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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas constituyen las principales causas de morbimortalidad
en los paises en vias de desarrollo, donde vive el 75% de la poblacién mundial. De
los 9,2 millones de muertes ocurridas en estos paises 3,5 millones fueron causadas
por enfermedades parasitarias e infecciosas. Las infecciones del tracto respiratorio
bajo y las enfermedades diarreicas constituyeron la tercera y cuarta causa mas
importante de muerte, respectivamente, a nivel mundial. EI 99% de las muertes
infantiles que ocurren en los paises en vias de desarrollo, ocurren como resultado de

procesos infecciosos’.

Desde la introduccion de los antibidticos, la mortalidad por enfermedades infecciosas
ha disminuido notablemente, sin embargo, el uso inadecuado de estos farmacos ha
aumentado dramaticamente la resistencia a los mismos en la mayor parte del
mundo, constituyendo esta situacién un problema de salud publica de creciente
importancia. La resistencia a multiples antibioticos es una caracteristica de la década
presente y encontrar organismos resistentes a diez antibiéticos diferentes es comun

hoy en dia.

Los organismos resistentes a antibioticos estan presentes en hospitales
principalmente, constituyendo verdaderos almacenes de bacterias resistentes a
multiples drogas; entre los que se encuentran Streptococcus pneumoniae,
Mycobacterium tuberculosis y Escherichia coli, que ademas causan infecciones

adquiridas en la comunidad.

Las bacterias resistentes de los hospitales pueden ser introducidas en la comunidad.
Se estima que al menos el 5% de los pacientes que son dados de alta para
continuar tratamiento ambulatorio se llevan con ellos Staphylococcus aureus

multiresistentes y enterococos resistentes a vancomicina.



En la actualidad se relaciona muy estrechamente el fendmeno de resistencia

antimicrobiana al uso de antibiéticos?.

En Nicaragua, como en la mayoria de los paises en vias de desarrollo, el uso de
farmacos antimicrobianos para uso de animales y humanos no es regulado por las
instituciones de salud, pudiendo ser comprados en farmacias, tiendas vy
supermercados. Por otro lado, los pacientes generalmente no toman los esquemas
terapéuticos completos cuando son prescritos por el médico, constituyendo ambos

elementos, factores que contribuyen a la magnificacion del problema.

El surgimiento de la resistencia bacteriana a diversos antibiéticos, es un problema
que requiere del esfuerzo en conjunto de quienes tratan al paciente. Con el aporte
de laboratorios de microbiologia clinica se cuenta con la posibilidad de reconocer

oportunamente la resistencia.

Estudios previos realizados en Ledn, mostraron una alta prevalencia de cepas de
bacterias resistentes en la microflora gastrointestinal normal de adultos y nifios®. Los
Bacteroides sp fueron cepas altamente resistentes contra penicilinas y cefoxitina® °.
La microflora intestinal normal es la principal fuente de patdogenos endogenos. El
surgimiento de cepas resistentes en la microflora del tracto gastrointestinal ha tenido
un enorme impacto en la seleccidon de los agentes antimicrobianos en la terapia
empirica y es un factor importante en la diseminacién de organismos resistentes a

otros pacientes.

Los patrones de susceptibilidad de cepas aerobias y anaerobias comunmente
encontrada en infecciones mixtas en Nicaragua demostrd un alto nivel de resistencia
a la mayoria de los antimicrobianos mas comunmente usados como antibiéticos beta
lactamasa. Los Bacteroides fragilis fueron los anaerobios mas comunmente
aislados. El 56% de éstos fueron resistentes a la ampicilina, el 28% a la cefoxitina y

el 25% a la clindamicina.



Otros gérmenes como E. coli, P. auruginosa y Klebsiela sp. fueron resistentes a la
penicilina benzatinica, ampicilina y gentamicina. El 29% de los Staphylococcus
aureus fueron resistentes a meticilina (MRSA). La produccion de beta lactamasa fue
uno de los mecanismos de resistencia mas importantes encontrados en este

estudio®.

El manejo de programas de resistencia antimicrobiana requiere, entrenamiento del
personal de laboratorio clinico y control de calidad de las muestras procesadas , que
no siempre es posible en paises como Nicaragua. Los procesos infecciosos de los
pacientes en la mayoria de los centros hospitalarios son tratados sin la ayuda de
reportes de laboratorio, desde un punto de vista netamente sindromico, por lo que no
es posible contar con datos que permitan realizar vigilancia de la resistencia de las
bacterias a los farmacos antimicrobianos, ni tampoco es posible utilizar esta

informacion para la realizacién de estrategias de intervencion.

El presente estudio tiende a contribuir a llenar este vacio, facilitando en primer lugar
el conocimiento del perfil de resistencia de cepas de Staphylococcus aureus ante
cinco farmacos de amplio uso en el departamento de Pediatria, asi como la

tipificacion molecular de las cepas encontradas.

De igual manera, permitira la identificacion del papel que juegan los portadores
sanos en la diseminacion de las cepas resistentes, permitiendo establecer un
sistema de vigilancia de resistencia antimicrobiana y crear un protocolo de atencion
a pacientes con infecciones causadas por Staphylococcus aureus basado en el

perfil de resistencia local.



MARCO DE REFERENCIAS

Los Staphylococcus son bacterias Gram positivas, aerobios o anaerobios
facultativos que pertenecen a la familia Micrococcaceae que incluye a los cocos
Gram positivos catalasa positivos, junto con los géneros Micrococcus,
Stomatococcus y Planococcus. Miden aproximadamente un micrometro de
diametro, son inmoviles, carecen de esporas y crecen en racimos, aunque también

pueden agruparse en pares, tétradas o formar cadenas’.

El género Staphylococcus incluye actualmente 32 especies y 8 subespecies
aerobias y anaerobias facultativas, con la excepcion de S. saccharolyticus y S.
aureus subespecie anaerobius, que son anaerobias estrictas. De éstas, sdlo
aproximadamente 12 se encuentran normalmente colonizando al huésped humano,
siendo S. aureus sin duda, la principal dentro del mencionado género. Crecen bien
en los medios de cultivo habituales, muestran R-hemolisis en medios con sangre, y
son capaces de desarrollarse a altas concentraciones de NaCl (medio selectivo de

Chapman)®.

