria, en un grupo de personas que no presentan ningun
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tipo de sintomatologia ni caracterizacion, siendo éstos portadores sanos de
MRSA, y asi obtener informacion que contribuira significativamente a la
prevencion (1,7).



IIl. ANTECEDENTES
A. GENERALIDADES

Los miembros del género Staphylococcus, son bacterias en forma de cocos
aerobios o anaerobios facultativos que pertenecen a la familia Micrococcaceae,
que tienden a agruparse en estructuras como racimo de uvas de donde
proviene su nombre de la palabra griega staphyle. Se caracterizan por ser
cocos Gram positivo, catalasa positivo, junto con los géneros Micrococcus,
Stomatococcus y Planococcus. (10,11). Miden aproximadamente un
micrometro de diametro, son inmdviles, carecen de esporas y pueden
agruparse en pares, tétradas o formar cadenas, son capaces de desarrollarse
a altas concentraciones de NaCl crecen en medios quimicamente definidos, los
cuales contienen glucosa, sales, aminoacidos, tiamina y acido nicotinico. En
medios suplementados, los estafilococos crecen bien en rangos de pH de 4.8 a
9.4 y a temperaturas de 25 a 43 °C. El color amarillo clasico de las colonias de
S. aureus se debe a la produccion de carotenoides; sin embargo, se presentan

frecuentemente variantes no pigmentadas en muchas cepas (6).

La incubacion se realiza en agar sangre, donde produce colonias blancas
gue tienden a adoptar un color amarillo dorado con el paso del tiempo y
muestran R-hemodlisis caracteristica, en la que se basa el epiteto de aureus

(dorado) de la especie Staphylococcus aureus. (S. aureus) (10,11).

El género Staphylococcus incluye actualmente 32 especies y 8 subespecies
aerobias y anaerobias facultativas, con la excepcion de S. saccharolyticus y S.
aureus, que son anaerobias estrictas. De éstas, sOlo aproximadamente 12
cepas se encuentran normalmente colonizando al huésped humano, siendo S.

aureus sin duda, la principal dentro del mencionado género (12).



Los Staphylococcus patégenos generalmente son hemoliticos y coagulan el
plasma; algunos son miembros de la microbiota normal y otros provocan hasta

septicemias mortales (11).

Staphylococcus aureus (S. aureus)

S. aureus es un patdégeno importante para el ser humano que tiene la
capacidad de producir coagulasa, que es util para distinguir de otros
Staphylococcus (10). Este puede causar una gran variedad de infecciones
tanto en individuos sanos como en inmunodeficientes, es el responsable de un
amplio rango de procesos infecciosos en piel, tejido celular subcutaneo, hueso
y articulaciones, septicemia, endocarditis y neumonia. La mucosa de las fosas
nasales se considera reservorio de S. aureus y el ser portador de este
microorganismo parece tener un papel importante en la patogénesis de la
infeccion de origen enddgeno. Esto quiere decir que pacientes con bacteremia
por S. aureus se correlacionan fuertemente con las cepas que colonizan la

mucosa nasal y las cepas aisladas de la sangre. (13,14).

La colonizacion de la piel y las fosas nasales facilita su transmision en
particular en ambientes hospitalarios a menos que se sigan practicas
apropiadas de control de infecciones, por consiguiente, la resistencia a los

antibiéticos comunmente usados esta aumentando a nivel mundial (7,13).

La adherencia de S. aureus a la mucosa nasal, es mediante componentes
de su pared celular como los acidos teicoicos y lipoteicoicos, proteinas de
unién a la fibronectina y polisacaridos capsulares. Los proteoglicanos y las
glicoproteinas de la membrana de las células eucariotas también contribuyen a
la adhesion bacteriana, haciéndose ésta mas facil en las células que tienen

una cubierta de mucina que en aquellas que carecen de ella (15).



Hay ocasiones en las que el S. aureus puede causar una infeccién en la
piel que pueden ser leves (como granos y forinculos), segun estudios realizados
en Estados Unidos y pueden tratarse sin antibioticos. Sin embargo, estas
bacterias también pueden causar infecciones graves en heridas quirdrgicas, en el

torrente sanguineo y neumonia (7).

C. IDENTIFICACION DE S. aureus

El género Staphylococcus, tras su aislamiento de muestras clinicas, estos
cocos se diferencian de los pertenecientes a los géneros no patdgenos por la
positividad de diversas pruebas: i) sensibilidad a 100 pg de furazolidina, ii)
resistencia a 0,04 U de bacitracina, iii) negatividad de la prueba de oxidasa, iv)
produccion de acido en anaerobiosis a partir de glucosa, v) produccion de acido a
partir de glicerol en presencia de 0,4 mg/l de eritromicina, vi) sensibilidad a 200
mg/l de la endopeptidasa lisostafina, y vii) resistencia a la accion litica de 100
pg/ml de lisozima (11).

Las principales caracteristicasde S. aureus que sirven para Su
diferenciacion de otras especies del género son: i) produccion de coagulasa; ii)
sensibilidad al disco de 5 pg de novobiocina; iii) actividad fosfatasa alcalina; iv)
produccion aerdbica de acido a partir de D-trealosa y D-manitol, y v) produccién de
desoxirribonucleasa termoestable. Las cepas de S. aureus dan positivas, ademas,
las siguientes reacciones: [ - glucosidasa, arginina descarboxilasa, N-
acetilglucosamina, acetoina, reduccién de nitratos, ureasa y resistencia a la
polimixina B (disco 300 U) (11).

D. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA de S. aureus

Mas del 90% de S. aureus presentan resistencia a la penicilina. En
muestras aisladas de las unidades de cuidado intensivo en los Estados Unidos se
encontré6 mas del 50% de resistencia a oxacilina. En forma creciente también se

ha observado resistencia a oxacilina en S. aureus aislados en la comunidad (10).
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1. Mecanismos de Resistencia Antimicrobiana de S. aureus

El mecanismo de resistencia es la elaboracion de una enzima llamada beta
lactamasa que es capaz de romper el anillo beta lactamico a través de un proceso
de hidrdlisis; esta enzima conocida inicialmente como penicilinasa es codificada

por un transposon transportado por un plasmido.

S. aureus ha desarrollado la resistencia de tres formas que bien pueden
relacionarse entre si: 1) Produccion de beta lactamasas, por fendmenos de
tolerancia, resistencia por proteinas fijadoras de penicilina (PBP) modificadas o
supernumerarias. 2) Las bacterias adquieren los genes de resistencia a
antibioticos fundamentalmente por mecanismos de movilizacidbn genética, por
medio de plasmidos, transposones e integrones; (un integrén se puede considerar
como un elemento especializado en la incorporacion de genes y su expresion). 3)
La mayoria de los genes descritos hasta el momento en los integrones codifican
para proteinas implicadas en la resistencia a antibioticos (16).

Se esperaba que la introduccidon de penicilinas semisintéticas fuera la
solucién al problema de la resistencia bacteriana, lo cual no fue asi; pues en corto
tiempo los gérmenes también mostraron resistencia a estos farmacos, fenomeno

conocido como resistencia intrinseca a la meticilina (17, 18).

2. Resistencia a la Penicilina

En 1944, dos afos después de la introduccion de la penicilina, se reporto el
primer S. aureus resistente a la penicilina. Se encontré6 que éste produjo una
enzima penicilinasa (un tipo de R-lactamasa) que hidrolizé el anillo beta-lactamico
de la penicilina (13,19, 20).

Como se mencion6 antes, en la actualidad, en muchas regiones
geograficas la resistencia a la penicilina debida a la produccion de beta-lactamasa
excede el 90% (13,19).



3. Resistencia a MLS

La resistencia a los macrélidos como la eritromicina y las lincosamidas
como la clindamicina por lo general se debe a la presencia del gene erm. Estos
genes erm poseen el cédigo para la produccion de una enzima ARN metilasa que
modifica la zona ribosdmica de unidn de los macrélidos, lincosamidas y las

estreptograminas B (13).

4. Resistencia a Vancomicina

Con frecuencia se prescribe vancomicina para tratar infecciones
provocadas por S. aureus con resistencia multiple. Sin embargo, se han reportado
casos de disminucion de la susceptibilidad a vancomicina en varios paises

incluyendo los Estados Unidos (7).

En el 2002 se aislo la primera cepa totalmente resistente a vancomicina
(CIM = 1024 pg/mL) en un paciente de dialisis en Michigan. Esta bacteria poseia
el gen de resistencia a la vancomicina vanA. Dos cepas adicionales se han aislado

de manera subsecuente en Pennsylvania y New York (13).

La vancomicina fue la ultima droga disponible a qué este organismo habia
permanecido uniformemente sensible hasta los recientes informes, se tenia que
era una resistencia de bajo nivel, recientemente a aumentado a un alto nivel de
resistencia a este antibiético por bacterias como: Enterococcus sp. y S. aureus
(19,20).

E. Staphylococccus aureus METICILINO RESISTENTE (MRSA)
Algunas cepas de S. aureus son resistentes a los antibiéticos, como los
betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapemen y combinaciones de

betalactamicos con inhibidores de betalactamasas) en donde el mas comun es la



meticilina que se introdujo en 1960 y es un antibidtico semisintético resistente a
penicilinasas. Conocido por sus siglas en inglés MRSA (Meticillin Resistant
Staphylococcus aureus) el cual, el 1% de la poblacién esta colonizada por la
misma (1,21,22).

Las infecciones por estafilococos incluidas la del MRSA, se presentan con
mayor frecuencia entre personas con sistemas inmunitarios debilitados que estan
en hospitales e instalaciones de atencion meédica (como asilos para ancianos y
centros para dialisis). Estas infecciones por estafilococos originadas en los
entornos médicos incluyen las infecciones por heridas quirdrgicas, infecciones de

las vias urinarias, infecciones del torrente sanguineo y neumonia (4,23).

El MRSA esta estrechamente relacionado con pacientes hospitalarios que
son cateterizados o quienes se han tratado quirdrgicamente. En algunos, pero no
todos, los paises desarrollados, esta bacteria causa de muchas infecciones

nosocomiales (24,25).

En la actualidad se utiliza la oxacilina, en lugar de la meticilina que es una
penicilina semisintética estable a la R-lactamasa estafilocdcica gracias a la
ubicacion estratégica de ciertas cadenas laterales en la molécula. Ambos
antibioticos fueron desarrollados especificamente para el tratamiento de

infecciones causadas por S. aureus productores de beta-lactamasa (13, 24).

F. ESTRUCTURA de MRSA

El MRSA, tiene el gen mecA adquirido, el cual contiene la proteina
obligatoria, PBP2a que es intrinsecamente, insensible a la meticilina y todos los
antibioticos R-lactdmicos incluyendo las penicilinas y cefalosporinas de tercera
generacion, estos antibidticos son utilizados para tratar infecciones causadas por

bacterias Gram — Negativo (15,16).
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G. FACTORES DE RIESGO

Entre los factores de riesgo conocidos para colonizacion por MRSA se
encuentran la edad, (mayor incidencia en niflos), sexo, hospitalizaciones, uso de
antibioticos, alteraciones anatémicas de la nasofaringe, algunas enfermedades
como la sinusitis crdnica, antecedente de infecciones por S. aureus y factores
conductuales como la drogadiccion por via endovenosa, los tatuajes y las
perforaciones corporales para la colocacién de adornos (26,27)

Por consiguiente, MRSA se puede aislar tanto en pacientes infectados
como en portadores asintomaticos (28). El estado de portador nasal de MRSA, es
un factor de riesgo para presentar enfermedades producidas por este

microorganismo, asi como la principal fuente de infecciones nosocomiales (29).

