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INTRODUCCION

Un brote de una infeccion nosocomial es una situacion apremiante para un
hospital. El impacto en la morbi-mortalidad de los pacientes hospitalizados se asocia
con prolongacion de la estancia hospitalaria, procedimientos invasivos adicionales,
incremento en los costos. e incluso la muerte.' La neumonia nosocomial es la segunda
causa de infeccién y la primera causa de muerte en el medio hospitalario. La incidencia
de dicha infeccion varia de 7.8 a 80%. Esta depende del tiempo de estancia hospitalaria,
del método diagnostico, de la estancia en una unidad de terapia intensiva y del tipo de
poblacion estudiada.’

La alta capacidad de adaptacion de Staphylococcus aureus, agente causal de
infecciones a miltiples 6rganos, hizo que rapidamente aparecieran cepas resistentes a
penicilina y posteriormente a las penicilinas semi-sintéticas como meticilina.’ En una
serie reciente de Taiwan se encontrd §. aureus resistente a meticilina (MRSA por sus
siglas en inglés) como causante de bacteriemia nosocomial hasta en 70% de los casos.”
Previamente se consideraba que la adquisicion de una cepa resistente a meticilina era
exclusiva del medio hospitalario sin embargo se ha observado un aumento en la
incidencia de cepas resistentes a meticilina de adquisicion comunitaria, ademas de la
aparicion de cepas resistentes a vancomicina.™® Las nuevas técnicas de tipificacion
molecular han permitido documentar la aparicion de brotes nosocomiales de S. aureus,
brindando informacion util para el control y prevencion de infecciones.”” En el presente
trabajo describimos un brote de S. aureus resistente a meticilina que ocurrio durante el
primer semestre del 2005 en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

Salvador Zubirén.



ANTECEDENTES
Epidemiologia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina

En las altimas dos décadas las infecciones por S. aureus adquiridas tanto en la
comunidad como en el hospital se han incrementado al mismo tiempo que ha
aumentado la utilizacion de dispositivos intravasculares.'’ Las neumonias nosocomiales
por S. aureus han alcanzando 15 a 35% de los casos. De hecho, S. aureus es ahora el
microorganismo gram positivo aislado con mayor frecuencia en neumonias asociadas a
ventilador, y es el segundo agente etiolégico después de Pseudomonas aeruginosa De
acuerdo al CDC (Center for Disease Control and Prevention), S. aureus es el agente
aislado con mayor frecuencia en infecciones de herida quirirgica y el segundo mas
frecuente en bacteriemias primarias nosocomiales, después de estafilococos coagulasa
negativos.’ En personas que utilizan drogas intravenosas es la primera causa de
infeccion bacteriana, presentindose generalmente como abscesos subcuténeos.”

Otra tendencia preocupante es el aumento en la incidencia de S. aureus resistente
a meticilina, que en un inicio se encontrd en infecciones nosocomiales, pero que ahora
se encuentra cada vez con mayor frecuencia en la comunidad. La meticilina se introdujo
en 1959 y desde 1961 ya se reportaban las primeras cepas de S. aureus resistente a
meticilina. De acuerdo al CDC el porcentaje de infecciones por MRSA en unidades de
terapia intensiva se incremento de forma constante entre 1987 y 1997. En dicho reporte
muestran que la proporcion de cepas sensibles a vancomicina paso de 22.8% en 1987 a
56.2% en 1997. Las cepas de MRSA colonizan ficilmente a los pacientes durante su
estancia hospitalaria y permanecen por mucho tiempo sin causar infeccion, por lo que la
enfermedad puede ocurrir mucho tiempo después de la hospitalizacion. Ademas, dicha
colonizacion pasa facilmente desapercibida. Todo esto dificulta establecer la incidencia

y prevalencia de la infeccion por MRSA en la comunidad. Este aumento en la



incidencia de MRSA esta relacionado no solamente a la aparicion de nuevas cepas de S.
aureus sino a cambios en la poblacion de pacientes (envejecimiento de la poblacion,
mayor nimero de pacientes inmunocomprometidos, utilizacién de mds procedimientos
invasivos y por tiempos mas prolongados), ademas del empleo indiscriminado de
antibiéticos.'" '?

