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RESUMEN

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) es una de las causas principales a
nivel mundial de brotes de infeccidn nosocomial; en la transmision de estas bacterias los
portadores nasales, pacientes y personal de salud juegan un rol importante. Con el
objetivo de conocer la frecuencia de portadores nasales entre el personal de salud vy
pacientes de la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Espaifia de la Cuidad de
Chinandega, se realizé6 un estudio descriptivo de corte transversal durante el periodo de
Marzo-Junio del 2010. A todos los participantes se les tomo hisopado nasal, que fue
cultivado en un medio selectivo (ORSAB), la identificacién de género y especie se realizd
utilizando Tincién de Gram, test de coagulasa y DNAasa. El perfil de resistencia, estudio
de fenotipos de resistencia y portacidon del gen mecA de todo el S. aureus aislado se
realizé utilizando el método de Kirby Bauer. Un total de 86 personas participaron en el
estudio de los cuales 45 personas correspondian al personal de salud y 41 pacientes
ingresados en la sala, el 15% tanto de pacientes como personal de salud resultaron ser
portadores nasales de S. aureus resistentes a meticilina (SARM) su condicién de cepa
SARM se confirmd por la portacién del gen mecA. Otros fenotipos de resistencia se
detectaron en 4 cepas que presentaron fenotipos de resistencia de portacion de genes
blaz; de ellas 3 fueron consideradas hiperproductoras de betalactamasa, asi como
también 4 cepas presentaron el gen MLSg; que corresponden a resistencia a macrélidos y
lincosamidas inducibles ademdas 3 cepas eran portadoras del gen MSg (Mecanismo de E
flujo). Todas las cepas fueron sensibles a Vancomicina. Se concluye que el porcentaje de
portadores nasales para UCI del Hospital Espaiia es mayor que los reportados para el

HEODRA y Velez Paiz.
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Abreviaciones utilizadas:

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

S. aureus: Staphylococcus aureus.

PCR: Reaccion en cadena de Polimerasa.

PBP: Proteina fijadora de penicilina alterada.

PRP: Penicilina resistente a Penicilinasa.

CIM: Concentracion Intermedia a Meticilina.

BORSA: Estafilococos aureus con resistencia intermedia a la meticilina.
CMB: Concentracion minima bactericida.

B-lactamasa: Betalactamasa

MLSg: Complejo resistente a macrélidos, lincosamidas, estreptograminas.
MSg: Complejo resistente a macrolidos por mecanismo de E-flujo.

UFC: Unidad formadora de colonias.

ORSAB: Agar Base para la deteccion de resistencia a oxacilina.

ARN: Acido ribonucleico.

Pagina 1



UNAN- Leodn.

INTRODUCCION

S. aureus es uno de los patogenos aislado mas frecuentemente en el
laboratorio de microbiologia a partir de muestras clinicas y es la principal especie
patdgena de su género. Actualmente, su interés se debe a su elevada frecuencia
de aislamiento y cepas resistentes a meticilina (SARM), una de las causas

principales de brotes de infeccion nosocomial (1).

Desde su aparicion en Inglaterra en 1961, la incidencia de Staphylococcus
aureus meticilina resistente (SARM) ha ido en constante aumento. Los primeros
brotes de infeccién nosocomial por estas cepas fueron descritos a principios de los
anos sesenta en distintos hospitales europeos. A partir de entonces, su
prevalencia ha ido creciendo, causando un verdadero problema epidemiolégico en

los hospitales.

Los SARM tienen resistencia a todos los antibidticos B-lactamicos pero
ademas, en general, presentan resistencias a otros grupos de antibioticos a través
de diferentes mecanismos de accion. Estos antibidticos son: cloranfenicol,

tetraciclinas, macrélidos, lincosamidas, aminoglucdsidos e incluso, quinolonas (1).

En Estados Unidos se estima en 300.000 el numero de personas que
contraen anualmente una infeccion por el SARM, durante su estadia en un centro
de salud. De acuerdo con los datos del Centro de Control de Enfermedades
(CDC), el numero de muertos asciende a unos 12.000 cada afio.

Importantes cambios en las caracteristicas epidemioldgicas y
microbiologicas de las infecciones por estafilococo aureus, incluyen el continuo
incremento en la prevalencia de estafilococo aureus meticilino resistente
nosocomial (asociado a pacientes hospitalizados), y la emergencia de estafilococo

aureus meticilino resistente adquirido en la comunidad.
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Esta bacteria continua siendo una materia compleja, se ha reinventado
extraordinariamente por ella misma y continua a la cabeza de los avances
terapéuticos. Primero S. aureus deja a la penicilina a un lado, ahora la meticilina

y la cefalosporina se han convertido en antibiéticos impotentes (2).

El estado de portador facilita la persistencia de S. aureus en el organismo.
La localizaciéon mas frecuente es el vestibulo nasal, que constituye el reservorio de
S. aureus en el individuo, y su importancia radica en que con frecuencia precede o

se asocia a la colonizacion y la infeccion por SARM (3).

El mecanismo mas frecuente de resistencia a meticilina se debe a la
presencia del gen mecA en el cromosoma bacteriano, que codifica la sintesis de
una proteina fijadora de penicilina alterada, denominada PBP2a o PBP 2’, con
baja afinidad por las penicilinas. Las cepas de S. aureus resistentes a meticilina
(SARM) que presentan este gen, se caracterizan por su multi-resistencia que,
compromete a todos los B-lactamicos y a otros antimicrobianos como tetraciclina,
macrolidos, lincosamidas, aminoglucésidos, quinolonas y algunos metales
pesados, dejando virtualmente a los glicopéptidos y oxazolidinonas como Unicas

opciones terapéuticas. (4)

El aumento de la prevalencia de SARM en todo el mundo, junto con la
descripcion de cepas con sensibilidad disminuida a los glucopéptidos, que en la
practica traduce la pérdida de posibles alternativas terapéuticas, conduce a la

necesidad de detectar y controlar este tipo de aislamientos (5).