La mayoria de las infecciones por MRSA ocurren entre pacientes que se
encuentran en hospitales u otros entornos meédicos; sin embargo, se estan
volviendo mas comunes en la comunidad. Los datos provenientes de un estudio
prospectivo de 2003 parecen indicar que el 12% de las infecciones clinicas por
MRSA tienen su origen en la comunidad, pero esto varia por area geografica y

poblacién (27).

Estudios muestran que la colonizacibn por MRSA va disminuyendo
alcanzando un 10-35% en nifios de 5y 6 afios de edad. Este factor fue establecido
también por Lu y su equipo de investigacion en el 2005, encontrando que
individuos con edades entre 0-10, 11-20 y 71-80 afios estaban colonizados en el
37.6%, 27.3% y 24.4 % respectivamente (30). Ademas de la edad, el género
resultdé ser un importante factor de riesgo, habiéndose reportado que los varones

se encuentran colonizados en mayor proporcion que las mujeres (31).

Algunos autores han descrito la sinusitis cronica como un factor de riesgo
para la colonizacion por MRSA. Sin embargo, una comparacion de la flora normal

de individuos sanos con la de pacientes con sinusitis cronica, no mostrdo una
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diferencia significativa en los indices de colonizacion por MRSA. Sin embargo lo
gue si ha establecido es que la enfermedad en un portador es un factor que
predispone la transmision del microorganismo (32).

H. MECANISMOS DE TRANSMISION

Para que un individuo sea colonizado por MRSA debe entrar en contacto
directo con el microorganismo. Se sabe que el mecanismo de transmision es de
persona a persona a partir de individuos infectados o de portadores asintomaticos.
La transmision aérea no es tan frecuente, pero puede ocurrir al estar en contacto
con pacientes con neumonia estafilocdccica. Recientemente se ha establecido
gue los individuos portadores de este microorganismo, en el curso de infecciones

virales respiratorias altas (33).

I. PORTADORES SANOS DE S. aureus

El personal hospitalario, asi como personas que padecen de afecciones
cronicas y los que portan dispositivos médicos, poseen una tasa mayor de

colonizacion con S. aureus usualmente (34).

Mediante estudios microbiologicos de mucosa nasal realizados en
individuos sanos ha sido posible diferenciar tres tipos de portadores de S. aureus:
el no portador, el portador intermitente y el portador persistente de una misma o de
diferentes cepas del microorganismo. Esto puede deberse a factores del huésped
y/o antagonismo entre los microorganismos de la flora nasal normal. (35,36).
Mongodin y sus compaferos de investigacion, en el mismo afio, demostraron que
el S. aureus no se adhiere in vivo al moco del epitelio pero si presenta adherencia
a la membrana plasmatica basolateral de las células columnares, a las células

basales y a la membrana basal del epitelio (35).

Numerosas investigaciones efectuadas sobre los portadores nasales de S.
aureus, como las realizadas por Vandenbergh en 1999 y citadas por Herwaldt en

2003, han determinado que entre 20 y 55% (estudio corte transversal) y entre 10 y
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35% (estudio longitudinal) de individuos adultos sanos son portadores de S.
aureus en fosas nasales; del 20 al 75% son portadores intermitentes. La incidencia
de los portadores nasales de S. aureus se ve incrementada por varios factores
como son la rinosinusitis, uso de cocaina, descongestionantes topicos y esteroides
en aerosol. Cabe anotar aqui, que en pacientes con infecciones de piel producidas
por S. aureus del 42 al 100% son portadores. Otros resultados no menos
importantes muestran que la incidencia aumenta en pacientes con diabetes
mellitus, tanto en los insulino-dependientes, como en los que estan en programas

de hemodialisis o dialisis peritoneal (37).

A pesar de la gran cantidad de estudios realizados, hasta el momento no se
ha identificado el mecanismo preciso de la interferencia bacteriana en la

colonizacién nasal.

Pero si se ha establecido que el transportar en la mucosa nasal S. aureus,
es un factor de riesgo importante para el desarrollo de infecciones por este
microorganismo, ya que los portadores tienen mayor incidencia de infeccion que
los no portadores. La cepa que causa la infeccibn es usualmente la cepa de la
cual se es portador y la erradicacion del estado de portador disminuye el riesgo de

desarrollar la infeccion (35).

J. EPIDEMIOLOGIA

La colonizacion por MRSA es muy poco frecuente si no hay exposicion a
servicios de salud. Se estimd una prevalencia del 1.3% aunque el indice se redujo
a 0.2% cuando se excluyeron las personas que no tenian antecedente de esta
exposicion. Dicha colonizacion por MRSA es facil y puede persistir durante meses

o afios (3).

La vigilancia epidemioldgica en términos de control de prevalencia y de

resistencia antibiética debe ser continua en hospitales, clinicas, departamentos de
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urgencia y laboratorios microbiolégicos. Solo asi se podran establecer

recomendaciones terapéuticas apropiadas en comunidades especificas. (3,38)

La prevencion de la aparicion de brotes nosocomiales por MRSA se basa
en medidas que incluyen, tanto los sistemas de vigilancia epidemiolégica, como el
cribado de portadores en el personal sanitario o las medidas de aislamiento y
control en caso necesario. Uno de los factores mas importantes seria la deteccion
de las cepas MRSA mediante un método sencillo, rapido y fiable, con el fin de
controlar tanto portadores como enfermos. Sin embargo, la particular expresion
fenotipica de la resistencia que este microorganismo posee, supone un problema

técnico para su deteccion microbiologica (39, 40).