En un tiempo se pensé que solo las especies que producen enzima catalasa y
proteina A, como el Estafilococo aureus, eran las unicas capaces de desarrollar
cuadros morbidos; hoy se conoce que aquellas especies que no producen las
proteinas mencionadas ni poseen actividad proteolitica, ni capacidad de fermentar el
manitol, también son causas importantes de infecciones hospitalarias y de las vias
urinarias en la infancia®. A estas especies se les conoce de forma colectiva como
Staphylococcus Coagulasa Negativa (ECN); anteriormente conocidas como
Staphylococcus albus ya que en los medios de cultivo producen pigmento de color

blanco™®.

Las especies representativas de los ECN son tres principalmente: Staphylococcus

epidermidis, Staphylococcus hemolyticus y Staphylococcus saprophyticus.



Staphylococcus aureus

Las principales caracteristicas identificativas de S. aureus que sirven para su
diferenciacion de otras especies del género son: i) produccion de coagulasa; ii)
sensibilidad al disco de 5 m g de novobiocina; iii) actividad fosfatasa alcalina; iv)
produccion aerdbica de acido a partir de D-trealosa y D-manitol, y v) produccion de
desoxirribonucleasa termoestable. Las cepas de Staphylococcus aureus dan
positivas, ademas, las siguientes reacciones: b -glucosidasa, arginina
descarboxilasa, N-acetilglucosamina, acetoina, reduccion de nitratos, ureasa y

resistencia a la polimixina B (disco 300 U) (Kloos y Bannerman, 1995).

Poseen una capsula tan delgada que ha sido llamada micro capsula que se adhiere
firmemente a la bacteria. La mayoria de las cepas patégenas cuentan en su capsula
con dos polisacaridos (5 y 8) lo que hace suponer que ambos juegan un importante
papel en la patogenia. En su pared celular, los Staphylococcus aureus cuenta con
compuestos péptidoglicanos, ribitol, acido teicoico y proteina A. Componentes que

poseen actividad antigénica.

La proteina A se une a la porcion Fc de los anticuerpos (Ig G) lo que interviene en la
pobre eficacia con la que los Staphylococcus aureus son opsonizados y

fagocitados.

El acido teicoico es una proteina formada por cadenas de tamano variable de hasta
mas de treinta polimeros unidos por puentes fosfodiésteres. El acido teicoico es el
principal antigeno de superficie de los Staphylococcus, participa en la recepcién de
fagocitos y facilita la unién de los gérmenes a las membranas de las células del

huésped y a las células endoteliales.

La capacidad de estas bacterias de producir procesos mérbidos en los hombres y
los animales depende de una combinacion de factores; del estado inmunoldgico del
huésped, la gran capacidad para multiplicarse y diseminarse en los tejidos y la

produccion de una diversidad de sustancias extracelulares.



Entre las sustancias extracelulares se encuentran: exotoxinas, leucocidinas,

enterotoxinas, coagulasa, hialorudonidasa y estafilocinasa.

Las a, B, x, 6 hemolisinas son exotoxinas de las cuales la mejor estudiada es la
o hemolisina. Todas las hemolisinas no son sintetizadas por todas las cepas de
Staphylococcus aureus lo que hace suponer que la presencia de alguna en
particular esta fuertemente asociada a la aparicion de un sindrome clinico en
particular. Estas toxinas producen hemolisis de los eritrocitos, de las plaquetas y
lesion de las membranas ricas en esfingomielina, también se menciona que ejerce
una accion importante sobre el musculo liso de las paredes de los vasos con lo que

contribuye a la necrosis *°.

Las leucocidinas producen dafio en las membranas de los leucocitos en las que
probablemente induce la necrosis de las mismas. La coagulasa se une a la
protrombina del huésped, con la formacion de una estafilotrombina que activa a la
trombina y de esta manera se forma fibrina a partir del fibrinégeno. Una pequefa
cantidad de coagulasa permanece unida a la célula y actua como factor aglutinante,
que probablemente contribuye a la adhesion de las bacterias a la piel desvitalizada y

a las superficies extranas.

Algunas cepas de Staphylococcus aureus, del fago grupo Il, elaboran ademas
unas toxinas epidermoliticas, exfoliativas, que participan en el sindrome de piel

escaldada'"'?"3,

En cuanto a las formas de colonizacién en el hombre, los ECN colonizan de forma
universal la piel humana en cambio, los Staphylococcus aureus producen
colonizaciones intermitentes en el 10% al 40% de los nifios y en el 30% de los

adultos'.

El sitio mas comun de colonizacion de los Staphylococcus aureus es la cavidad

nasal, otros sitios menos frecuentes son la piel, el cabello, las ufias, las axilas, el

perineo o la vagina (hasta en el 10% de las mujeres que menstrdan)®’.



La procedencia y tipo de espécimen que se envia al laboratorio es de suma
importancia ya que cuando se aislan Staphylococcus aureus siempre sera
considerado patolégico en cambio la presencia de ECN por lo general es indicativo
de contaminacion, excepto cuando son aislados de sitios estériles en los que se

tiene la seguridad de haber tomado una muestra con todas las medidas de asepsia
8

El principal medio de contagio lo constituye el contacto de persona a persona a
través de las manos contaminadas. Una vez rotas las barreras de la piel o las
mucosas los Staphylococcus se diseminan en los tejidos y se multiplican
rapidamente produciendo generalmente furinculos o abscesos localizados en los
que se produce necrosis y localizacion de la lesion gracias a las hemolisinas y

coagulasa, entre otras.

Sin embargo, es posible que los gérmenes alcancen el torrente circulatorio o el
linfatico por ruptura de la pared de fibrina que limita los abscesos o por accidente y
producir cuadros severos que comprometen la vida de los huéspedes. Las
manifestaciones clinicas de la bacteriemia es similar a la de otras y la formacion de
abscesos en los 6rganos del cuerpo se acompafia de manifestaciones de disfuncion

en los 6rganos afectados.