El descubrir portadores en el personal de la unidad de terapia intensiva,
area de la cinica mas susceptible a ser contaminada con SARM y de la cual se
puede extender a las demas areas, se convierte en una alternativa mas para

controlar las tasas de infeccion por SARM.
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ANTECEDENTES

En la década del '40, cuando se introdujeron los antimicrobianos en la
practica clinica, las infecciones estafilocécicas eran tratadas con penicilina. Sin
embargo, dos décadas mas tarde, alrededor de 60% de las cepas eran ya
resistentes a ésta. Por este motivo se desarrollaron penicilinas semisintéticas
resistentes a penicilinasa, como meticilina y cloxacilina, las que son activas contra

S. aureus resistentes a penicilina. (4)

Sélo dos afios después de la introduccion de la meticilina, en 1961, Jevons
y Knox comunicaron poco después el aislamiento en el Reino Unido de las
primeras cepas de S. aureus resistentes a meticilina. En la actualidad, la
existencia de este tipo de cepas es conocida en todo el mundo, en porcentajes

variables (6).

Desde entonces la prevalencia ha ido aumentando; en Espana se paso6 de
1,5% en 1986 a 18% a 23% en 1996. Determinadas areas hospitalarias
consideradas de alto riesgo, sobre todo la unidad de terapia intensiva, son
endémicas para la infeccion por SARM. Velasquez et al., en 2002 reportaron una
prevalencia de 90% en la unidad de terapia intensiva, de 78% para cirugia general
y especialidades y para los servicios de medicina interna, de 65%. En Alemania,
para el ano de 1997, era de 8% vy, para el 2003, de 30%.

La resistencia a la meticilina incluye resistencia a derivados betalactamicos,
pero las cepas SARM presentan, en general, resistencia multiple a varios grupos
de antibidticos: cloranfenicol, tetraciclinas, macrdlidos, lincosamidas,
aminoglucésidos e, incluso, quinolonas, y se describen brotes de SARM sensibles
s6lo a los glucopéptidos, aunque se han reportado casos de sensibilidad

intermedia a la vancomicina (5).
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Algunos estudios realizados en poblacion general muestran un aumento de
la prevalencia de S. aureus con el paso de los afios. En primer lugar, Noble y cols,
tras seleccionar una poblacion al azar en Holanda, documentaron un 30% de
portadores nasales; Karabiber, en Turquia, detecta un 28%; Shuhaibar y cols en

Dublin, un 40%; y por ultimo Zanelli y cols, en ltalia, un 30.5% (3).

En Nicaragua, un estudio realizado en marzo del 2003, por Lara M. en el servicio
de Pediatria del HEODRA-Leén, reportd que el 14% de las cepas aisladas del
personal médico fueron resistentes a meticilina, este es el primer estudio realizado
en Nicaragua e incluyo el estudio de gen mecA por PCR para confirmar la

resistencia a meticilina (7).

Arbiza O. 2010, reporté un estudio realizado que incluyd 208 trabajadores de la
salud de todos los servicios del Hospital Escuela Dr. Oscar Danilo Rosales. La
frecuencia de portadores nasales de SARM fue de 10%, un porcentaje similar
fueron cepas hiperproductoras de Betalactamasa. Las muestras fueron tomadas
en el afo 2008-2009 (8).

Caderon L. y Esquivel A. 2010 realizaron un estudio en el Hospital Velez Paiz
para determinar la frecuencia de Portadores nasales de SARM entre el personal
de salud de esa institucion, obteniendo la participacion de 206 trabajadores entre
los que se encontré un 7% de protadores nasales de SARM ademas uno de los
trabajadores fue portador nasal de cepas de S. aureus hiperproductoras de

Betalactamasa (9).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina es un problema de salud
importante en todo el mundo, principalmente a nivel hospitalario son la causa de
infecciones nosocomiales, en la transmision de estas bacterias los portadores
nasales, pacientes y personal de salud juegan un rol importante, por esta razon

nos planteamos el siguiente problema:

¢, Cual es la frecuencia de portadores nasales de SARM entre el personal de salud
y los pacientes de la unidad de terapia intensiva del Hospital Espafia de la ciudad
de Chinandega?
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JUSTIFICACION

Staphylococcus aureus es una de las cuatro causas principales de
infecciones hospitalarias, junto con Escherichia coli, Enterococcus faecalis y

Pseudomonas aeruginosa. Es causa de un amplio rango de infecciones (10).

Ademas del impacto epidemioldgico que produce debido a su amplia y
frecuente distribucion intra y extra hospitalaria, tiene una compleja y sofisticada
patogenicidad que se refleja en elevadas tasas de morbimortalidad (11,7). El
interés del estudio de este microorganismo radica, por lo tanto, en su elevada
frecuencia, ademas, en su resistencia a diversos farmacos, entre ellos, la
meticilina, por lo que se denominan S. aureus resistente a meticilina (SARM),

cepas causantes de brotes de infeccion hospitalaria (12,7).

El estudio de portadores nasales de SARM es una importante estrategia de
control en todos los hospitales. El presente estudio tiene el propdsito de
determinar la frecuencia de portadores nasales de SARM entre los pacientes y
trabajadores de salud (asistenciales y no asistenciales) de la unidad de terapia
intensiva del hospital Espafia de la ciudad de Chinandega y en base
resultados, fortalecer o implementar medidas de control, para prevenir la aparicion
de brotes por esta bacteria que actualmente es una de las causas mas importante

de infecciones hospitalarias.
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OBJETIVO GENERAL:

Conocer la frecuencia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM), su perfil y mecanismos de resistencia en portadores nasales
pacientes y personal de la salud de la unidad de terapia intensiva del
Hospital Espafia de la ciudad de Chinandega.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Conocer la frecuencia de portadores nasales de SARM en el personal de
salud y pacientes ingresados en la sala de UCI del hospital Espafia de la
ciudad de Chinandega.