K. OTROS RESERVORIOS

Los centros socio-sanitarios de larga estancia, centros en los que los
pacientes realizan convalecencias prolongadas después de ingresos hospitalarios
complejos, y los centros con poblaciones hospitalarias especificas, como los
parapléjicos y los centros de hemodialisis, pueden convertirse facilmente en
reservorios de MRSA. Con frecuencia, estos pacientes son portadores de sonda
urinaria y de otros dispositivos, como sondas de nutricion enteral o gastrostomias
percutaneas, y pueden desarrollar infecciones por MRSA en estas localizaciones,

precisando muchas veces el traslado a centros de agudos. (41,42, 43, 44)

Recientemente, se han descrito en diferentes paises dos circunstancias
nuevas relacionadas con la epidemiologia clinica del MRSA. La primera es la
aparicion de infecciones por cepas de este tipo en poblaciones pediatricas no
relacionadas, esto es, sin que los nifios hayan tenido, aparentemente, contacto
con el ambito sanitario; es decir, sin que presentaran ninguno de los factores de
riesgo tradicionales para MRSA. En este sentido, parecerian auténticas
infecciones adquiridas en la comunidad. La segunda circunstancia llamativa ha
sido la descripcion de pequefios brotes de infecciones por MRSA, en poblaciones

de la comunidad relativamente cerradas, como equipos de atletas o instituciones
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para personas discapacitadas. Seguramente estos Ultimos casos guardarian una
cierta relacién con la mayor capacidad de transmisién que se ha observado en
algunos clones de MRSA, e indicaria una progresiva implantacién de estas cepas
en la comunidad. Ninguna de estas circunstancias se ha descrito en nuestro
ambito todavia (45,46)

L. ERRADICACION DE COLONIZACION POR MRSA

En casos de infeccién recurrente o severa por MRSA, la erradicacién de la
colonizacion por MRSA puede ser deseable. Desafortunadamente, ni las
terapias topicas recomendadas actualmente para eliminacion de la colonizacion
(mupirocina nasal 6 bafios con clorhexidina) son altamente eficaces (47,48). En
las Unidades de Cuidados Intensivos y otras areas donde el riesgo de infeccion
por MRSA vy diseminacion es alto, la adherencia a estrictos procedimientos de
lavado de manos y a precauciones apropiadas de aislamiento para MRSA es
critica. (49)

En general, se ha demostrado que la colonizacion nasal por MRSA vy la
concomitante cutanea pueden persistir en un paciente durante periodos muy
prolongados. Esta circunstancia es especialmente asi si existen algunos de los
factores resefiados anteriormente, especialmente la presencia de lesiones
cutaneas. En dichas situaciones, la erradicacion del SARM es muy dificil y la
aplicaciébn de mupirocina nasal es un factor de riesgo muy importante para el
desarrollo de resistencia a este compuesto, sin lograr la erradicacion del

microorganismo. (49)
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[1l. JUSTIFICACION

Staphylococcus aureus es una bacteria importante, que se puede encontrar
hasta un 30% de una poblacién que esta colonizada (7). MRSA (Methicillin -
Resistente Staphylococcus aureus) se conoce como uno de los patdégenos
intrahospitalarios mas graves en todo el mundo, que se relaciona estrechamente a
la mayoria de infecciones nosocomiales (3,7). Sin embargo en los ultimos afios,
comenzaron a aparecer casos en personas sanas sin factores de riesgo. La
mayoria de las cepas involucradas en estos episodios se aislaron en la piel y fosas

nasales (3).

Hallazgos recientes pero escasos, muestran la importancia de la existencia
de portadores nasales de MRSA en la comunidad, ésto ha originado importantes
polémicas en el conocimiento adquirido hasta el momento, sobre el
comportamiento tanto epidemiolégico como microbiolégico, dando lugar a la

busqueda activa y la localizacién de los portadores sanos (5,50).

Esta informacion, muestra que determinar la presencia de MRSA en nifios
que asisten a la guarderia de la Universidad San Carlos de Guatemala, es de vital
importancia, ademas que se conoce muy poco sobre la circulacion de este agente

entre niflos sanos que asisten a circulos infantiles e instituciones cerradas.

Con la investigacion, a pesar de no haber obtenido datos para conocer la
diseminacién y colonizacién de la bacteria, en un grupo de personas (en este caso
nifios) que no presentan ningun tipo de sintomatologia y caracterizacion de la
presencia de MRSA. Se dio a conocer al Laboratorio Nacional de Salud, para
posteriormente brindar la informacion a las instituciones de salud y perfeccionen la

vigilancia de la resistencia antimicrobiana en la comunidad y las medidas de
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control para prevenir las infecciones producidas por cepas de MRSA y contribuir

significativamente a la prevencion. (1,7).
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V. OBJETIVOS

A. GENERAL

Determinar la presencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente
(MRSA) en niflos que asisten a la guarderia de la Universidad de San

Carlos de Guatemala.

B. ESPECIFICOS:
1. Determinar la frecuencia de portadores nasales de Staphylococcus aureus
meticilino resistente (MRSA), en nifios de 0 a 7 afios de edad.

2. Conocer la situacion local de la resistencia antimicrobiana, de las bacterias

MRSA aisladas en el estudio.
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V. HIPOTESIS

Por ser un estudio de tipo descriptivo no se formula hipétesis para esta

investigacion.
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VI. MATERIALES Y METODOS
A. UNIVERSO

Todos los nifios que asisten a la guarderia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala
B. MUESTRA:

Nifios de los que se obtendran las muestras de los hisopados nasales, los
cuales se encuentran inscritos en las diferentes jornadas de la guarderia de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.