El gen mecA del Staphylococcus aureus codifica una proteina fijadora de
penicilina de 78kDa (PBP-2A) que tiene muy pobre afinidad a betalactamicos. Dicho
gen no esta presente en las cepas sensibles a meticilina y se cree que se origind en otra
especie de estafilococo. mecAd se transporta en un elemento movil, el Casete
Cromosomico de estafilococo (SCCmec), del cual se han descrito cuatro formas de
acuerdo a su tamafo y composicion genética. Estudios de tipificacion molecular han
demostrado que son raras tanto la aparicion de mutaciones de novo como la transmision
de SCCmec de una cepa resistente a una cepa sensible. Por otro lado, la aparicion de
MRSA se ha detenido exitosamente con medidas estrictas de control epidemiolégico, lo
cual indica que la adquisicion de MRSA se debe principalmente a la transmision de
persona a persona. De hecho. se han descrito algunas clonas causantes de epidemias en
diferentes paises.’ Los factores de riesgo para adquirir MRSA son: hospitalizaciones
previas, catéteres intravasculares, tlceras de decibito, haber sido expuesto a antibioticos
recientemente, asi como estar hospitalizado en una unidad de terapia intensiva.
Actualmente ya se han descrito cepas con sensibilidad intermedia a glicopéptidos,

% ‘s . 13
situacion por demas preocupante.



Tipificacion molecular de Staphylococcus aureus

La tipificacion molecular juega hoy en dia un papel esencial para el estudio de
infecciones nosocomiales por S.aureus y puede brindar informacion crucial al momento
de estudiar un brote. Para el analisis de las diferentes cepas de MRSA se han utilizado
diferentes técnicas moleculares,” entre las cuales podemos citar:

» Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) que compara fragmentos de
DNA de 50 a 800 KB, y ha mostrado ser un método preciso y confiable aunque
con limitaciones pues es costoso y laborioso, sobre todo para procesar un gran
nimero de muestras:

e Tipificacion de secuencias multilocus o MLST (Multilocus Sequence Typing)
que permite identificar variaciones genéticas mas antiguas, en fragmentos de 7
genes diferentes (arcC. aroE, glpF, gmk, pta. tpi, ygiL);

* Tipificacion de spad que se basa en la secuenciacion de la region polimorfica de

la proteina A, un superantigeno de S. aureus.

De esta forma, la mayoria de las cepas de MRSA epidémicas se han podido clasificar en
5 grandes “familias” o clonas llamadas de acuerdo al lugar en donde fueron encontradas
originalmente o de acuerdo a una peculiaridad epidemiolégica: Ibérica, Brasilefa.
Hungara, New York/Japan, y Pediatrica (reportada en Portugal en 1992). Debido a su
alta resolucion, la electroforesis en gel de campo pulsado ha sido considerada el

estandar de oro en la investigacion de un brote.”



JUSTIFICACION

Al igual que en el resto del mundo, la prevalencia de la resistencia a meticilina
en México se ha elevado. En un estudio realizado en el Instituto'* se analizé la
tendencia de las bacteriemias y los factores de riesgo de muerte de 1981 a 1992,
encontrando que 8% de los aislados fueron S. aureus con una prevalencia de resistencia
a meticilina menor a 10% (Anexo 1. Tabla 1). Posteriormente, al analizar las
bacteriemias de 1995 al 2000'°, se encontré una resistencia a meticilina de 26%. Para
principios del 2004 la tendencia de la resistencia a oxacilina aumenté a 45% (datos no
publicados). Finalmente en un estudio reciente de la Red Nacional de Resistencia
Bacteriana en México, en el que participaron 11 centros en toda la republica'®, se
analizaron 641 aislados de S. aureus de junio a diciembre 2004, encontrando 41.3% de
resistencia a meticilina en los aislados nosocomiales y 32.4% en los aislados de la
comunidad.

En el Instituto, la tasa de infecciones nosocomiales aumento de forma constante
desde junio 2004 hasta alcanzar una tasa de 23.04 por 100 egresos en junio 2003: la
tasa de bacteriemias por 100 egresos llegd a 2.8 y la tasa de neumonias llegé a 6.8 por
100 egresos. De acuerdo al reporte mensual de la subdireccion de Epidemiologia
Hospitalaria del Instituto, la tasa de infecciones nosocomiales de enero 2004 a junio
2005 se situod fuera del canal endémico en 10 ocasiones. De éstas, 6 correspondieron al
primer semestre de este ano (Anexo 1. Fig 1 y 2). En ese periodo se observo también en
el Laboratorio de Microbiologia del departamento de Infectologia, un aumento en los
aislamientos de S. aureus resistentes a meticilina. Ante la posibilidad de que se tratara
de un brote, decidimos realizar el presente estudio observacional tomando en cuenta los
casos de neumonia y de bacteriemia primaria por ser las infecciones nosocomiales con

mayor mortalidad.