2. Determinar el perfil de resistencia antimicrobiana de los SARM aislados.

3. Determinar fenotipos de resistencia antimicrobiana de SARM.
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MARCO DE REFERENCIA

1. Morfologiay fisiologia:

Los estafilococos son un grupo de bacterias que incluye 44 especies conocidas
por el hombre. Pertenecen a la familia Micrococcaceae (cocos Gram positivos,
catalasa positiva) que incluye a tres géneros los Micrococos, Planococcus y
Staphylococcus, teniendo este ultimo la capacidad de producir acido a partir de la

glucosa en anaerobiosis. Siendo el mas representativo de este género S. aureus.

Cuando estos se desarrollan en medios sdlidos tienen la tendencia agruparse en
forma de racimos; esto debido a que presentan una morfologia de esferas
perfectas. A través del microscopio estos pueden verse como cocos gram

positivos.

En cuanto a su metabolismo, este es fermentativo, sin embargo, la presencia de
enzimas desdobladoras de perdoxidos como la catalasa, le permite desarrollarse en
presencia de oxigeno. En anaerobiosis es capaz de utilizar la glucosa y manitol
(solo S.aureus). No son exigentes nutricionalmente, pudiendo desarrollarse en
medios simples como el caldo nutritivo y el agar nutritivo. Se desarrollan a

temperaturas entre 10 a 55° C.

Staphylococcus aureus: El cual debe su nombre a la pigmentacion dorada que
produce durante su desarrollo; siendo denominado estéfilo dorado. En medios
soélidos, forma colonias redondas, de bordes netos, de superficie lisa y brillante,
convexas, de 1 a 2 mm de diametro y pigmento caracteristico. En caso de cultivo
en agar sangre se observa un halo de hemdlisis a producidas por las hemolisinas

estafilocdcicas (1).
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2. PATOGENIA

Los estafilococos dan lugar a inflamaciones, necrosis y formacion de abscesos
con pus por la acciébn de sus componentes estructurales y la capacidad de

producir toxinas y su severidad depende de las caracteristicas del hospedero.

El S. aureus normalmente estd en contacto con el huésped y soélo produce
enfermedad cuando existe un rompimiento del equilibrio en el hospedero o por la
invasion de una cepa extrana. El S. aureus produce dos tipos de enfermedades, la

de choque toxico y la invasiva.

La enfermedad invasiva tiene como caracteristicas la formacion de abscesos
superficiales purulentos; esto no se observa en personas con buena salud; se
presenta en personas debilitadas por otra enfermedad como: desnutricion,

procedimientos quirurgicos y diabetes.

En las infecciones respiratorias agudas existe un problema importante que es el
manejo inadecuado que se hace de ellas, especialmente por el uso indiscriminado
de antibidticos prescritos por el personal de salud o por la auto prescripcién. En
pacientes que presentan cuadros de faringitis estreptocdcica, se ha planteado que
bacterias aerobias y anaerobias productoras de betalactamasas son las que evitan

la radicacion del estreptococo (1,5).
3. PATOLOGIA

El S. aureus provoca enfermedad a través de las toxinas o por invasion y
destruccién de los tejidos. Las manifestaciones clinicas se deben a las toxinas,
mientras que otras enfermedades son consecuencia de la proliferacién del
microorganismo con formacion de abscesos y destruccion histica. Algunas veces,
los estafilococos se diseminan por una lesidon localizada y entran al torrente
sanguineo desde un sitio infectado y se establecen en diferentes tejidos internos

distantes, como rifiones, cerebro o pulmones (5).
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4. EPIDEMIOLOGIA

Existen un gran numero de portadores asintomaticos de S. aureus que lo albergan
en cavidad nasofaringea y cutdanea y que constituyen un problema en la
transmision de la enfermedad. El S. aureus empieza colonizar al cuerpo en la
etapa neonatal del hombre y lo acompafia durante toda su vida, formando parte de
la flora normal del organismo. La colonizacién de los neonatos por el S. aureus
empieza por el mufion umbilical, superficie cutdanea y area perineal. La
colonizacién en niflos mayores y adultos es mas frecuente en la parte anterior de
la nasofaringe, fosas nasales, membranas de las mucosas y ocasionalmente en el

intestino.

El S. aureus es muy resistente, sobre vive mucho tiempo en el aire y sobre objetos
inanimados y superficies secas, pero la transmision de persona a persona es la

mas importante, sobre todo en los hospitales.

El problema principal consiste en como separar un sitio colonizado, como las

mucosas, de una infeccion sistémica (5)

5. MECANISMO DE RESISTENCIA
Resistencia a antibidticos betalactamicos: Se han descrito tres mecanismos
que explican la resistencia de S. aureus a B-lactamicos: hiperprouccion de B-
lactamasa, modificacion de las PBPs y resistencia intrinseca a meticilina. No se
conoce muy bien la significancia clinica de los dos primeros mecanismos, en
cambio el ultimo es el mas importante y ampliamente estudiado.
% Hiperproduccion de betalactamasa:

Fue descrita por McDougal (23). Su mecanismo es una hiperproduccion de
penicilinasa estafilococcica normal, mediada por plasmidios. Estas cepas
producen grandes cantidades de enzima, lo que hace que oxacilina y meticilina,
que fueron desarrolladas para resistir la accion hidrolitica de la penicilinasa, sean

lenta aunque apreciablemente degradables.
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Esta resistencia se encuentra avalada por la ausencia de PBP 2 a en su pared
celular y por la observacion de que la asociacién con acido clavulanico o
sulbactam disminuye las CIMs de oxacilina y meticilina en varias veces.

Se cree que la accion de resistencia no es solo debida a una hiperproduccion,

sino también a una nueva B-lactamasa cuyo gen no se ha identificado aun (24).