1. CONSENTIMIENTO ESCRITO POR AUTORIDADES DE LA GUA RDERIA:
Se entregara personalmente una carta a los encargados de la guarderia
explicando la importancia del estudio, con visto bueno del asesor de

tesis.

2. CONSENTIMIENTO ESCRITO POR PADRES O TUTORES:
Se pasara una encuesta con 5 preguntas relacionadas con el estudio
haciendo énfasis que el padre o tutor al contestar la encuesta acepta

que el nifio entre al estudio. (Ver anexo No.3)

3. CRITERIOS DE INCLUSION:
* Nifos de 0 a 7 afos de edad.
» Nifos inscritos en las diferentes jornadas de la guarderia.

» Nifos que tengan el consentimiento escrito por padres o tutores.

4. CRITERIOS DE EXCLUSION:

* No deben presentar caracteristicas o sintomatologia de infeccion.

* No tener parientes cercanos que tengan relacion a cuidados de la salud,
(médicos, enfermeras, etc.).

* No estar en tratamiento médico en el momento de la toma de la muestra.
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C. MATERIALES:
1. Equipo:

2. Reactivos:

3. Instrumentos:

Microscopio 4 objetivos
Incubadora a 35T
Asas Bacterioldgicas
Autoclave a 121C

Solucion Salina

Tincion de Gram

Agares: Sangre, Muller Hinton, Manitol Sal

Peroxido de Hidrogeno (Agua oxigenada, para prueba
de catalasa)

Plasma de Conejo con EDTA (para prueba de
coagulasa)

Estandar de MacFarland

Antibioticos: Oxacilina (OX) 1ug,

Tubos de ensayo con tapon de rosca
Hisopos

Portaobjetos

Pipetas Pasteur

Asas Estériles

Cajas de petri

4. Control de Calidad:

ATCC S. aureus 25923
ATCC S. aureus 43300 (Oxacilina Resistente)

a) Material de Escritorio:

Computadora
Impresora

Hojas papel Bond tamafio carta
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D. METODOLOGIA:

Las muestras se recolectaran en la guarderia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala por medio de un hisopo humedecido con solucion salina,
estas muestras se trasladaran al Laboratorio Nacional de Salud y se estaran
trabajando sobre las bases protocolares comunes para realizar la ldentificacion de

S. aureus con su resistencia antimicrobiana.

1. Tipo de disefio:

Se realizara un estudio descriptivo transversal.

2. Obtencion de la muestra
Se utilizara un hisopo humedecido con solucién salina 0.85%, se tomara

la muestra del epitelio de la mucosa nasal de los nifios de la guarderia.

3. Procesamiento de las muestras:

e Se inoculara en los medios de cultivo Agar Sangre, incubando a 35°C por
24-48 horas en ambiente aerdbico.

» Se identificaran las colonias sospechosas, por medio de la coloracion de
Gram y confirmando con pruebas especificas para S. aureus como
catalasa, coagulasa, manitol sal y pruebas bioquimicas complementarias.

» Se clasificaran las cepas Meticilino Resistentes por medio de Antibiograma,
realizando un estandar de MacFarland 0.5 e inoculando en Agar Mduller
Hinton, colocandole discos de interés en este caso se utilizara Oxacilina
siguiendo las normas de la CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute).

* Se interpretaran los resultados obtenidos de cepas que resultaron ser
MRSA.

» Se analizaran los resultados por medio de frecuencias y porcentajes y datos
obtenidos de las susceptibilidades antibiéticas.
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4. DISENO DE LA INVESTIGACION:

a) Muestra
Tomando como casos a estudiar los 138 nifios que asisten a la Guarderia
de la Universidad de San Carlos de Guatemala, que cumplan con los

criterios de inclusidn/exclusiéon antes mencionados.

b) Tipo de estudio:

Descriptivo, transversal

c) Tamafo de la muestra (n):
Se tomo la totalidad de nifios que cumplen los criterios de inclusion siendo
éstos 101 nifios (de un total de 138 nifios que asisten a la guarderia).

d) Variables de interés: Cultivo de hisopado nasal

e) Analisis de Resultados

De los datos obtenidos se utilizé porcentajes y graficas de los cultivos
positivos para MRSA y MSSA asi como la susceptibilidad antimicrobiana.
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VIl. RESULTADOS

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal, tomando como grupo a
estudiar los nifios que asisten a la guarderia de la Universidad de San Carlos de

Guatemala.

De la poblacion estudiada se obtuvieron 23 aislamientos de S. aureus, que
luego de ser identificadas, se les evalud su resistencia ante los antibioticos
Oxacilina y Cefoxitin para comprobar la presencia o ausencia del gen mecA,
utilizando el método de Bauer Kirby (difusién en disco) y asi clasificarlas como S.
aureus resistente a la meticilina (MRSA) o S. aureus sensible a la meticilina
(MSSA).

Obteniendo que uno de los aislamientos fue resistente a la Oxacilina pero
susceptible al Cefoxitin lo cual indica ausencia de gen mecA, y 22 (96.6%)
aislamientos presentaron susceptibilidad a la Oxacilina, estas cepas fueron
evaluadas posteriormente con los antibioticos sugeridos para S. aureus por la
CLSI.

El nimero de nifios que se analiz6 fue de 101, de los 138 nifios inscritos en
la guarderia, de un rango de edad de 0 a 7 afios, ambos sexos, que fueron los que
llenaron los requisitos y formaron parte del estudio cumpliendo asi los criterios de
inclusion y exclusién. En la tabla No. 1 se da la descripcién de la poblacién

estudiada por rango de edad y el nimero de aislamientos de S. aureus obtenidos.