El principal mecanismo de defensa del huésped, por lo tanto, lo constituye la
integridad de las barreras formadas por la piel y las mucosas. En aquellos individuos
que presentan trastornos en la piel o procesos cronicos en la misma son mas
susceptibles a contraer infecciones por Staphylococcus. Un elemento que
contribuye de forma importante en la defensa del huésped es la actividad de los
neutréfilos; por el contrario, otros elementos de la respuesta inflamatoria

desempefian un rol menos protagonico.

De esta manera, se considera que aquellos huéspedes que poseen cuadros de
neutropenia asi como los que padecen de trastornos funcionales de los neutréfilos

pueden estar asociados a infecciones recurrentes por Staphylococcus aureus.



Probablemente por el hecho de que los Staphylococcus son agentes patégenos
hospitalarios, los pacientes con enfermedades cronicas también sean

frecuentemente afectados por infecciones por Staphylococcus aureus >°%.

Susceptibilidad antimicrobiana de Staphylococcus sp.

La resistencia bacteriana se define como “una condicion microbioldgica
caracterizada por la capacidad natural o adquirida, por parte de una cepa bacteriana
de permanecer refractaria a los efectos bactericidas o bacteriostaticos de un
antibiético” '° .

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana son siempre
categorizados basados en interpretaciones fenotipicas de laboratorio: el
microorganismo es reportado como susceptible o resistente a un antibiotico
determinado. El clinico generalmente toma decisiones terapéuticas con base en esta
informacion sin tener en cuenta que estos datos son el fiel reflejo de procesos
moleculares. Courvalin, introdujo el concepto de lectura interpretativa de pruebas de

susceptibilidad antimicrobiana. La légica de este enfoque se basa en:

i) caracterizar el fenotipo de resistencia con la evaluacién apropiada de

antibiodticos pertenecientes a una misma clase

ii) deduccion del mecanismo bioquimico y molecular de acuerdo al fenotipo

observado
iii) escogencia del antimicrobiano apropiado con base en estos parametros'®.

Desde la introducciéon de los antibidticos la mortalidad por infecciones causadas por
Staphylococcus aureus disminuyd drasticamente, pero muy pronto se puso de
manifiesto la resistencia de algunas cepas a la penicilina. La resistencia adquirida
ocurrié de forma paralela para los Staphylococcus aureus como para los ECN'. 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.

Contrario a lo esperado, la introduccién de penicilinas semisintéticas no fue la
solucion al problema de la resistencia bacteriana; pues en corto tiempo los
gérmenes también mostraron resistencia a estos farmacos, fendbmeno conocido

como resistencia intrinseca a la meticilina & & °

Las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) deben
considerarse resistentes a todos los betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas,
carbapemen 'y combinaciones de betalactamicos con inhibidores de

betalactamasas)°.

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, conocidos en inglés como MRSA,
han desarrollado la resistencia de tres formas que bien pueden relacionarse entre si:
produccion de beta lactamasas, por fendbmenos de tolerancia, resistencia por

proteinas fijadoras de penicilina (PBP) modificadas o supernumerarias. >®

Las bacterias adquieren los genes de resistencia a antibiéticos fundamentalmente
por mecanismos de movilizacién 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. La mayoria de los genes descritos hasta el
momento en los integrones codifican para proteinas implicadas en la resistencia a

antibiodticos.

Identificacidén y epidemiologia molecular de microorganismos

La deteccion por métodos fenotipicos de los Staphylococcus aureus meticilina
resistentes (MRSA) puede ser en algunos casos problematica debido a la expresion
irregular del gen mec A, que codifica para la PBP2a, influenciado ademas por
factores externos. La deteccion del gen mec A por PCR, es considerado como gold

standard en la deteccion de dichos microorganismos. La presencia en el genoma



bacteriano de secuencias de nucledétidos repetidas (short sequences repeats) se ha

mostrado de utilidad en el genotipado de microorganismos patégenos?’ .

La proteina PBP2a es una proteina de 78 kilodalton con baja afinidad por la
meticilina y el resto de los beta lactdmicos. El determinante genético de esta
proteina es de naturaleza cromosomica, el gen mec A, este gen contiene loci
distintos, el mec A, que codificaria la PBP2a y el mec R o gen regulador. Con lo que
las cepas de MRSA con resistencia intrinseca poseen los marcadores gen mec A y
PBP2a.

También se han descrito otras modalidades de resistencia diferentes a las
anteriores, la cual es conocida como borderline, en la cual existe una
hiperproduccidn de beta lactamasas y resistencia por alteracion de las proteinas
ligadoras de penicilinas PBPs 1, 3 y 4. Con lo que se encuentran otros genes
implicados estos son el gen bla (para beta lactamasa) y el gen fem (factor esencial
de resistencia a meticilina) *°.

Staphylococcus aureus es la principal especie patdgena de su género, causa
comun de infecciones diversas, tanto de origen comunitario como hospitalario. Las
cepas SARM se identificaron de forma casi inmediata tras la introduccion de la
meticilina en terapéutica (Jevons, 1961; Knox 1961). Los primeros brotes de
infeccion nosocomial se escribieron en hospitales europeos al inicio de los afios
sesenta. Desde entonces, su prevalencia ha ido creciendo en la mayoria de areas
geograficas. En Espafia encuestas sobre aislados MRSA reflejan como, desde un
1,5% en 1986, se pasa a un 18-23% en 1996 (Grupo de Trabajo EPINE, 1995;
Cercenado et al.,1997), convirtiendo determinadas areas hospitalarias, sobre todo
aquéllas consideradas de alto riesgo, como las Unidades de Cuidados Intensivos, en
zonas endémicas para este tipo de infeccién. Algunos estudios realizados en

determinados periodos elevan estas cifras hasta un 40%.