HIPOTESIS
Los pacientes fueron infectados por una sola clona de MRSA durante el brote ocurrido

en el INCMNSZ durante el primer semestre de 2005.

OBJETIVO PRINCIPAL
Describir y analizar los casos de infeccion nosocomial por §. aureus —resistente y
sensible a meticilina- en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador

Zubiran de enero a junio del 2005.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Describir las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas méas importantes de los
casos de infeccion por 8. aureus ocurridos durante el periodo de estudio.

2. Confirmar el fenotipo de resistencia a meticilina con el método molecular de
deteccion del gen mecA por amplificacion por PCR.

3. Tipificar las cepas de S. awreus —sensible y resistente a meticilina- por
electroforesis en gel de campo pulsado.

4. Analizar el comportamiento molecular de S. aureus en el Instituto entre enero

2004 y junio 2005

PACIENTES Y METODO
1. Diseiio: Se trata de un estudio observacional, retrospectivo, analitico.
2. Deteccion de casos de neumonia y bacteriemia por S. aureus
Para la deteccion de los casos de bacteriemias y neumonias por S. aureus se realizé una

consulta en la base de datos del laboratorio de microbiologia usando como criterio de



basqueda cualquier aislamiento de §. aureus de enero a junio 2005 en un inicio. y
posteriormente de enero a diciembre 2004, en las siguientes muestras: expectoracion,
lavado bronquioloalveolar, expectoracion por trampa de Miieller y hemocultivo. Con el
fin de incluir solo un aislado clinico por cada caso. excluimos las muestras tomadas del
mismo paciente en un periodo menor de 15 dias. Posteriormente se revisaron los
expedientes de los casos del primer semestre 2005, obteniendo los siguientes datos:
* Datos demograficos: n® de registro, nombre, edad, género
* Enfermedades concomitantes
e Hospitalizacion: fecha de ingreso, fecha de egreso, diagnéstico, cama(s)
en la(s) que estuvo y el periodo en el que estuvo en ella(s). v desenlace
(muerte o mejoria)
* Procedimientos realizados durante su hospitalizacion: catéteres, cirugias,
sonda Foley, sonda nasoenteral, intubacién endotraqueal, otros
¢ Antibidticos empleados 7 dias previos a su ingreso
* Antibidticos empleados durante su hospitalizacion
s Cultivos y aislamientos durante su hospitalizacion
Los datos se capturaron utilizando formatos de captura (Anexo 3). Posteriormente

fueron integrados en Excel v. 2003 y analizados utilizando SPSS v.11.

3. Identificacién del organismo y determinacion de la sensibilidad a oxacilina
La identificacion del microorganismo fue hecha por métodos convencionales con el
sistema VITEK-1. En cada aislado se determind la concentracion minima inhibitoria de
oxacilina (equivalente a meticilina) y 10 antibi6ticos alternos con el sistema VITEK-1
(bioMerieux, Lyon, Francia) de acuerdo con las recomendaciones de CLSL,' y en cada

aislado se determind la concentracién minima inhibitoria de oxacilina (equivalente a



meticilina) por microdilucion en caldo'®. Se hizo también la prueba de susceptibilidad
en placa de agar Miiller Hinton (suplementado con NaCl 2% y oxacilina 6pg/mL) se
inoculé un volumen de 10 pL de una suspension con turbidez semejante al estindar 0.5
de Mec Farland y se incubé a < 30°C por 24 horas'”,

La resistencia a oxacilina fue corroborada mediante la deteccion del gen mec-A por
técnica de reaccion de la polimerasa en cadena (PCR).®®

4. Electroforesis en campo pulsado (PFGE por sus siglas en inglés)

Para este andlisis se utilizaron todas las cepas aisladas en el primer semestre 2005, La
extraccion del DNA se realizé de acuerdo al protocolo establecido (Anexo 2). Se utilizd
la enzima de restriccion Smal (Invitrogen,,) la cudl es extraida de Serratia marcescens

y tiene como blanco la secuencia:

5'-CCC [GGG-3'
3°-GGG CCC-5°

Posteriormente el gel de electroforesis se corri6 siguiendo el programa:
SWi=5.5. SWf=40, 6V a 19h. (Bio-Rad, Hercules CA)*

5. Analisis estadistico
Los datos se muestran en tablas e histogramas. Se calcularon las tasas de bacteriemia, e
infeccion respiratoria por S. aureus. Se utilizé estadistica descriptiva con proporciones.
Se calculd el riesgo de infeccion por MRSA por semestres. Se utilizo como estadistico
de prueba a X* o prueba exacta de Fisher segin el caso: se tomé como significativa una

p < 0.05 con dos colas.