En el anexo No. 1 se muestra la grafica de la frecuencia de la poblacién de

nifos y nifas, que fueron parte del estudio por rango de edad (Ver Anexo 1).
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Tabla No. 1

Descripcion de la poblacion muestreada por edad y numero de aislamientos S.

aureus.
EDAD No. de PORCENTAJE No. de PORCENTAJE TOTAL No. de
NINOS (%) NINAS (%) Aislamientos
0 a 6 meses 7 7 12 12 19 4
7 a 11 meses 8 8 12 12 20 1
1 a2 afios 5 5 4 4 9 1
3 a4 afios 6 6 10 10 16 3
5 a 6 afos 7 7 15 5
6 a 7 afos 15 15 7 7 22 9
TOTAL 48 48 53 53 101 23

La cepa de S. aureus que tuvo resistencia a Oxacilina, presenté ademas
resistencia a Eritromicina y Rifampicina; intermedio para Ciprofloxacina,
Clindamicina y Cloranfenicol y susceptible a Cefoxitin, Gentamicina, Penicilina,
Teicoplanina, Tetraciclina, Trimetropin Sulfametoxasol y Vancomicina como se

muestra en la tabla No. 2.

Tabla No. 2 Resultados del antibiograma de la cepa resistente a Oxacilina.

ANTIBIOTICO ANTIBIOGRAMA
Oxacilina Resistente
Cefoxitin Susceptible
Ciprofloxacina Intermedio
Clindamicina Intermedio
Cloranfenicol Intermedio
Eritromicina Resistente
Gentamicina Susceptible
Penicilina Susceptible
Rifampicina Resistente
Teicoplanina Susceptible
Tetraciclina Susceptible
Trimetropin Sulfametoxasol Susceptible
Vancomicina Susceptible
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Asi mismo se obtuvo el porcentaje de resistencia de las cepas S. aureus

meticilino susceptibles (MSSA), como se muestra en la grafica No. 1.

Gréfica No. 1
Porcentaje de resistencia por medio del método de difusion en disco de las cepas

S. aureus meticilino susceptibles (MSSA).

Porcentaje de Resistencia

O % de Resistencia

%
a1
o

Numero de aislamientos MSSA: 22 cepas

En la grafica 2 se muestra los porcentajes de susceptibilidad e intermedios
de las cepas MSSA, en donde, todos los aislamientos de S. aureus fueron
susceptibles a Cefoxitin, Gentamicina, Tetraciclina, Trimetropin Sulfametoxazol

Vancomicina, como se muestran en las tablas 2 y gréfica 1.
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Grafica No.2
Porcentajes de susceptibilidad e intermedios por medio del método de difusién en

disco de las cepas S. aureus meticilino susceptibles (MSSA).

Porcentajes de susceptibilidad e intemedio
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0 % de Intermedio

Numero de aislamientos MSSA: 22 cepas

Ademés de las muestras de hisopados nasales, se aislaron una gran
variedad de microorganismos, de los que se identificaron y es importante resaltar
Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp. (coagulasa negativa), Streptococcus
pneumoniae y Streptococcus sp. que son propios de la microbiota normal, en la
tabla No. 3 se muestra el porcentaje de estos microorganismos en la poblacion
estudiada, asi mismo el numero de crecimiento de otros microorganismos que no

se identificaron por no ser de importancia para el estudio.
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Tabla No. 3

Microorganismos aislados de las muestras nasales de los nifilos muestreados de la

guarderia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

MICROORGANISMO No. de PORCENTAJE (%)

AISLAMIENTOS
Staphylococcus aureus 23 28
Staphylococcus sp. (coagulasa negativa) 12 15
Streptococcus pneumoniae 4 5
Streptococcus sp. 5 6
Microbiota mixta normal 19 23
Otros Microorganismos 38 46
n =101 nifios

No. de aislamientos = 82

También dentro del estudio por el orden de colocar los antibi6ticos
recomendados por la CLSI, se estudio la presencia de mecanismos de
resistencia propios de S. aureus como presencia de MLS (macrolidos-
lincosamidas y estreptograminas), con los antibioticos Eritromicina (E) vy
Clindamicina (DA), de las 23 cepas aisladas de S.aureus, 13 (56.2%) mostraron el

mecanismo MLS (ver anexo 3).
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

Internacionalmente se conoce muy poco sobre la circulacion de MRSA en
portadores sanos que asisten a instituciones infantiles como guarderias (49,50),
por eso se tomd como poblacién a estudiar los nifios que asisten a la guarderia de
la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Del total de aislamientos que se obtuvieron de las muestras nasales, se
aislé una gran variedad de microorganismos, de estos los de importancia para el

estudio fueron los de S. aureus.

De los hisopados nasales que se realizaron a los nifios de la guarderia, se
obtuvo un total de 23 (28%) aislamientos S. aureus, (tabla No. 3), de los cuales 22
(96.6%) aislamientos eran cepas MSSA, una cepa fue resistente a la Oxacilina
pero susceptible a Cefoxitin, de los 101 nifios muestreados, el 48% de sexo
masculino y 53% de sexo femenino estos aislamientos fueron obtenidos en el
rango de edad de 0 a 7 afios, como se muestra en la tabla No. 1 y gréafica del

anexo 1 donde se observa la frecuencia de ambos sexos por edad.