La variabilidad de S. aureus , la rapida respuesta adaptativa frente a cambios del

medio, y su continua adquisicién de determinantes de resistencia antibiética, han



hecho de éste un residente habitual del habitat hospitalario, donde origina problemas
de multirresistencia, ocasionalmente importantes. Aunque el término resistencia a
meticilina incluye resistencia a derivados R-lactamicos, las cepas MRSA presentan,
en general, resistencia multiple a varios grupos de antibiéticos. A través de diversos
mecanismos, estos aislados presentan resistencia al cloranfenicol, tetraciclinas,
macrolidos, lincosaminas, aminoglucdosidos e incluso, quinolonas, describiéndose

cada vez con mayor frecuencia brotes MRSA sensibles sélo a los glucopéptidos.®

Estudios realizados en hospitales de  Estados Unidos reportan que los
Staphylococcus sp. han adquirido resistencia también a otros farmacos muy utiles

para su manejo como las cefalosporinas y quinolonas .

La introduccidn de la vancomicina, un glucopéptido, vino a solventar el problema de
la resistencia de los Staphylococcus a la meticilina, permitiendo proporcionar una
terapéutica eficaz a los pacientes que asi lo requerian. En la Escuela de Medicina de
Harvard a mediados de la década de los ochenta, se aisl6 una cepa de
Enterococos resistentes a la vancomicina; lo que como era de esperar vino a
inquietar a la comunidad cientifica ya que existe la posibilidad de transmisién de
resistencia al Staphylococcus in vivo, pues en condiciones de laboratorio ésto ya

habia sido posible®®*

El fracaso terapéutico en un lactante en Japdn y la notificacion del aislamiento de
tres cepas con resistencia intermedia a la vancomicina en Estados Unidos hacen
sospechar la posibilidad del desarrollo de resistencia del Staphylococcus aureus a

estos antibidticos pronto llegue a ser universal.

Métodos de determinacidn de la resistencia antimicrobiana

Puede determinarse la resistencia antimicrobiana de las bacterias mediante los

siguientes métodos:

a. Difusién en disco



b. E-Test

c. Microdilucion

d. Phene-plate

e. PCR

a. Difusion en disco:

Se coloca un disco impregnado de antibidtico en agar en el que previamente se ha
inoculado la bacteria objeto de la prueba, el disco capta humedad y el antibiético
difunde radialmente hacia afuera a través del agar, produciendo un gradiente de
concentracion de antibidtico. El antibidtico esta presente a una concentracion alta
cerca del disco y afecta incluso a gérmenes igualmente sensibles (los
microorganismos resistentes crecen hasta el disco). A medida que aumenta la
distancia del disco disminuye la concentracion de antibidtico y solo los patégenos
mas sensibles resultan danados. Si el agente inhibe el crecimiento bacteriano,
entorno al disco se forma un anillo claro. Cuanto mas ancha es la zona que rodea al
disco mas sensible es el patdgeno. El diametro del anillo es también funcién de la
concentracion inicial del antibiotico, de su solubilidad y de su tasa de difusion a
través del agar. Por lo tanto, no se puede emplear el diametro de la zona de

inhibicion para comparar directamente la eficacia de dos antibiéticos diferentes.

En la actualidad, la prueba de difusion en agar mas empleada es el método de Kirby-
Bauer, que fué desarrollado a principios de la década de 1960 por William Kirby , A.
W. Bauer y sus colaboradores en la Washington Medical School, siendo
recomendado por la Food and grug administration (FDA) y el National Commitee for
Clinical Laboratory Standar (NCCLS).



b. E-Test: ( AB Biodisk, Solna, Sweden)

Utiliza el principio de estabilizacion sobre la densidad de gradiente antimicrobiano
sobre platos de agar para determinar las medias de susceptibilidad. EI método del
E—Test es utilizado sobre tiras plasticas que son impregnadas en la superficie con un
gradiente de concentracion antimicrobianos y son marcadas con el indice de
concentracion del antibidtico a escala, las tiras preparadas son colocadas sobre la
superficie del plato de agar, que previo fueron inoculadas con la bacteria a analizar

y que tengan contacto de la tira plastica con la bacteria .

Después de incubar por 24 horas, los resultados del test son analizados sobre el
plato procediendo a tomar las medidas del gradiente antimicrobial que se forma
alrededor del las tiras del E-Test, lo que indica una inhibicidon eliptica observada en

el medio de cultivo.

La concentracion minima inhibitoria (MIC) se determina cuando hay crecimiento de
los interceptos elipticos. ElI E-Test comparte con el test de disco de difusién la
flexibilidad intrinseca de la seleccion de la droga analizada, porque las tiras
seleccionadas son aplicadas a la superficie del plato analizado, ademas el E-Test
puede ser wusado especialmente para el estudio de organismos como
enterobacterias y microorganismos fastidiosos como H. influenzae , S. pneumonia

y bacterias anaerobias %°.
c. Microdiluciéon (MIC)

Una prueba de dilucion puede conseguirse por la estimacion cuantitativa de la
sensibilidad de un microorganismo a un antibiético realizando una prueba de CIM
(concentracion minima inhibitoria) es decir, una prueba que permite encontrar la
concentracion mas baja de los antibioticos que inhibira in vitro el crecimiento de

bacterias aisladas.



Se preparan diluciones seriadas del antibidtico de prueba en el caldo o en el agar y
se inocula con una suspension del microorganismo a estudiar. Tras una incubacién
de una noche se registra la MIC como la dilucion mas alta a la cual no hay
crecimiento macroscopico. Estas pruebas pueden realizarse en una microplaca y
forman la base de los sistemas de prueba de sensibilidad automatizadas. Un método

alternativo es la prueba E-Test.

Las pruebas del MIC, son claramente mas costosas que las pruebas de difusién en
agar, en cuanto al tiempo y material se refiere. No son necesarias para todos los
aislados de todos los pacientes, aunque suelen proporcionar informacion util para el
tratamiento de infecciones dificiles como la endocarditis bacteriana y pacientes que

no responden a un tratamiento en apariencia adecuado.