RESULTADOS
Descripcion de los casos de infeccion por 8. aureus durante el ler semestre 2005

De enero a junio 2005 encontramos 45 casos de infeccion por S. aureus en 39
pacientes, que se distribuyeron de la siguiente manera: 26 bacteriemias y 19 neumonias.
De los 45 aislados, 25 (55%) fueron resistentes a meticilina. Calculamos una tasa de
bacteriemia y/o neumonia por S. aureus de 1.40 casos por 100 egresos. En UTI esta tasa
fue de 6.37 casos por 100 egresos.

Mortalidad por infeccion por MRSA durante el ler semestre 2005: La tasa
de mortalidad por infeccion por 8. aureus en todo el hospital fue de 25 por 100 casos.
Sin embargo, cuando se analiz esta tasa de acuerdo al drea de hospitalizacién se
encontré que la mortalidad en la UTI fue menor que la del resto del hospital (15.38
muertes por 100 casos). en cambio en el servicio de urgencias fue 30.7 muertes por 100
casos y en los pisos generales, 28.5 muertes por 100 casos. (Tabla 2. Anexo 1). La tasa
de mortalidad por bacteriemia fue 23.07 por 100 casos y por neumonia fue de 22.2 por
100 casos.

Epidemiologia molecular de los casos de infeccion por S. aureus durante el ler
semestre 200)5: Se compararon los diferentes patrones de electroforesis de los aislados
del 2005 y encontramos 5 grupos muy semejantes que podian agruparse en lo que se
denominoé genotipo 1 (Fig 4b). Esta cepa predominante ocasiond 37.7% de los casos del
2005 (n=19), todos ellos resistentes a meticilina. En la figura 4a (Anexo 1) se muestra
una foto representativa de los patrones de electroforesis.

Localizacion y caracteristicas de los casos de MRSA genotipo 1 en las camas
del hospital durante 1" semestre 2005: Con el fin de determinar el patrén de
transmision del genotipo 1 de S. aureus y localizar una posible fuente de infeccion del

brote del primer semestre 2005 disefiamos una grafica (Fig 6. Anexo 1) en donde se



muestran los casos de acuerdo a la ubicacion y al periodo de su estancia hospitalaria.
Los 19 eventos ocurrieron en 16 pacientes (el paciente 2 tuvo 2 eventos y el paciente 8
presento 3). En dicha grifica se puede notar que los casos de infeccion por este genotipo
se repartieron en todo el hospital pero sobretodo en el segundo piso. Cinco pacientes
fallecieron, lo cudl representa 31.25% de los casos de infeccion por MRSA genotipo 1,
pero este grupo correspondio a 50% de los casos de muerte por S. aureus en general. La
mayoria de los 19 casos (57.8%) presentd neumonia. Todos habian sido manejados con
catéter venoso central, aunque solo 4 (25%) de ellos habian requerido una linea arterial,

y 6 de ellos estuvieron con ventilacion mecénica.

Prevalencia y Epidemiologia Molecular de MRSA de enero 2004 a junio 2005

Para el siguiente analisis, se utilizaron los datos obtenidos de la base de datos del
Laboratorio de Microbiologia Clinica del Instituto, asi como datos recientes de la red de
resistencia bacteriana,*® en donde se describieron las cepas de S. aureus aisladas durante
el 2004.

Prevalencia de MRSA de enero 2004 a junio 2005: Se observd una alta
prevalencia de resistencia a meticilina la cual se mantuvo constante desde enero 2004
hasta junio 2005 (tabla 3. Anexo 1). En la figura 3a (Anexo 1) podemos observar la alta
prevalencia a meticilina a lo largo del periodo de estudio. Como se muestra en la Fig 3b
(Anexo 1) encontramos que en la UTI hubo un predominio de cepas resistentes a
oxacilina durante 2004 y 100% de resistencia a meticilina en el primer semestre de
2005.