Las betalactamasas o penicilinasa son enzimas extracelulares que inactivan la
penicilina mediante la hidrolisis de su enlace betalactamicos. El determinante
geneético que codifica su sintesis (gen blaZ) se localiza habitualmente en plasmido,
que también suelen conferir resistencia a otros antibiéticos. Las betalactamasa de
S. aureus son inducibles, esto significa que la produccién de niveles elevados de
esta enzima depende de la presencia de los antibiéticos betalactamicos. El
mecanismo de induccién se da por la penicilina y sus analogos favorecen la
produccién de una proteina anti represora que, al inhibir el gen represor de la

betalactamasa (gen blaz), aumenta la sintesis de Penicilinasa (25,26)

% Alteracion de Proteinas fijadoras de antibioticos (PBP)
Descrito por Tomas vy colaboradores. Corresponde a una modificaciéon minima de
las PBPs 1, 2 y 4 de peso molecular normal pero con baja afinidad por
antibioticos B-lactamicos. Al igual que el mecanismo anterior, la resistencia

observada es limite. (27)

Resistencia Intrinseca a la meticilina:

Este tipo de resistencia se debe a la incorporacion en el ADN bacteriano de un
gen, el mecA. Este gen es un trozo de ADN cromosomal adicional que posee los
elementos regulatorios que controlan la transcripcion del gen mecA.

Este gen es el responsable de la induccidn de la sintesis de una proteina
ligadora de penicilina transpeptidasa supernumeraria: PBP 2 a capaz e mantener
la integridad de la pared celular cuando las enzimas habituales son inhibidas por

los antibidticos B-lactamicos. Esta proteina se caracteriza por presenta muy baja
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afinidad por meticilina y todos los B-lactamicos. Experiencias experimentales
muestran que las cepas sensibles a meticilina carecen e PBP 2 a (27).
Se distinguen dos tipos de resistencia intrinsica:

% Homogénea: se caracterizan por que todas las células crecen, incluso a altas
concentraciones el farmaco independientemente de las condiciones de
incubacion.

X Heterogénea: solo unas pocas células expresan la resistencia, mientras

que la mayoria de ellas son sensibles a las concentraciones terapéuticas de la

meticilina. Las condiciones de incubacion entre otros factores pueden modificar la

expresion de esta resistencia (28).

La resistencia a meticilina también puede detectarse en dos grupos de cepas de

S.aureus que no poseen el gen mecA, los cuales son los siguientes.

. . liaal icil _
Este tipo de resistencia, descrita en 1986 por McDougal y Thornsberry (29), es

debida a la hiperproduccion de betalactamasas y afecta en mayor o menor
grado a todos los antibidticos betalactamicos. Estas cepas se caracterizan
porque tienen unas CIM mas elevadas que los aislados que producen el
enzima normalmente (penicilina 128 ug/ml, meticilina 4-8 ug/ml, oxacilina 2-4
ug/ml cefalotina 2 ug/ml). Para detectar este tipo de resistencia en el
laboratorio, se afade al betalactdamico un inhibidor de las betalactamasas,
como el acido clavulanico o el sulbactam, en las cepas hiperproductoras de
betalactamasa se produce un descenso de la CIM hasta los valores habituales,

mientras que apenas se modifica en las cepas con resistencia intrinseca.

[ n resistencia modifica la meticilin MODSA:

En 1988 Sierra-Madero et al describieron unas cepas con resistencia
intermedia a la meticilina (CIM de 2-4 ug/ml) que no era debida a la produccion de
PBP2a, sino a la existencia de PBP normales modificadas (PBP1 y 2 de baja
afinidad) y de una mayor concentracion de PBP4. Se cree que el determinante

genético de este tipo de resistencia ocupa una posicion cromosomica diferente al
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gen ‘mec’’. Este mecanismo de resistencia deberia distinguirse de otros que
causan bajo nivel de resistencia a la meticilina (resistencia intrinseca heterogénea
y por hiperproduccion de betalactamasa), si bien en una misma cepa puede existir
mas de un mecanismo. El significado clinico y epidemiolégico de estas cepas es
poco conocido. Al igual que en los BORSA, el tratamiento con penicilinas

resistentes a la betalactamasa o con cefalosporina suele ser efectivo (30-31)

Resistenci minoglucdsi
Los aminoglucdsidos actuan interfiriéndola sintesis proteica.

Su mecanismo de accion comprende tres pasos: 1) la uniéon a la membrana
externa no dependiente de energia, 2) el paso a través de la pared bacteriana,
dependiente de energia y 3) la unién a las proteinas de la subunidad 30s del
ribosoma, donde interfieren la traduccién del RNAm y la posterior sintesis proteica.
La resistencia a los aminoglucésidos puede ser debida a tres mecanismos:

a) Modificacion estructural de las proteinas diana ribosémicas, por mutaciones
de los genes que las codifican(32)
b) Alteracién de la permeabilidad a los aminoglucésidos por mutaciones que

afectan al sistema de transporte dependiente de energia (33).

c) Modificacion enzimatica del antibidtico, que es el mecanismo de resistencia
habitual de S. aureus y los gram negativos a la mayoria de los
aminoglucosidos. Se produce durante el transporte del aminoglucésido a
través de la membrana citoplasmatica de forma que, dependiendo de cada
aminoglucésidos y de cada enzima, el compuesto resultante no se
transporta adecuadamente al interior de la bacteria o no se une al ribosoma
(34).

Resistencia a macrolidos, lincosamidas (clindamicina) v estreptograminas.
Los macrdlidos, la lincosamidas y las estreptograminas son un grupo de
antibidticos alternativos en el tratamiento de las infecciones por S. aureus, que

forman la familia M-L-S.
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La resistencia viene dada principalmente por un mecanismo de metilacion, el
responsable de este mecanismo de resistencia es una enzima metilasa codificada
por el gen erm. Se han descrito un gran numero de metilasas erm asignadas a
diferentes clases en funcion de su identidad genética (35).

Todas estas enzimas metilan el mismo residuo, dando lugar a fenotipo de
resistencia conocido como MLSB, caracteristico por generar resistencia cruzada a
macrolidos, lincosamidas y estreptograminas de tipo B (36).