Una ventaja es la determinacion de la concentracion minima inhibitoria, que es la
concentracion mas baja de un antibiético para inhibir o destruir el crecimiento de la
bacteria en analisis. Las pruebas se subcultivan en un medio fresco sin el farmaco y

se incuban durante 18 a 24 horas mas para comprobar la efectividad %°.
d. Deteccidén por PCR del gen de resistencia antimicrobiana

El principio fundamental del PCR se basa en la amplificacion de fragmentos
especificos de ADN mediante la multiplicacién experimental de ciclos sucesivos
hasta obtener suficiente producto para ser visualizado. De esta manera, una
molécula simple de ADN puede ser amplificada mas de 1000 millones de veces, en

30 ciclos de reaccién.
e. Phene —Plate system o Fingerprinter (las huellas de la bacteria)

El principio fundamental del Phene-Plate es determinar las caracteristicas
metabodlicas de las bacterias mediante reacciones bioquimicas que utilizan
carbohidratos como fuente de energia para poder realizar la fermentacion de éstos

y relacionar genéticamente los carbohidratos fermentables con la bacteria analizada.



Las ventajas del método es que tiene alta discriminacion con uso simple, automatico
y rapido, bajos costos de materiales y no requiere equipos especiales. Es util para
estudios ecolégicos de la microflora humana, animal, estudios medio-ambientales,
infecciones hospitalarias y otros. Tiene la facultad de medir la capacidad
fermentativa de las bacterias aerobias, no asi a los anaerobios que son
extremadamente no fermentativos, asi como los extremadamente sensitivos a las
concentraciones de oxigeno. El método fue desarrollado por Mdllby y colaboradores,

durante la década de los noventa, en el Instituto Karolinska (Suecia).
Portadores sanos

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

Staphylococcus aureus usualmente multirresistentes °.

El principal reservorio de Staphylococcus aureus es el ser humano.
Staphylococcus aureus es parte de la flora normal localizandose principalmente en
la piel y en menor frecuencia en las mucosas, en portadores sanos, asi como en los
pacientes infectados. Otros sitios de colonizacion suelen ser también Uulceras
crénicas cutaneas, heridas en fase de cicatrizacion o en la uretra de portadores de

sonda.

Los Staphylococcus aureus poseen una gran capacidad para sobrevivir en un
ambiente adverso y por la accion de sus determinantes de patogenicidad acaba

produciendo infeccion.

Tanto los Staphylococcus sensibles a meticilina como los resistentes a la misma
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, extendiéndose a otros pacientes por
medio de las manos del personal que les atiende. A medida que progresa un brote

epidémico, aumenta el numero de portadores nasales de MRSA que constituyen, a



menudo, la propia fuente de infeccibn. También debe mencionarse que la
transmision a través del entorno inanimado se sefala de especial interés en las

Unidades de Cuidados Intensivos.

Las infecciones causadas por MRSA ocurridas en la comunidad son cada vez mas
reportadas, pero estos casos estan siempre asociados al contacto con una persona
que estuvo previamente hospitalizada o al contacto con trabajadores de centros
hospitalarios. La importancia de este hecho radica en que los Staphylococcus que
son transmitidos a las personas son cepas resistentes no soélo a la meticilina sino
también a multiples farmacos, siendo el hombre un “vector” de transmision de

gérmenes de alta patogenicidad.

En relacién al tiempo promedio de colonizacién de los portadores éste es diferente
segun el medio. En un estudio realizado en mayo del 2001 en Francia se encontro
un tiempo promedio de colonizacion de 8.5 meses en pacientes que ya habian sido
dados de alta del hospital y que reingresaron al centro por diversas causas. Se ha
visto ademas que, a medida que aumenta la exposicidon clinica la resistencia de las

cepas de Staphylococcus se amplia® .

Las medidas mas eficaces para el control de infecciones por Staphylococcus
aureus en general y MRSA en particular, son las barreras que limitan su extension.
El lavado de manos, uso de guantes y batas son recomendados al entrar en
contacto con pacientes infectados y en casos de brotes con pacientes por Neumonia
por MRSA es necesario utilizar mascarilla. Cuando se labora en Unidades de
Cuidados Intensivos resulta util la utilizacion de mascarilla como un método de rutina
ya que no solo disminuye la colonizacion a nivel de garganta y nariz, sino que

también a nivel de la piel en las manos®’.

Es de suma importancia realizar cultivos microbiolégicos de vigilancia para el control
de portadores nasales ya que de esta manera es posible conocer el patrén de
resistencia de las cepas encontradas asi como también, detectar el momento de

aparicion de un brote por MRSA.



En estos casos el uso de mupirocina tres veces al dia durante cinco dias esta

indicado para la erradicacién nasal de portadores sanos °.



OBJETIVOS

Determinar el perfi de resistencia antimicrobiana en cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de pacientes hospitalizados en el

departamento de Pediatria.

Determinar la prevalencia de portadores sanos de Staphylococcus
resistentes a meticilina entre el personal médico y paramédico del

departamento de Pediatria.

Confirmar la presencia del gen mec A por PCR, en las cepas resistentes a

meticilina.



MATERIAL Y METODO

Area de estudio

El estudio se realizd6 en el Departamento de Pediatria del Hospital Escuela “Oscar
Danilo Rosales Arguello” de la Ciudad de Ledn. El que cuenta con 414 camas y de
éstas 91 pertenecen al Departamento de Pediatria. Ademas cuenta con especialistas en

las diferentes ramas de la medicina y médicos en formacion.
Periodo de estudio

El estudio se realiz6 desde agosto del 2000 a noviembre del 2002.
Tipo de estudio

Descriptivo de serie de casos.

Poblacion de estudio

Cepas de Staphylococcus sp que fueron aisladas de muestras bioldgicas de ninos
hospitalizados en las diferentes salas del departamento de Pediatria del HEODRA y
cepas aisladas de muestras de la mucosa nasal del personal que labora en los

diferentes servicios del departamento de Pediatria.
Criterios de inclusion

Todas las cepas de Staphylococcus sp. que fueron aisladas de las muestras

biolégicas obtenidas en el departamento de Pediatria.
Fuente

Primarias y secundarias.



Método de recoleccién de datos

Los datos fueron obtenidos a partir de los expedientes clinicos de los pacientes a
quienes se les aislé Staphylococcus sp. Los datos de laboratorio se obtuvieron del
libro de registro del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la
UNAN Leon.