Epidemiologia molecular de S. aureus de enero 2004 a junio 20035: En el
periodo de estudio se encontraron 166 cepas de S. awreus (Tabla 4 Anexo 1). Al

comparar los patrones de campos pulsados de todos los aislados, 96 de ellos, se



agruparon en 21 genotipos. Los demas aislados fueron cepas tnicas. En el 2004 se
observo que predominaba una cepa y de acuerdo a la figura 4b (Anexol) que muestra
un diagrama de las bandas de electroforesis de las cepas predominantes del 2004 (Fig
4b) y del 2005 (Fig 4c). se puede observar que difieren inicamente por 1 banda con lo
que se concluye que ambas corresponden al genotipo 1. En total. 36 (21.7%) de todos
los aislados de enero 2004 a junio 2005 pertenecian al genotipo 1. En la figura 5 (Anexo
1) se muestra el comportamiento molecular de los diferentes genotipos de S. aureus de
enero 2004 a junio 2005. Se puede observar la presencia constante del genotipo 1,
marcado en rojo, con periodos de remision y exacerbacion recurrentes. El resto de los
genotipos fue poco prevalente durante el 2004. Durante el primer semestre 2005 no se
presentaron grupos ademés del genotipo 1. En el periodo mostrado, se presentaron 3
brotes de genotipo 1: los dos primeros durante el 2004 y el ultimo en el primer semestre
2005, el cual contribuyé a los eventos observados durante el primer semestre 2005 y

motivé el presente trabajo.



DISCUSION

Se encontré una tasa de resistencia muy elevada. 100% en dreas de alto riesgo
como lo es la unidad de terapia intensiva. El nimero de infecciones por MRSA
incrementé de manera notable con la aparicion de varios genotipos pero con predominio
de uno de ellos, el genotipo 1. lo que traduce la emergencia de una epidemia cuasi
clonal; pero dicha cepa estuvo presente a lo largo del 2004 presentando remisiones y
exacerbaciones. Esto sugiere que este genotipo es endémico y que el brote que
presenciamos en el primer semestre 2005 no fue sino una de estas exacerbaciones.

Al comparar nuestros resultados con estudios previos realizados en el mismo
Instituto, encontramos una prevalencia alta de resistencia a meticilina, mas del doble en
comparacion con la ultima publicacion del 2003.'

Las diferentes cepas de S. aureus que se aislaron de enero a junio del 2003, se
distribuyeron en todo el hospital, aunque al hacer el analisis de campo pulsado se
encontrd que la cepa predominante (genotipo 1) se presentd principalmente en el
segundo piso. Nuestro estudio no permite precisar la causa de esto aunque podemos
anticipar que estd relacionado a una deficiencia grave en la aplicacion de las
precauciones universales.

Datos recientes del laboratorio de microbiologia muestran un alza en la tasa de
resistencia a meticilina de 45% durante el 2004. Por ello. el hecho de encontrar dos
poblaciones de MRSA (una clona genotipo 1 ¥ un grupo de clonas con representacion
menor) nos sugiere un problema endémico desde el cual emerge un brote.”

En la UTI se observo una mayor proporcion de cepas resistentes a meticilina.
Esto no se vio reflejado en un aumento en la mortalidad, pero es importante
considerarlo dado que puede contribuir a que se propaguen estas cepas en todo el

hospital una vez que los pacientes son egresados a un area de hospitalizacion general.



De hecho, el paciente 1 ya habia estado hospitalizado el afio pasado en la UTI con una
infeccion por MRSA, por lo que posiblemente permanecié colonizado. Se sabe que los
pacientes hospitalizados se colonizan por S. aureus y el riesgo de colonizaciéon aumenta
con el tiempo de estancia hospitalaria. Estos pacientes tienen un riesgo mucho mayor de
desarrollar infecciones por S. aureus.”'?’

La habilidad para discriminar entre diferentes cepas de una especie bacteriana
permite estudiar la evolucion de la especie, la virulencia bacteriana y la transmision de
la cepa. Es por ello que la tipificacion molecular se ha transformado en una herramienta
crucial para estudiar un brote y en este trabajo, el estudio de campo pulsado nos
permitié detectar una clona predominante y de esa forma identificar el riesgo de
transmision.’>**

Varios grupos de investigadores han demostrado colonizacién por MRSA en las
manos de los trabajadores de la salud, pero también en las batas y en diversos equipos
portatiles como estetoscopios, baumanometros, etc. Asi mismo. se ha encontrado
colonizacion en los cuartos de hospital (pisos, muebles, etc.). Ademas se ha demostrado
que un lavado de manos insuficiente favorece que los trabajadores colonizados
transmitan estos microorganismos de un enfermo a otro. Es posible que los trabajadores
de salud de nuestro Instituto hayan estado colonizados por MRSA, situacién que
amerita investigacion a mayor profundidad.