Algunas de estas enzimas son de tipo inducible, mecanismo de resistencia que se
describié como predominante en la década de los 70, aunque es muy comun

encontrar resistencias de tipo consecutivo (35).

Resistencia a cloranfenicaol: El cloranfenicol es un antibidtico bacteriostatico que
actua inhibiendo la transpeptidacion en la sintesis proteica, al unirse a la
subunidad 50s del ribosoma. La resistencia de S. aureus al cloranfenicol es debida

a su modificacion enzimatica por una acetiltransferasa, mediada por plasmidos (6).

Resistencia a tetraciclinas: existen dos mecanismos de resistencia a
tetraciclinas.
1. Expulsion activa de las tetraciclinas a través de una proteina de

membrana. (37)

2. Proteccion ribosomal: los genes mas comunmente encontraos en
microorganismos Gram positivos son tetM, teto y tetQ. Estos codifican para
proteina soluble capaz de unirse al ribosoma, de tal manera que impiden la
unién de las tetraciclinas al mismo, probablemente debido a un cambio
conformacional en el ribosoma, sin que llegue a afectar la sintesis proteica
(38).
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Resistencia a sulfamidas y trimetropim:
Las sulfamidas actian interfiriendo la sintesis del acido tetrahidrofdlico, al

ser analogos competitivos del acido aminobenzoico que es esencial para la
sintesis de diversos aminoacidos y nucledtidos. El trimetropin actua en un paso
posterior a las sulfamidas, impidiendo la reduccion enzimatica de aquel a acido
tetrahidrofdlico. La resistencia de S. aureus a las sulfamidas es mucho mas comun
que al trimetropin. La asociacion de ambos farmacos en forma e
trimetoprimsulfametoxazol resulta sinérgica incluso cuando las cepas son
resistentes a las sulfamidas (39)

Resistencia a rifampicina: Esta inhibe la sintesis bacteriana de ARN a
través de la unién a la polimerasa del ARN. El mecanismo de resistencia de S.
aureus a la rifampicina podria depender de la disminucion de la afinidad de la

polimerasa de ARN al antibiotico a partir de una mutacion cromosémica (40).

Resistencia a Vancomicina.
La resistencia a la vancomicina se debe a la adquisicion del gen van, el cual se
transfiere a través de un plasmido. Para que la vancomicina ejerza su accion debe
llegar a la membrana citoplasmica y unirse a las moléculas precursoras nacientes
de la pared celular. Esta union inhibe la incorporacion de los precursores a la
pared celular en formacién. Al parecer, la resistencia a la vancomina se debe a
cambios en la biosintesis del peptidoglucano. Las cepas vancomicina resistente
producen cantidades elevadas de peptidoglucano, dando como resultado una
pared celular gruesa y de forma irregular. Ademas, se presenta menos
entrecruzamiento entre las hebras de peptidoglucano. Esta pared gruesa y
desordenada puede atrapar a la vancomicina en la periferia de la célula, con el

consiguiente bloqueo de la accidn del antibidtico (41-44)
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DISENO METODOLOGICO

. Tipo de estudio: Descriptivo de corte transversal.

. Tipo de muestreo: Por conveniencia.

. Area de estudio: Unidad de cuidados intensivos del Hospital Esparia

de la ciudad de Chinandega.

. Tiempo de estudio: El muestreo fue realizado entre los meses de

Marzo a Junio del afo 2010.

. Poblacion de estudio: Personal de salud y pacientes de la unidad de

terapia intensiva del Hospital Espafa de la ciudad de Chinandega.

. Criterios de Inclusion:

e Pacientes que estuvieran ingresados en la unidad de terapia
intensiva.
e Personal de salud que estuviese en contacto con los pacientes
en estudio.
. Aspectos éticos: A todos los participantes del estudio trabajadores de
la salud se les entregd un consentimiento informado por escrito en
donde estaban redactados los objetivos del trabajo investigativo,
explicandoles que se les tomaria una muestra nasal, y que a partir de
esta se le realizaria el cultivo bacterioldgico, para determinar su
condicién de portador nasal de SARM. En el caso de los pacientes
ademas se solicito autorizacién del Medico de Base Jefe del Servicio. El
protocolo fue revisado y autorizado por el comité de ética de la Facultad

de Ciencias Médicas.
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8. Fuente de informacion:
Primaria y secundaria: Se realizo una entrevista con cada uno de los
participantes, en el caso de los pacientes que no estaban en
condiciones de responder, la informacién se obtuvo de los respectivos
expedientes

9. Coleccidény transporte de las muestras:
Durante 12 semanas consecutivas se tomaron muestras semanales al
personal y a los pacientes que se encontraran hospitalizados el dia de
la toma de muestra. Las muestras se recolectaron de las fosas nasales
anteriores obtenidas con hisopo estéril y depositado en el medio de
transporte AMIES y trasladadas el mismo dia de su coleccion al
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Medicas de la
UNAN-Ledn, donde fueron analizadas.
En total el personal de salud se tomd 2 muestras y los pacientes en un

numero dependiente de su estancia en la sala de UCI.

10.Procesamiento de las muestras:

-Cultivo e identificacion: Todas las muestras fueron cultivadas en el medio
selectivo ORSAB, se incubaran de 35-37°C por 24 horas. La presencia de colonias
coloreadas de azul intenso fue interpretada como SARM positivo. Posteriormente
las colonias fueron re aisladas para luego identificarlas morfologicamente
realizandoles Tinciéon de Gram y quimicamente por el test de coagulasa y DNA

asa.
11. Pruebas de Sensibilidad.