La informacion relacionada con el personal de salud del departamento de Pediatria se
obtuvo directamente a través de una ficha y con el consentimiento informado de cada

uno de los participantes.
Coleccion y transporte de muestras

Las muestras fueron obtenidas con hisopo estéril y depositadas en un medio de
transporte Stuart y trasladadas el mismo dia de su coleccion al laboratorio de

Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UNAN-LeonN.
Procesamiento de muestras

Todas la muestras biolégicas fueron procesadas en el Laboratorio de Microbiologia de

la Facultad de Medicina de la UNAN Ledn, utilizando métodos de rutina.

Las cepas aisladas fueron identificadas morfolégicamente a través de la Tincion de

Gram y quimicamente utilizando el test de coagulasa y DNA asa.

Las cepas identificadas como Staphylococcus aureus, fueron utilizadas para analisis
de sensibilidad antimicrobiana mediante la prueba de difusion modificada por Kirby-
Bauer, en la que se utilizaron discos de los siguientes antibidticos penicilina, meticilina,
trimetoprim sulfa, gentamicina y vancomicina. Se determinaron las CMI de vancomicina

y meticilina utilizando E-Test.

Se confimé la presencia del mec A en las cepas meticilin resistentes por medio de la

técnica molecular de PCR.



Plan de andlisis

Los datos alimentaron una base de datos de Access 2000 donde se tabularon y se
aplicaron técnicas de estadistica descriptiva. Los graficos se realizaron con Microsof

Grapht 8.0. Los resultados se editaron en Microsoft Word 2000.



RESULTADOS Y DISCUSION

Perfil de Resistencia Antimicrobiana en Cepas de Staphylococcus aisladas en

pacientes del departamento de Pediatria

En el periodo comprendido de agosto del 2000 a noviembre del 2002 fueron
analizadas 116 muestras, hubo crecimiento de Staphylococcus aureus en 49 de
estas (42.2%). Las que se obtuvieron de pacientes ingresados en los Servicios de
Cuidados Intermedios Neonatales, Infectologia, Medicina Pediatrica, Cirugia y
Lactantes B. Todas las muestras provenian de pacientes ingresados por procesos
infecciosos de diferente naturaleza.

Distribucion de diagnésticos clinicos de los pacientes en quienes se aislé Staphylococcus
aureus

Abcesos
58%

Empiema
2%

Faringoamigdalitis
2%

Furunculosis
2%
Quemaduras Heridas
6% 10%
Impétigo steomielitis Piodermitis
6% 2% 8%

Neumonia Sepsis
2% 2%

El diagnostico prevalente entre los nifios con crecimiento de Staphylococcus
aureus fue abscesos en diversas localizaciones. El empiema, faringoamigdalitis,
furunculosis, impétigo, neumonia, sepsis y osteomielitis se presentaron en
porcentajes similares. Por lo que el espécimen bioldégico mas usado en las muestras

fue pus en el 88%, secreciones (seromas, etc.) y sangre en el 5%.



Distribucién de muestra segln especimenes
biolégicos

90%

O Pus
H Sangre
O Exudado

4%

6%

Meticilina

Se comienza el analisis con este farmaco ya que la resistencia a él es el punto de

partida de la clasificacién actual de las cepas de Staphylococcus aureus.

Se encontraron valores de diametro del halo que oscilan entre 1 mm y 19 mm, con
promedio de 15.9 mm y una Desviacion Estandar de 3.8 mm. (observamos que los
todos los valores por encima de la media estaban dentro de la DS). Partiendo de que
el valor de referencia para interpretar la resistencia es un halo de 17 mm, podemos
observar que el 37.2% fueron resistentes, el 20.9% mostraron sensibilidad
intermedia y el 41.8% fueron sensibles. Lo que alarma, ya que la meticilina es un

marcador de resistencia a otros antibiéticos beta lactamicos 2.

La concentraciéon minima inhibitoria (MIC) de todas las cepas resistentes a meticilina,
fue determinada utilizando E-Test. La tabla No. 1 muestra los valores encontrados.
Por su importancia se valoré también la resistencia a vancomicina. Los puntos de
corte utilizados fueron los dados por AB BIODISK (manual octubre 16-2002) y
corresponden: meticilina sensible < 2 ug/ml y resistente > 4 ug/ml. Vancomicina

sensible <4 ug/ml, intermedio 8-16 ug/ml y resistente >32 pug/ml.



Perfil de resistencia antimicrobiana de S. aureus segun E-test

CMI pg/ml
Antimicrobianos Rango CMlsq CMlgo
Meticilina 0.75-8 4 6
Vancomicina 1-12 6 8

Puede observarse que la CMIsode meticilina para las cepas de S. aureus estudiadas
fue de 4pg/ml mostrando con ello la resistencia de estas cepas frente a este
farmaco. En relacion a la vancomicina es importante senalar que la CMIgy fue de 8
Mg/ml lo que significa que un 10% de cepas mostraron valores de resistencia
intermedia, situacion que ha sido reportada en diversos paises, como Japon y otros

de Europa®® 2324,

Todas las cepas resistentes a meticilina fueron analizadas utilizando PCR para la
determinaciéon de la presencia del gen mec A que codifica dicha resistencia
confirmandose en 90.9% de las cepas previamente definidas como resistentes por
dos métodos: difusion de disco y E-Test, lo que podria explicarse de diferentes
maneras: una de ellas es la no expresion del gen en la generacion de cepas
estudiadas; otra es la posibilidad de que las concentraciones minimas inhibitorias
obtenidas por E-Test hayan estado cerca de los limites para considerarlo sensible o
resistentes, como lo que pudo suceder con la medida de los halos al realizar el
método de difusion de disco. De todas formas la prueba de oro es el PCR y las
diferencias entre métodos no fue significativa, por lo que podemos concluir que el

porcentaje de cepas resistentes a meticilina confirmado por los 3 métodos es un



poco mayor del 35%, resultados comparables con lo reportado por Sakaulas G. y
col.? y un poco menor de lo encontrado en el hospital de Esteli en Nicaragua, en
donde se reporta aproximadamente un 50%, pero debe tenerse en cuenta que esos

resultados incluyen cepas obtenidas de pacientes en todos los grupos etareos™.