Las dltimas guias para el control de las infecciones nosocomiales por

Staphylococcus aureus resistente a meticilina’>

establecen como objetivos primarios
del control de infecciones, la prevencion de la adquisicion de microorganismos por los
pacientes y su transmision por el personal de salud. Las medidas para evitar la

transmision de MRSA han demostrado ser costo-efectivas, aunque son dificiles de

mantener a lo largo del tiempo y los resultados dificiles de evaluar. Para ello se han



disefiado diversos modelos de simulacién.”” *® Por ejemplo Raboud et al, demostraron
mediante un modelo simulado de transmision de MRSA que mejorando, por un lado, las
medidas universales de proteccion, y por otro, tomando medidas de escrutinio
(cultivando a los pacientes al momento de su ingreso), la adquisicién nosocomial de
cepas de MRSA disminuyé hasta en 35%.% Otra estrategia para la erradicacion de
MRSA nasal en un hospital es el empleo de mupirocina. Sin embargo su empleo
indiscriminado tiene como consecuencia la aparicion de cepas resistentes.”’ Un estudio
reciente por Gordin et al, demostré una disminucion en la incidencia de infecciones por
MRSA y enterococo resistente a vancomicina en una unidad de terapia intensiva
después de un afo del empleo regular de una solucién con alcohol para la
descontaminacién de las manos del personal de salud.® Con esta informacién se creé un
grupo multidisciplinario en el Instituto que después de estudiar el brote decidié reforzar
la aplicacion de las medidas de control epidemioldgico, cultivar al personal de salud y a
los pacientes hospitalizados con el fin de investigar la presencia de portadores. Esto es
motivo de otro estudio que se encuentra en evolucion.

Aunque es muy pronto para evaluar el impacto de las medidas de control
epidemiologico tomadas, en agosto el niimero de infecciones nosocomiales disminuyd
considerablemente pero continué presentindose una alta proporcion de bacteriemias con
una tasa de bacteriemia por S. auwreus de 1.88 por 100 egresos. Entre agosto y
septiembre 2005 se presentaron 21 bacteriemias por S. aureus con una tasa de
resistencia a meticilina del 38%, 17 puntos porcentuales menos que durante el brote

descrito.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo describimos un brote de MRSA que ocurrié
durante el primer semestre del 2005 en un hospital de tercer nivel en México debido a
una cepa endémica en el hospital por lo menos desde el 2004.

La resistencia a antimicrobianos es un problema creciente que impacta de forma
importante en la morbi-mortalidad de los pacientes, tanto hospitalizados como en la
comunidad. Por otro lado, la incidencia de cepas de S. aureus resistente a meticilina
contintia incrementandose en el mundo, tanto en los hospitales como en la comunidad, y
nuestros datos comprueban la gravedad de esta situacién en un hospital de tercer nivel
del sistema de salud mexicano.

El andlisis de campos pulsados nos permitié detectar una clona predominante
para luego tomar las acciones epidemiologicas pertinentes. Sin embargo, para controlar
el problema, sera necesario mantener dichas acciones vigentes a largo plazo.

La mejor forma de identificar y entender la prevalencia, distribucion y dindmica
de transmision de una infeccidn es la integracion de la epidemiologia molecular y la

microbiologia con el desarrollo de estrategias de prevencion social adecuadas.
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Anexo 1. Tablas y figuras

Tabla 1. Frecuencia los microorganismos aislados en bacteriemias por periodo’

Microorganismo #1-84 8588 £9-92 Global
Total Yo Total % __ Total % Total Y

Escherichia coli 61 26 63 29 53 23 177 26

Estafilococo Coag. Neg. 55 23 37 17 24 10.5* 16 17

Stapindacocens aurens 15 76 i% 83 2i) 8.8 36 &

Kilehsiella spp 15 6 19 9 19 8.3 53 7.8

Enterobacter spp 4 10 11 5 15 6.6 50 73

Pseudomonas aeruginesa 10 42 9 4 16 7 35 5:1

Salmonella spp 2](9)rree 88 16(6) 7 B(4) 34 45 6.6

Serratia spp 10 5 9 4 3 1.3 22 32

Enterococcus spp 2 0.8 10 45 10 4.3* 22 3:2

Otras enterobactenias** 5 1 4 21

Otros bacilos 5 3 15 23

gramnegativos ***

Streprococeus 2 2 8 12

preumoniae

Estreptococos b- 3 2 5 10

hemoliticos

Otros grampositivos **** 8 3 3 14

Candida spp - - 5 2 15 6.5* 20 3

Ohos- LA L 1 1 'I

*Xi2 de tendencia; p<0.01 para todas las ioncs,

** Incluye: Citrobacter spp. Shigella spp, Mo;ganclla spp. Proteus spp, Providencias;

e g

PP P

*ee Micrococous spp. ¥ Streploceccus vindans

weaes Nameros enlre parénicsts son los casos de S, yphic
wesnss Clagirid desy Cryp 5