-Perfil de susceptibilidad antimicrobiana: Las cepas identificadas como SARM se
sometieron a una prueba de Susceptibilidad por el método de Kirby-Bauer, en la
que se utilizaron discos de los siguientes antibidticos: Cefoxitina 30ug (Fox),
Oxacilina 1ug (OX), Vancomicina 30ug (VA), Amoxicilina Acido clavulanico 30ug
(AMC), Eritromicina 15ug (E), Clindamicina (2ug), Ciprofloxacina 30ug (CIP),
Gentamicina (Cn) y Trimetropon Sulfa (TXS).
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La lectura del tamano del halo y determinacion de susceptible o resistente se

realizo utilizando las recomendaciones de NCCLS (13,14).

12.Descripciéon del método Kirby-Bauer

Una vez identificadas las cepas bacterianas de S. aureus se realizo el
antibiograma utilizando Agar Muller Hilton (preparado a partir de una base
deshidratada, siguiendo las instrucciones del manufacturador) de acuerdo al

método de Kirby-Bauer, segun referencia de la NCCLS (13,14).

El inoculo se realizo tocando con un asa cada colonia de S. aureus
previamente identificada, para luego transferirlas a un tubo conteniendo 4 ml de
solucion salina para asi preparar la suspension. La turbidez de la suspensién se
ajusto a la del patron de 0.5 de Mc Farland, cuya absorbancia se mide

espectrofotométricamente a 625 nm.

Luego con la ayuda de un hisopo estéril se inoculo la suspension
anteriormente descrita en agar Muller Hinton, rayando sobre la superficie
completamente seca. Este procedimiento se repitié dos veces mas, dando cada

vez un giro de 60 grados a la placa.

Los discos de antimicrobianos se afiadieron sobre la superficie de la placa
de agar inoculado. Cada disco se presiono para asegurase del completo contacto
con la superficie del agar, estos discos fueron colocados con una aguja
completamente estéril, uniformemente para que asi de esta manera no quedaran

a mas de 24mm (no mas de 7 por plato).

El tiempo de incubacion fue de 24 horas, para luego examinar cada placa
midiendo los diametros de la zona completa de inhibicién, incluyendo el diametro
del disco, las zonas se midieron hasta el milimetro completo mas préximo, para lo

cual se utilizo una regla.
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13.Deteccion de mecanismos de Resistencia.

% gen mecA (responsable de la resistencia a Meticilina).
Se utilizo un disco de Cefoxitina de 30ug, y se interpreto como positivo para gen

mecA cuando el halo de inhibicién estaba <19 mm.

% gen msrA: resistencia a Macroélidos debido a mecanismos de

eliminacion constante del farmaco (Eflujo)

< MLSg°y gen erm responsable de la resistencia Eritromicina y

Clindamicina (inducible o constitutiva) por alteracion de ribosoma

% gen blaz: Causante de la alteracion de PBPs 1,2y 3
responsable de la resistencia a Meticilina debido a hiperproduccion de B-
lactamasa.
Se utilizo para detectar este gen un disco de de Amoxicilina/Acido clavulanico
30ug, se interpreto como positivo para el gen blaZ, cuando el halo de inhibicion

estaba <13 mm.

Por medio del método D-test se detecto tanto el gen mrsA y el gem erm. Segun la
NCCLS en el 2004

Para esto colocamos un disco de Eritromicina de 15 pg a una distancia de 15-26
mm de un disco de Clindamicina 2 ug, el cual se interpreto positivo para gem mrsA
cuando su halo de inhibicion para la Eritromicina sea < 14mm y el de Clindamicina
= 22mm. El mismo procedimiento se hizo para identificar el gen erm, el cual lo
consideramos positivo cuando los halos estaban en los mismos rangos, con la
unica diferencia que aqui el halo de Clindamicina se mostro truncado en el borde

contiguo al halo de Eritromicina (13,14)
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El control de calidad de los métodos que se utilizaron para el estudio de
susceptibilidad antimicrobiana se realizo utilizando las siguientes cepas

controles:
Control Positivo: CCU35601 S. aureus
Control Negativo: ATCC29213 S.aureus

La inoculacion e incubacion de las placas se hizo igual que en el método de Kirby

Bauer sin aplicar discos de antibioticos.

Interpretacion de resultados. La lectura se hizo a las 24-48 horas, se

interpreto como resistente el crecimiento de al menos una UFC de S. aureus.

Enfermera 15 33

Médicos 8 18

P. de Laboratorio 14 31
RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se analizaron hisopados nasales de 86
participantes, que cumplieron con los criterios de inclusién. El 52.3% de ellos
fueron personal de salud y un 47.7 % pacientes ingresados en UCI durante el

periodo de estudio. La distribucion general es presentada en la tabla 1.

Tabla 1. Distribucién General del Personal de salud y pacientes que

participaron en el estudio.
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Personal de Apoyo 8

Femenino 38
Masculino 7
20-41 arios 31
41-60 afos 13
61-90 afios 1
- Pacientes  N°
20-41 afios 10
41-60 afios 16
61-90 afios 15
Femenino 16
Masculino 25

Fuente Primaria

18
84
16
69
29

%

24.
39.
36.

39
61

UNAN- Ledn. — il
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De todas las muestras analizadas (86), un total de 13 participantes fueron
identificados como portadores nasales de S. aureus, con igual porcentaje de
frecuencia que corresponde a un 15% tanto del personal de Salud (7/45) como lo
de los pacientes (6/41) ingresados en la sala de UCI.

Tanto los pacientes como al personal de salud se les tomo 2 hisopados con
intervalo de 2 semanas, observando que 2 pacientes y 2 participantes del
personal de salud se les aislé cepas SARM resistentes en ambas muestras, el
resto de los positivos lo fueron en el primero o segundo hisopado. Es importante
mencionar que ademas 4 participantes del personal de salud fueron portadores de

cepas resistentes a meticilina por hiperproduccion de betalactamasa. (15).

Grafico.l Perfil de Resistencia antimicrobiana de S. aureus resistentes a
meticilina aislados de portadores nasales en la Unidad de Cuidados
intensivos del Hospital Espafia, Chinandega

TrimetropinS.