La foto del gel que se muestra a continuacion, sefiala el resultado del PCR para mec
A y nuc en las cepas de la 21 a la 24 de S. aureus y sus respectivas cepas de
control. En ella es posible apreciar que a nivel de los pares de base 222 se
encuentra localizado el gen mec A, a nivel de los pares de base 281 se aprecia el
gen nuc. El control 1 (C1) lo constituyé una cepa de E. epidermidis, la cepa ATCC
1222 ; el control 2 (C2) utilizado fue una cepa de E. aureus meticilin sensible cepa
ATCC 29213 y como control 3 (C3) se utilizé una cepa de E. aureus resistente a
meticilina, la cepa CCUG 31966. Se puede observar que el C1 muestra la ausencia
de los genes, el C2 muestra solamente la presencia del gen nuc y el C3 exhibe tanto

al mec A como el nuc.



Lo |

21-22-23-24 C1-C2-C3-MPM

A P

PCR para mecA y nuc de S. Aureus
meticilino resistente.

El perfil de resistencia encontrada en este estudio mantiene la tendencia de
multiples investigaciones realizadas a lo largo del mundo como Estados Unidos,
Francia, Italia®' y Cuba ?°. En Paraguay entre 1994—1996 se observo 25% de cepas
meticilin  resistentes de Staphylococcus aureus aislados de pacientes

hospitalizados 32



Perfil de resistencia de S. aureus a Meticilina
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Se encontrd el uso previo de antibidtico beta lactamico en el 23% de los pacientes
en quienes se aislaron cepas resistentes a meticilina; en el 33.3% el esquema fue
dicloxacilina asociado a gentamicina; igual porcentaje se encontréo en el uso de
penicilina sola y penicilina asociado a ceftriaxone y amikacina. Esto confirma que el
uso previo de antibiéticos genera la emergencia de resistencia, hipdtesis
ampliamente demostrada por otros investigadores. Hecho reforzado por el reporte
de no uso de antibidticos previo a la toma de la muestra en ninguna de las cepas
sensibles. Sin embargo hay referencias que difieren de este conocimiento como lo
planteado por Parker y Hewitt *" *3, quienes refieren que la exposicién previa a
antibidticos no era esencial para que el Staphylococcus se tornase Meticilino-
resistente, ya que un paciente puede ser colonizado por cepas resistentes desde su

inicio.
Trimetroprim Sulfametoxazol:

El  Trimetroprim sulfametoxazol en el tratamiento de infecciones por
Staphylococcus aureus se describe solamente efectivo en MICgy < 30% y se
menciona como un farmaco “con algun efecto” en infecciones por Staphylococcus
aureus resistente a meticilina. Catalogado como seguro, eficaz y no establecido en

menores de 2 meses en patologias no asociadas a Staphylococcus aureus. En



este estudio se encuentrdé sélamente una resistencia de 4.6 % de las cepas aisladas,
2.3% con sensibilidad intermedia y sensibilidad del 93%. Con un halo minino de 8
mm, maximo de 27 mm y promedio de 22.4 mm, con una Desviacion estandar de
4.4 mm. El valor de referencia es de 12 mm. Lo que obliga a tomarlo en cuenta

como alternativa de tratamiento en infecciones producidas por cepas MRSA**,

Perfil de resistenciade S. aureus a Trimetoprim sulfa
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Vancomicina:

Se encontré 3 cepas resistentes a vancomicina, utilizando el método de difusion en
disco, al determinarse CMI con E-Test segun lo recomienda el NCCLS, éstas no
fueron confirmadas como resistentes pero si con valores intermedios de 12 pg/ml.
Los valores encontrados en ambos métodos demuestran que aproximadamente el

50% de las cepas estan en valores superiores a los aceptados como sensibles.

Hasta antes del afio 2002 solamente se habian reportado cepas con resistencia

intermedia en el Japon, hoy conocemos de la presencia de cepas resistentes a



vancomicina en los Estados Unidos. Esto es de suma importancia y nos compromete
a mantener una estrecha vigilancia de la emergencia de cepas resistentes a
vancomicina que resulta ser el tratamiento de eleccién cuando la cepa es resistente
a meticilina®2. A pesar de esto hay quienes sugieren que de acuerdo a las
recomendaciones por expertos y a sus resultados, el tratamiento empirico de
bacteriemia por cocos Gram positivos, el tratamiento empirico debe incluir
vancomicina, pero sefalan que es imperativo fortalecer los programas de control de

infecciones y de uso de antibidticos *°.

Perfil de resistencia de S. aureus a Vancomicina
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Numero de cepas
Penicilina

Las cepas presentaron un halo minimo de 1 mm, maximo de 28, promedio de 9.44

mm, una Desviaciéon Estandar de 4.9 mm con un valor de referencia de 28 mm.

El 98% de las cepas estudiadas mostraron resistencia frente a la penicilina y 2% de
las mismas con sensibilidad intermedia. Ningun cepa fue sensible para este farmaco.

Lo que demuestra que existe un indice maximo de resistencia frente a la penicilina,



reflejo probablemente del uso irracional de ésta y de la situacion a nivel mundial de

este farmaco %°.

Perfil de resistenciade S. aureus a Penicilina
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NUmero de cepas

Gentamicina

Tomando como valor de referencia el tamano del halo para gentamicina de 13 mm
encontramos que el 69.3% de las cepas estudiadas mostraron halos superiores a
este valor, lo que se interpreta como sensibilidad al farmaco y el 30.6% de las cepas

con halo igual o inferior a 13mm las que se consideran resistentes.



Perfil deresistenciade
S aureus aGentamicina
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Se incluy6 a la gentamicina en el estudio por ser un farmaco de amplio uso clinico, el
cual a pesar de no ser un farmaco de primera eleccion en el tratamiento de
infecciones por S. aureus, los beneficios de su uso asociado con otros farmacos anti
— beta lactamasas son gracias a su sinergismo>*. Hormaza sefiala que la bacteria es

mas sensitiva a gentamicina que a meticilina®.
Prevalencia de Portadores Sanos.

En el periodo de marzo 2001 a febrero de 2002 se recolectaron 51 muestras de
trabajadores del Departamento de Pediatria. Las muestras fueron obtenidas de las
fosas nasales. Los médicos representaron el 15% y las enfermeras el 85% de la

poblacion muestreada.