Tabla 2. Casos de infeccion y muerte por Staphylococcus aureus de acuerdo a sala de hospitalizacion

spp. Ac spp.

Sala de hospitalizacion Casos n(*s)  Defunciones n (%)  Montalidad*
N=39 N=10

Urgencias y hospitalizacion urgencias 13(33.3) 4 (40) 30.7
17 piso 6(154) 2(20) 333
2° piso 6(15.4) 1(10) 16.6
3 piso 2(5.1) 1(10) 50

Hospitalizacion general (todos los pisos) 27 (69.2) 8 (80) 29.6
UTI + terapia monitorizada 12 (30.7) 2(20) 16.6
Todas 39 (100) 10 (100) 25.6

* mortalidad por 100 infecciones por 5. awrens
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Tabla 3. Casos de bacteriemia e infeccion respiratoria por MRSA en el INCMNSZ:

enero 2004 a junio 2005

2004 1005
Evento de
infeecion por Ene-Jun Jul-Dic Ene-Jun
S. aureus N Tasa/ RR P Tass’ RR  N(%)  Tasa/ RR P
(%) 1000 (1C95%) 1000 1000 (1C95%)
ELTEs0s 1%sem/ CUresos egresos  1%sem 2005
2% sem 2° sem
2004 2004
Bacteriemias
Total % 122 17 73 26 12
MRSA 11 48 28 012 5294) 21 1 12(46.1) 56 1.58 (NF]
392 0.7, 84) 108 3.13)
Infecciones
respiratorias
Total 40 174 17 73 19 5K
MRSA 25 109 21 002 12 51 1 13 6 238 008
{62.5) (103, 467) {70.5) (68 4) {115, 7.54)
Ambas
infecciones
Total 68 296 M 146 45 0.9
MRSA £l 157 215 0007 17 73 1 25 116 266 0.06
529 (1240 (50) 55 (0.9, 9.6)
Genotipol/ 9 077 0381 T 1 19 1949 053
MRSA (0.48.1.24) (0.993.3824)

Tabla 4. Genotipos de Staphylococens aurens aislados de pacientes hospitalizados en el INCMNSZ de enero 2004 a

Junio 2005

cepas

-.IOo@MI-JMIJU\MIQ&O\WIJNIJNIJIJIJ‘JL&J

§c
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Fig 1. Tasa de infoociones nosocomiales: 2004-2005
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Fig 2. Tasa de infecciones nosocomiales, neumonias y bacteriemias: 2004-2005
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Fig 3a. Casos de infeccion (bacteriemia o neumonia) por Staphylococcus aureus en el
INCMNSZ de acuerdo a sensibilidad a meticilina y genotipo 1: enero 2004 a junio 2005

B resistente @ sensible |

Fig 3b. Casos de infeccion (bacteriemia o ia) por Staphylococcus aureus en la UTI del INCMNSZ
de acuerdo a sensibilidad a meticilina y genotipo 1: enero 2004 a junio 2005
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Fig 4a Genotipificacion de aislados clinicos de Staphylococcus aureus: campo pulsado:

ler semestre 2005

Fig 4b y 4¢. Esquema de las bandas de electroforesis de las clonas predominantes de Staphylococcus

.
Genotipo 1

aurcus aisladas en el INCMNSZ en 2004 y en 2005:

4b. genotipo 1 (2005)

4c. genotipo 1 (2004)

1l

il
I
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Fig 5. Infecciones por Staphylococcus aureus de acuerdo a genotipo: enero 2004- junio 2005
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Fig 6. Casos de Staphylococcus aureus genotipo | de acuerdo a sala y periodo de hospitalizacion
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Anexo 2. Protocolo para extraccion de DNA genomico de 8. aureus para la
electroforesis en campo pulsado™

Z,

B

50

o0

26.
27.