Es importante identificar desde un principio a los portadores nasales de S.
aureus ya que este microorganismo aparte de ser parte de la microbiota nasal del
hospedero se esta volviendo mas comun en la comunidad como portadores sanos,
estudios realizados en Cuba, demuestran que el 15 a 44 % de la poblacion en
general esta colonizada en la mucosa nasal por la especie S. aureus (50), pero la
cantidad de portadores varia ampliamente por las caracteristicas de la poblacién,
en el presente estudio se mostré un porcentaje del 28% (tabla No. 4) que entra

dentro del rango reportado en otros estudios.

Se pensaria que la cepa Oxacilina resistente es una cepa MRSA pero se
debe tener en cuenta las caracteristicas especificas para que sea Meticilino
resistente como la observacidon de multiple resistencia, sin embargo se han

aislados cepas MRSA sin resistencia a otros antibiéticos en pacientes internados y
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de la comunidad (20,50). Y estas tienen caracteristicas diferentes a las cepas
MRSA de origen hospitalario; presencia del gen mecA, que se considera de gran
importancia meédica, esta se indica con la resistencia a cefoxitin que es una
cefalosporina de 2da. generacion que actia como un inductor mas fuerte que la
Oxacilina sobre la produccion de PBP2 (proteinas ligadoras de penicilina) en
aislados de S. aureus que poseen mecA (54). Por lo ultimo se dice que en el

estudio no se obtuvieron aislamientos MRSA.

Con esto se debe tomar en cuenta que la poblacion estudiada no tenia
ningun factor de riesgo, el cual podria tener la bacteria como portador sano ya que
con los factores de exclusion que se realizaron en la encuesta (ver anexo 2), no se
tomo en cuenta la poblacion total que era de 138 nifios de la guarderia, en un
estudio realizado en dos circulos infantiles en Dallas presentan un porcentaje de
3.0% de portadores sanos sin factores de riesgo, se tiene que tomar en cuenta
gue el porcentaje es bajo y puede ser una referencia que en este estudio no se
encontré cepas MRSA (20,50).

Otra referencia es de un estudio realizado en Cuba que reportan un
porcentaje mayor de 2.2% se plantea que cuando se encuentran cepas MRSA en
nifos sanos la causa mas comun, es porque han sido transferidas las cepa a los
nifios por familiares u otros adultos relacionados con su atencién, quienes a su vez
pueden haber padecido infecciones por este tipo de cepas, haber estado
hospitalizados, o sencillamente ser trabajadores de salud publica quienes a su vez

estuvieron en contacto con pacientes portadores de MRSA (50).

A pesar de que el porcentaje de colonizaciébn encontrado es de 0%, hay
evidencias que sefialan a las cepas de MRSA como un patdgeno no solo limitado
al ambiente hospitalario, pues hasta el momento su frecuencia de aislamiento ha
sido subestimada y no se ha reconocido debidamente el papel que estas pudieran
desempeiiar en la diseminacion de la resistencia a la oxacilina en la comunidad
(58).
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Este estudio da lugar a emprender investigaciones similares en otros
circulos infantiles, y proporcionar evidencias acerca de la posibilidad de que cepas
de MRSA comienzan a circular y establecerse de forma importante en la
comunidad, tal y como sucedio en la década de los 50 con las cepas de S. aureus
resistentes a la penicilina (50), ya que en este estudio realizado en Guatemala con
poblacién de la comunidad no se evidencio la presencia de MRSA no significa que
en nuestra poblacién no hayan portadores sanos. Porque la aparicién de cepas de
MRSA en la comunidad, ha provocado una alerta entre los centros y
organizaciones de salud dedicados al estudio y control de este microorganismo
(3,8,15).

La distribucion de las cepas S. aureus se muestran en la tabla No. 1 que se
obtuvieron de nifios entre las edades de 0 a 7 afios de edad y se obtuvo mayor
numero de cepas en el rango de 6 a 7 afos, no se sabe de otras investigaciones
que relacionen la colonizacién por S. aureus con diferentes grupos de edades
pero teniendo en cuenta que la colonizacion por S. aureus puede ser persistente
en los individuos, con una duracion de varios meses a afios portando la misma
cepa (50), no se puede plantear que dicha edad, constituya un factor de riesgo
para el estado de portador por dicho agente, ademas de que la distribucion es

uniforme entre los rangos de edad que se clasifico en este estudio.

El perfil que se obtuvo de la cepa Oxacilina resistente (que se tomo por
aparte ya que no se puede incluir entre las cepas MSSA) es el que se muestra en
la tabla No. 2, siguiendo las normas de la CLSI, que tiene resistencia intermedia a
Ciprofloxacina, Clindamicina y Cloranfenicol, resistencia a Eritromicina y
Rifampicina. Ademas el porcentaje de resistencia que se obtuvo de las cepas
MSSA se muestra en la gréfica No. 1, en ambos casos se muestra la ausencia de
multirresistencia esto indica que las cepas son de la comunidad ya que un estado
de multirresistencia indicaria cepas hospitalarias, y en caso de presencia de
MRSA, frecuentemente tienen resistencia a betalactdmicos y resistencia asociada
a no betalactdmicos como los son: aminoglucosidos, macrolidos, clindamicinas,

fenicoles, quinolonas, sulfonamida y tetraciclinas (7,13).
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De las cepas MSSA, se obtuvo en este estudio que hay un 27% comparado
con otros estudios que indican que la prevalencia en personas adultas saludable

es de 32-50% y en nifios es menor la prevalencia (57).

El porcentaje de resistencia de las cepas MSSA se muestra en la grafica
No. 1 en donde, hay un alto porcentaje de resistencia para Penicilina y
Eritromicina, tomando en cuenta que en general la especie S. aureus son
resistentes aproximadamente en un 80 a 90% a Penicilinas (7,11,13) y en estas
cepas se presenta un 91% de resistencia a Penicilina, en la actualidad todavia se
reporta la respuesta de S. aureus hacia la penicilina segun los paneles
recomendados por la CLSI. (3,14,15,25).