Se encontré6 en el 27.4% de cultivos positivos para Staphylococcus aureus
(portadores sanos), muy similar a lo encontrado en Arabia Saudita en el personal
hospitalario del Departamento de Microbiologia Clinica y Parasitologia de la Escuela

de Medicina de la Universidad de Khalid %’ .



Portadores nasales de S. aureus en el
personal de salud

Positivo
27%

Negativo
73%

Las cepas aisladas mostraron el siguiente comportamiento frente a meticilina: un
halo minimo de 4 mm, un halo maximo de 19, promedio de 15.2 mm, una Desviacion

Estandar de 4.3 mm con valor de referencia para este farmaco de 17 mm.

En donde el 46% de las cepas fueron sensibles y 54% resistentes. La resistencia
encontrada en este estudio se observa muy por encima de lo notado por Alghaithy
AA y col. en Arabia Saudita’?’, quienes reportan porcentajes de 18.3% de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina en personal hospitalario. Esto debe
provocar mayor preocupacion en nuestra regién, donde el uso de antibiticos no
tiene restriccion. Este grupo constituye una fuente potencial en la trasmisién de
cepas resistentes. Es importante sefalar que el principal vehiculo de transmision son
las manos de los trabajadores de la salud, constituyendo por lo tanto el lavado de
manos la principal medida de control en la cadena de transmisién®. Lo anterior
adquiere principal importancia en ambientes cerrados y considerados de alta
endemicidad, como las salas de Cuidados Intensivos, donde el porcentaje de
colonizacion de los pacientes a las 24 horas de ingreso hospitalario es de 6.9% con
un rango que oscila desde 3.7% hasta el 20% de los ingresos, queda aun por
determinar en estos estudios si estas cifras representan portadores sanos o son
producto de colonizacién temprana, que en todo caso seria transmitida por el
personal de salud®. Esta colonizacién adquiere importancia clinica cuando
observamos que la colonizacion de las vias aéreas es responsable de neumonia

nosocomial precoz en estas salas *° .



Sensibilidad a Meticilina en Portadores Sanos

Sensible

46% Rsistentes
54%

El comportamiento frente Vancomicina fue: Halo minimo de 15 mm, maximo de 19
mm, promedio de 17 con una Desviacion Estandar de 1.08 mm. El valor de

referencia fue de 15 mm para este farmaco.

Se observé una sensibilidad del 92% y sensibilidad intermedia 8%. Este perfil
observado en los portadores es similar y con tendencia ser menor que el encontrado

en las cepas aisladas en los pacientes.

Perfil de resistencia de S. aureus aislados de portadores
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CONCLUSIONES

1. El perfil de resistencia de S. aureus fue:

a. El 37.2% de las cepas aisladas en el estudio fueron resistentes a la
meticilina, 20.9% mostraron sensibilidad intermedia para este farmaco

y el 41.8% fueron sensibles al mismo.

b. Existe un 6.1% de las cepas aisladas con patrones de resistencia
intermedia para vancomicina. No se encontraron cepas resistentes

para este farmaco.
c. EI93% de las cepas poseen sensibilidad frente al trimetoprim sulfa.
d. EI69.3% de las cepas de S. aureus fueron sensibles a la gentamicina.
e. Ninguna de las cepas aisladas mostraron sensibilidad a la penicilina.

2. La prevalencia encontrada de portadores sanos de S. aureus en el personal

médico y paramédico del departamento de Pediatria fue de 54%.

3. Se confirmé la presencia del gen mec A en el 93.7% de las cepas de S.

aureus resistentes a meticilina.



RECOMENDACIONES

Con los resultados obtenidos en el estudio, consideramos conveniente la
implementacion de un sistema de monitoreo de la resistencia de S. aureus a
vancomicina, pues el hecho de haber encontrado datos de resistencia intermedia
debe alertarnos frente a la posibilidad de la diseminacién de cepas resistentes. De
igual manera, mantener permanente vigilancia del comportamiento de estas
bacterias frente a meticilina por el incremento en los porcentajes de resistencia

encontrados.

Consideramos conveniente que las cepas de S. aureus resistentes a meticilina
aisladas en el laboratorio del HEODRA, sean confirmadas en un laboratorio de
referencia como el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Medicina de la
UNAN de Ledn, que cuenta con el equipo y los medios necesarios para la

realizacién de estas pruebas.

Recomendamos que a partir de estudios como éste se revisen los protocolos
actuales de uso clinico de anitimicrobianos. Sugerimos tomar en cuenta el
Trimetoprim Sulfa como alternativa en los esquemas a usar y valorar el uso de
esquemas que incluyan gentamicina. Asi mismo consideramos importante dejar de
usar penicilinas en aquellos casos en los que se sospecha que el germen causante

es S. aureus.



ANEXOS

Anexo 1 Ficharecolectora de datos

Perfil de resistencia a antibioticos de Staphylococcus sp.

Numero: Fecha:
Nombre y Apellidos:
Edad: Sexo:
Servicio de Hospitalizacion:
Lact A: Lac B: Infectologia:
Cirugia: Quemados: Med. Ped:
SCIN: UCIN:
Diagnéstico:
Tipo de especimen:
Sangre: Orina:
Pus: LCR:
Antibidticos previo cultivo:

Resultados del cultivo y antibiograma

Nombre cepa | PEN | GM | TM OX | VA
bacteriana TX

PEN= penicilina, GM= gentamicina, TM TX= Trimetoprim Sulfa

OX= meticilina, VA= vancomicina.



Anexo 2 Ficharecolectora de datos

Perfil de resistencia a antibioticos de Staphyloccocus sp. en portadores sanos

Numero: Fecha:

Nombre y Apellidos:
Edad: Sexo:
Profesion u oficio:

Procedencia de la Muestra:

Fosas Nasales:

Resultados del cultivo y antibiograma

Nombre cepa | PEN | GM TXT | OX VA
bacteriana

PEN= penicilina, GM= gentamicina, TXT= trimetroprin sulfa
OX= meticilina, VA= vancomicina.
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