Gentamicina

Ciprofloxacina

Vancomicina

Clindamicina

Eritromicina

Oxacilina

4 6 8 10 12 14
B N2 de cepas resistentes
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A todas las cepas SARM incluyendo las cepas hiperproductoras de
Betalactamasa se les determindé el perfil de sensibilidad para diferentes familias de
antibidticos, en el grafico 1, podemos observar que el antimicrobiano de mejor
utilidad para las cepas aisladas sigue siendo Vancomicina, para el cual no se
detecto ninguna cepa resistente, en segundo lugar esta Trimetoprin sulfa seguido
de Gentamicina, macrdlidos como la Eritromicina y licosamidas como la
Clindamicina, que son ampliamente utilizadas en el manejo de infecciones de piel
y tejidos blandos, tuvieron un porcentaje de resistencia que debe considerarse

bajo observacion (16).

Los mecanismos de resistencia presentes en las cepas de S. aureus aislados son
los siguientes, 4 cepas de las 10 aisladas del personal de salud presentaron
fenotipo homogéneo para la resistencia a meticilina el resto de cepas tanto del
personal de salud como pacientes el mecanismos de resistencia meticilina es
heterogéneo que corresponde a presencia del gen mecA en el cromosoma
bacteriano, que codifica la sintesis de una proteina fijadora de penicilina alterada,
denominada PBP2a (6).

Las cepas SARM mecA positivo, ademas presentaron los siguientes fenotipos de
resistencia antimicrobiana 4, MLSg; 3 MSg, 8 cepas SARM tuvieron como unico
mecanismo la presencia del gen mecA. La descripcion completa de los
mecanismos de resistencia y sus correspondientes genes responsables,

detectados utilizando el método de Kirby Bauer se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Mecanismos de resistencia S. aureus resistentes a meticilina

aislados en portadores nasales de pacientes y personal de salud.

FENOTIPOS DE RESISTENCIA

SABLC LS NE=EE Y heterogéneo homogéneo ML Sg; MSg
gen-mecA gen-blaz gen-erm gen-mrsA
Pacientes 6 1 0 2

ML Sg;, (resistencia a Macrolido,Licosamidas, Streptograminas inducible)

MSg, (resistencia a macrdlidos por mecanismo de eflujo)
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DISCUSION

S. aureus resistente a meticilina es la principal causa de morbimortalidad en las
Unidades de Cuidados Intensivos de los hospitales de Estados Unidos, en muchos
paises Europeos, Japdén y también ha sido reportado en paises de América del
Sur, en la mayoria de estos paises se ha adoptado medidas de control que
incluyen la vigilancia de portadores sanos entre el personal de salud, que es un
grupo de alto riesgo por cuanto esta en permanente contacto con los pacientes y
se coloniza a partir de estos facilitando la dispersion del agente en el Hospital (7,
4).

Lo referido anteriormente nos permite reconocer que S. aureus resistente a
meticilina se ha convertido en una amenaza grave para la salud publica. La
vigilancia es esencial para apoyar a los comités de control de infeccion y los
médicos en la prevencion y tratamiento de la infeccion (17). Sin embargo, en
América Latina, los recursos para el control de la cambiante epidemiologia de
SARM siguen siendo limitados, para nuestro conocimiento este estudio es el
primero que se realiza en el Hospital Espafa. En Nicaragua unicamente el
Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales y el Hospital Vélez Paiz han realizado
estudios de frecuencia de SARM (8,9).

Los resultado globales de portadores nasales de SARM 15.0% que incluyen
personal de salud y pacientes es mas alto que los reportados por Arbizu O. para el
HEODRA y por Calderdn L y Esquivel A para el Hospital Vélez Paiz que fue de 10
y 7% respectivamente. Es ampliamente conocido que la resistencia antimicrobiana
varia de un hospital a otro en un mismo pais. Los porcentajes de estos hospitales
incluyen a personal de todos los servicios, en cambio este estudio realizado en el
Hospital Espafa, solo incluye la Unidad de Cuidados Intensivos, donde es
ampliamente conocido que se presenta el mayor numero de infecciones
intrahospitalarias y por tanto es donde se espera que circulen el mayor niumero de

cepas bacterianas multirresistentes tal es el caso de SARM (8,9).

Pagina 26




UNAN- Leodn.

Los resultados obtenidos deben ser motivo de atencion por cuanto el porcentaje
de portadores nasales positivos para SARM encontrado en el personal de salud
es importante y estas son personas que permanecen en el hospital y que
ademas llevan hasta la comunidad las cepas resistentes de S. aureus, en la
comunidad la prevalencia de SARM es considerada baja, pero esta en
dependencia de la prevalencia en los hospitales, particularmente es necesario
enfatizar que los portadores nasales de SARM, lo fueron con cepas portadoras del
gen mecA que corresponde a un fenotipo heterogéneo que comunmente son
cepas multirresistentes en el que no pueden ser utilizados ninguno de los
antibidticos betalactamicos ni los antibidticos para los cuales son resistentes, esta
condicién se confirmo en 70% de las cepas SARM presentaron resistencia al
complejo MLSg, que incluye macrolidos, clindamicina y streptograminas, familias
de farmacos que son utilizados como alternativa de tratamiento en cepas
resistentes a los betalactamicos, es importante sefalar que la resistencia al
complejo MLSg, principalmente fue de tipo inducible en la que el antibiograma
muestra sensibilidad a Clindamicina y resistencia a Eritromicina in vitro pero se
traduce a resistencia para ambos farmacos in vivo.Los fenotipos MLSB fueron
clasificados segun las recomendaciones presentadas por Christine D. Steward
2005 (19).