El nimero de cepas resistentes a Eritromicina fue de 13, incluyendo la cepa
Oxacilina resistente, que presentaron resistencia inducible a la Clindamicina, en la
actualidad se ha incorporado el criterio de informe de dicha resistencia inducible a
Clindamicina para los aislamientos de S. aureus. Los aislamientos resistentes a
Macrolidos pueden tener resistencia inducible a Clindamicina (metilacion de
rRNA23s codificada por el gen erm, también denominado MLSg por Macrolidos,

lincosamidas y estreptograminas de tipo B), como se observa en el anexo 3.

En la grafica 2 se muestra los porcentaje de susceptibilidad e intermedio de
las cepas MSSA, en donde se muestra que hubo susceptibilidad a la mayoria de
antibioticos y los intermedios se debe tomar en cuenta, ya que pueda ser que en
un momento dado cambie a resistentes, por el uso inadecuado de antibioticos
(7,13).

Del total de aislamientos que se obtuvieron de las muestras nasales se aislé
una gran variedad de microorganismos, entre ellos se puede mencionar
Staphylococcus coagulasa negativa, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
sp. y otros microorganismos que no fueron identificados, por no ser de interés para

el estudio.
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En la tabla 3 se muestra la variedad de microorganismos aislados que son
propios de la mucosa humana, ademas de otras bacterias que no se identificaron
por no ser parte del estudio (1,20,26).

Un hallazgo que es importante mencionar es la presencia de Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniae) en nifios sanos, segun un estudio realizado en
Estados Unidos la colonizacion de S. pneumoniae es mas frecuente en nifios de
0 a 5 afios de edad en un porcentaje de hasta el 50% de una poblacion (53), en
otro estudio de nifilos en circulos infantiles se describe como factor de riesgo
importante el cuidado de los nifios en circulos infantiles para el aumento de
portadores de bacterias como lo es S. pneumoniae, en el presente estudio se
encontré6 un 5% de portadores de dicha bacteria que comparado con otros

estudios el porcentaje es bajo.

A medida que progresa un brote epidémico aumenta el nimero de
portadores nasales de MRSA en la comunidad y no esta de mas estar en
constante educacion para los centros que se dedican al cuidado de nifios como lo
es la existencia de MRSA en la comunidad y una practica importante para evitar

contraer esta bacteria si no otras enfermedades como lo es el lavado de manos.
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IX. CONCLUSIONES

. No se encontraron aislamientos de Staphylococcus aureus meticilino
resistente (MRSA) en las muestras nasales de los nifios que asisten a la

guarderia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

. De las 23 cepas aisladas de S. aureus, 22 (95.6%) fueron identificadas

como Staphylococcus aureus meticilino susceptibles (MSSA).

. El mayor nimero de aislamientos de S. aureus se dio en nifios de 6 a 7

afos de edad.

. La ausencia de portadores sanos de Staphylococcus aureus meticilino
resistente (MRSA) fue porque la poblacién estudiada no esta expuesta a
factores de riesgo por cual contraer esta bacteria.

. Se obtuvo que hay un 5% de portadores de Streptocuccus pneumoniae que

comparado con otros estudios es bajo.



X. RECOMENDACIONES

. Es necesario la realizacion de un estudio mas amplio en la comunidad
dirigido a determinar portadores nasofaringeos S. aureus y a la busqueda
de MRSA.

. Determinar en otra poblacion infantil, la colonizacion nasal de
Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA), para tener mayor

informacion y evitar la proliferacion de dicha bacteria en la comunidad.

. Determinar con una muestra mayor, las causas de la colonizacion de este

microorganismo
. Informar al personal de las instituciones que se dedican al cuidado de nifios

acerca de la presencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente

(MRSA), para evitar su diseminacion.
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ANEXOS

ANEXO 1.

Frecuencia de la poblacién estudiada por sexo y edad.
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ANEXO 2.
Consentimiento informado y encuesta realizada para descartar todo factor de riesgo
en el estudio.

Consentimiento de Padres o Tutores

Estimado padre de familia y/o tutor: por medio de la presente se informa que
los nifios de la guarderia de la Universidad de San Carlos de Guatemala estaran
siendo incluidos en el estudio titulado: DETERMINACION DE Staphylococcus
aureus METICILINO RESISTENTE (MRSA) AISLADOS EN FOSAS NAS ALES DE
NINOS PORTADORES QUE ASISTEN A LA GUARDERIA DE LA U NIVERSIDAD
DE SAN CARLOS DE GUATEMALA, el cual consiste en tomar una muestra de las
fosas nasales de sus nifios, con un hisopo. Si ud. Esta de acuerdo a que su hijo
participe por favor contestar las siguientes preguntas y firmar.

ENCUESTA

Nombre del nifio (a): Edad: Sexo:M__F__

1. El nifio(a), ha tenido alguna infeccion crénica en el dltimo afio? Si__ No__

Cual?

2. El nifio(a), ha estado hospitalizado en el dltimo afio? Si_ No__
Porque?

3. El nifio(a), ha tenido algun tratamiento dltimamente? Si_  No__
Cual?

4. El nifio(a), ha estado en contacto con alguna persona que ha estado

hospitalizada? Si_ No
Cual?

5. El nifio(a), tiene parentesco con personas que se dedican a cuidados de salud?
Si_ No

Especificar?

Firma de Padre o Tutor:

NOTA: Con estas preguntas se hara un mejor analisis de los resultados y de

antemano se agradece su colaboracion.
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ANEXO 3.
Antibiograma por método de difusiéon de disco (Kirby-Bauer) presencia del

mecanismo de resistencia MLS.
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