Hacer un cultivo de toda la noche en medio BHI o Todd-Hewitt a 37°C en
agitacion a 220 RPM

Tomar 100uL del cultivo en tubo Eppendorff de 1.5 mL y centrifugar a 1 min a
14000 RPM., solo metiendo en la centrifuga 2 tubos para comparar.

Revisar el paquete celular de los 2 tubos de Eppendorff

Eliminar con la pipeta automdtica el sobrenadante. Resuspender en 400uL de
solucion PIV (NaCl 1M, Tris HCI 10 mM pH=7.6) para eliminar el medio de
cultivo.

Centrifugar 1 min a 14000 RPM.

Eliminar el sobrenadante con la pipeta automatica

Resuspender en 150uL de PIV, haciéndolo cuidadosamente para no degradar el
DNA

Incubar a 50°C para equilibrar la temperatura por no mas de 15 min.

Agregar 7ul. de lisozima (20 mg/mL), inmediatamente 7ul. de lisostafin
(10mg/dL) y mezclar cuidadosamente 150pul. de agarosa al 1.2% previamente
equilibrada a 50°C.

. De la mezcla ya homogeneizada tomar 100pL y colocarlos en los moldes con

precaucion para que se llenen completamente, haciéndolo por duplicado.

. Dejar solidificar los bloques a temperatura ambiente y luego en refrigeracion a

4°C durante 15 min.

. Colocar los bloques ya solidificados en tubos de Eppendorff y agregarles a cada

uno 500pl. de buffer de lisis (Gris k.o. 6 Mm. P.D. 7.6, NaCl 1M, EDTA
100mM P.D.=8, desoxicolato a 0.2%, Lauril Sarcosil 0.5%, 5ulL de Lisozima a
20 mg/mL y 5uL de Lisostafin 10 mg/mL).

. Incubar a 37°C toda la noche.
. Eliminar la solucion de lisis, lavando 1 mL de buffer TE 1X, agitar invirtiendo

los tubos.

. Eliminar el buffer con una pipeta automatica, después de eliminar el buffer

anadir 500uL de buffer de proteinasa K (Sarcosil 1% y EDTA 0.5 M pH 9-9.5) y
20uL de proteinasa K (20 mg/mL).

. Incubar a 50°C toda la noche
. Hacer un lavado express con buffer TE 1X (500uL), agitarlos invirtiéndolos.

Eliminar el buffer.

. Hacer 3 lavados de 40 min cada uno con buffer TE 1X (500uL c/u). Con

agitacion.

. Eliminar en cada lavado el buffer TE 1X

. Hacer un lavado con buffer TE 0.1X agitandolos por 40 min (500pL).

. Eliminar el buffer 0.1X

. Equilibrar con 500uL de buffer de digestion para Smal 1X por 40min.

. Eliminar los 500puL de buffer, agregar 300pL de buffer con 2.5uL de la enzima

Smal.

. Incubar a 25°C toda la noche.
. Lavar con buffer TE 1X (500uL) una vez. Quitar el buffer y volver a agregar

buffer TE 1X (700uL) para poder conservar los bloques. Preparar el gel de
electroforesis al 1% con buffer TBE 0.5X

Tedir el gel con bromuro de etidio por 6 a 20 min

Correr el gel con el programa SWi=5.5, SWf=40, 6V a 19h.
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Anexo 3. Formato de captura de datos

FORMATO DE CAPTACION DE DATOS

Fecha de Captura

1. Nombre
2. Registro Edad
3. Fecha de Ingreso
Fecha de Egreso
4. Procedencia__ 0. Comunidad
1. Hospitalizacion
2. Otro Hospital

5. Diagnosticos

T Pl e

6. Factores de Riesgo

1. Catéter venoso Central ()
Fecha colocacion
Fecha de retiro

2. Linea arterial ()
Fecha colocacion
Fecha de retiro

3. Catéter urinario ()
Fecha colocacion
Fecha de retiro

4. Ventilacion mecanica ()
Fecha colocacion
Fecha de retiro

5. Sonda naso-enteral (i
Fecha colocacion
Fecha de retiro

6. cirugia ¢ )
Fecha colocacion
Fecha de retiro



7. Antibidticos 7 dias previos al ingreso {3
Fecha inicio  Fecha termino

Fecha inicio  Fecha termino

Fecha inicio  Fecha termino

Fecha inicio  Fecha termino

8. Antibioticos Posteriores al ingreso

Antibiotico Fecha inicio  Fecha termino

9. Muestras Clinicas

Aislamiento Num. muestra fecha toma sensibilidad
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