Solamente cuatro cepas SARM presentaron el fenotipo homogéneo como unico
mecanismos de resistencia que se reconoce como cepa hiperproductora de
betalactamasa, estas son cepas que no son multirresistentes y que ademas
pueden ser tratadas con betalactamicos que se presenta en combinaciones con
inhibidores de betalactamasa como lo son el Acido clavulanico, Sulbactan y
Tazobactan(6). La determinacion del fenotipo responsable de la resistencia a
meticilina es de gran importancia por cuanto podemos aplicar protocolos de
manejo de cepas SARM hiperpoductoras de Betalactamasa que incluyan
Betalactamicos tipo carbapenem, en las cepas fenotipo homogéneo ya que el
gen blaz es reponsable de la produccién de enzimas que hidrolizan penicilinas y
cefalosporinas de primera y segunda generacion, pero no afecta cefoxitin, ni los

carbapenen (20).
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La presencia de portadores nasales de SARM en los hospitales es considerado
hoy en dia como un marcador de eficiencia en términos de cumplimiento de
normas de control tan sencillas como es el lavado de manos, que sin duda es la
primera eleccion en el control de la diseminacién de las cepas SARM vy de otros
microorganismos patégenos(17,21). En este estudio pudimos observar que
unicamente 2 pacientes y participantes del personal de salud, permanecieron
colonizados durante todo el periodo de estudio, y que la mayoria fueron
portadores nasales de SARM transitorios, esto sin duda es de gran importancia
darlo a conocer por cuanto apoya la necesidad de cumplir con medidas tan
sencillas como el lavado de manos y no se necesita caer en la descolonizacién de

fosas nasales para lo cual se utiliza Mepurosina local (6).

El 15% de pacientes colonizados son sin lugar a dudas un grupo de personas con
alto riesgo de contraer infecciones por SARM con mucha mas facilidad que los no
colonizados, particularmente las infecciones del tracto respiratorio inferior, o la
contaminacion de heridas quirurgicas, esta situacion ha sido ampliamente
demostrada en hospitales donde se realiza monitoreo continuo de los portadores

nasales (22).

El perfil de resistencia de los SARM aislados en este estudio, se corresponde con
los fenotipos SARM circulantes en la UCI donde se realiz6 el estudio. En la que
mas del 80% tenian fenotipo heterogéneo y solamente cuatro cepas el fenotipo

homogéneo. El estudio incluyo el analisis de Trimetoprin sulfa.
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Conclusion.

El estado de portador nasal de SARM fue alto tanto para pacientes como para
personal de salud, si comparamos los resultados con los reportados para otros
paises incluyendo los desarrollados, y también mas altos que los reportados en
estudios previos realizados en el HEODRA y Vélez Paiz. Los resultados aportan
informacién relevante a las autoridades del Hospital para la toma de medidas de
control de infecciones nosocomiales severas como son las causadas por SARM,
asi mismo les permite conocer que un método de deteccion de bajo costo y
accesible al hospital como es el Kirby Bauer puede ser utilizado para establecer
un sistema de vigilancia que los alerte de posibles brotes de infecciones por estas
bacterias que hoy en dia estan consideradas como superpatégenos en la mayoria
de hospitales del mundo. Sin duda los resultados comprometen al personal de

este hospital a conocer la situacion en el resto de servicios del hospital.
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RECOMENDACIONES

» Informar de los resultados al comité de infecciones hospitalarias para
que estos promuevan el cumplimiento de las medidas de Bioseguridad
(lavado frecuente de manos asi como el uso de naso bucos) normadas

paralas UCI con el propésito de evitar la propagacion del SARM.

» Presentar los resultados al personal de salud de la UCI donde se realiz6
el estudio con el propdsito de invitarlos a comprometerse en el

cumplimiento de medidas de control de infecciones hospitalarias.
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Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Ledn
Carrera de Bioanalisis Clinico
Staphylococcus Aureus resistente a meticilina (SARM)
UCl
Hospital Espafia-Chinandega-2010
Consentimiento Informado

Staphylococcus Aureus resistentes a meticilina (SARM) es una de las principales
causas de brotes de infeccidon nosocomial, esta bacteria estd asociadas a
infecciones de piel y tejidos blandos, e incluyen sindromes que van desde una
baja morbilidad y mortalidad, tales como foliculitis e intoxicaciones alimentarias,
hasta lesiones sistémicas fatales, tales como endocarditis y sindrome de shock
toxico, entre otras. SAMR tienen resistencia a todos los antibioticos B-lactamicos
pero ademas, en general, presentan resistencias a otros grupos de antibiéticos a
través de diferentes mecanismos de accion

Objetivo: Aislar y determinar el perfil de resistencia antimicrobiana de SARM en

hisopaos nasales en pacientes y personal de salud de la sala de UCI y UCIM.

Criterios de Inclusion:
» Pacientes que requieran de los servicios de la unidad de terapia intensiva.

> Personal de salud asignados al Area de estudio
Muestra: Hisopado nasal
NO hay ningun riesgo de participar en el estudio,

Beneficios: Determinar la presencia de portadores nasales S.

Aureus resistente a meticilina para evitar infecciones nosocomiales.

Por cuanto. Yo:

Habiendo sido informado sobre los objetivos de la investigacidn, asi como de los riesgo y
beneficios, doy mi autorizacién para la toma de muestra.

Firmo a los dias del mes de del 2010
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Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Ledn
Carrera de Bioanalisis Clinico
Staphylococcus Aureus resistente a meticilina (SARM)
UCl
Hospital Espafia-Chinandega-2010

Ficha No Fecha Expediente (en caso de paciente)

Personal de Salud (Medico Base, Lic. Enfermera, Aux de
enfermeria, Medico Residente)

Nombre:

Edad: Sexo

Antibiodticos
FOX | OX VA [AMC [E Cl | Cip Cn | STX

R: resistente I|: intermedia S: sensible.

FOX: Cefoxitina, OX: Oxacilina, VA: Vancomicina, AMC: Amoxicilina mas Acido Clavulanico.

E: Eritromicina, CL: Clindamicina, CIP: Ciprofloxacina, Cn: Gentamicina, STX: Trimetropin Sulfa

Genes de Resistencia encontrados

mecA

msrA

erm

Blaz

Pagina 39



