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INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es un microorganismo que posee caracteristicas
particulares de virulencia y resistencia a los antibidticos. La bacteria se
encuentra generalmente en fosas nasales y en ocasiones en piel o ropa, y de
estos sitios puede transmitirse a otras regiones del cuerpo o membranas
mucosas. En los humanos causa una amplia variedad de enfermedades
infecciosas, produce lesiones superficiales de la piel y abscesos localizados en
cualquier region anatomica, causa infecciones del sistema nervioso central e
infecciones profundas como endocarditis.

En la actualidad las cepas de Staphylococcus aureus tienen un amplio rango
de resistencia a los antibioticos y se pueden encontrar cepas resistentes y
multirresistentes.

El interés actual del estudio de este patdégeno deriva de su elevada frecuencia y
por representar, en el caso de cepas resistentes a meticilina (MRSA), una de
las principales causas de brotes de infeccidn nosocomial en nuestro pais. Sin
embargo, en anos recientes las cepas MRSA han aparecido en la comunidad,
provocando problemas en diversos paises (Espana, Argentina, Chile, México,
entre otros). El mecanismo de resistencia de MRSA consiste en la sintesis de
una nueva proteina fijadora de penicilina (PBP), denominada PBP2a con baja
afinidad para los antibidticos B-lactamicos, esta proteina es codificada por un
nuevo gen denominado mecA y conserva su accion de transpeptidasa en la
sintesis de la pared bacteriana aun cuando las otras PBP de S. aureus estén
inhibidas por los antibiéticos p-lactamicos.

La adquisicion de esta resistencia se debe principalmente al intercambio de
manera horizontal de genes que son transportados por elementos genéticos
moviles, en este caso el gen mecA el cual se localiza en el casette cromosomal
estafilococcico mec (SCCmec).

La resistencia a meticilina se determina utilizando el antibiético oxacilina por lo
que se ha sugerido que estas cepas deberian llamarse S. aureus resistente a
oxacilina (“Oxacillin-resistant S. aureus, ORSA).

En México existe un numero limitado de estudios sobre la prevalencia e

incidencia de cepas MRSA, de ahi la importancia de este estudio.

*°]
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1.1 Generalidades de Staphylococcus aureus

Cohn introdujo el género Micrococcus para incluir las bacterias esféricas
pequefas, como son los estafilococos, estreptococos, micrococos y otros
grupos.’ El nombre de estafilococos fue designado por Sir Alexander Ogston
después de utilizar la expresion griega staphyle (racimo de uvas) para describir

las caracteristicas de crecimiento en grupos semejantes a uvas °. (Ver figura 1)

‘m.w Figura 1. Staphylococcus aureus:

P ]
Morfologia microscopica. Tincién de

w Gram, cocos Gram positivos agrupados
-

%' racimos

1. 2 Clasificaciéon taxonémica

El Volumen Ill de la segunda edicion del Manual Bergey de Bacteriologia
Sistematica, agrupa a Staphylococcus aureus en la seccion de "Bacterias
Gram positivas con bajo porcentaje de contenido en G+C", pertenece al
Phylum: Firmicutes; Clase: Bacilli; Orden: Bacillales; Familia

13.33 o] cual contiene mas de 32

Staphylococacceae y Género: Staphylococcus,
especies diferentes, clasificadas a partir de la composicion de DNA; muchas de
éstas son habitantes naturales de la piel y las membranas mucosas del ser
humano; no tiene otros habitats importantes, excepto cuando estan
involucrados en infecciones."*?

1. 3 Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas

S. aureus es un coco Gram-positivo, su diametro fluctua entre 0,8 y 1,0
micrémetros (alrededor de un décimo del diametro del eritrocito humano) y no
posee estructuras de locomocion.

No forma esporas, puede encontrarse solo 0 en pares y en cadenas cortas o en

racimos cuando proviene de muestras bioldgicas o cultivos sélidos. °

>
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Es anaerobio facultativo, pero crece mejor en condiciones aerobias. Fermenta
lentamente muchos carbohidratos y produce &cido lactico pero no gas y la
actividad proteolitica varia. 3
El microorganismo produce catalasa, coagulasa y crece rapidamente en agar
sangre.'3#
Su pared celular consta de una capa externa rica en proteinas y de una capa
interna de mucopéptido y su estructura antigénica se ha definido con plenitud,
en especial la proteina A la cual se utiliza para diferenciarlo por la reaccién
pseudoinmune. ®
Las principales caracteristicas que permiten identificar a S. aureus para su
diferenciacion de otras especies del género son:

e Produccién de la enzima coagulasa.

e Actividad fosfatasa alcalina.

e Produccién aerdbica de acido a partir de D-trehalosa y D-manitol.

e Produccion de desoxirribonucleasa termoestable.
Las cepas de S. aureus dan positivas, ademas, las siguientes reacciones:

e [-glucosidasa.

¢ Arginina descarboxilasa.

¢ N-acetilglucosamina.

e Acetoina.

e Reduccion de nitratos.

e Ureasa

e Resistencia a polimixina B (Discos 300 U). %°
1. 4 Estructura antigénica y factores de patogenicidad
Algunas cepas de S. aureus poseen capsula la cual les protege de la
quimiotaxis y fagocitosis facilitando a su vez la adherencia a materiales.
La pared celular de S. aureus esta formada principalmente por peptidoglucano,
acido teicoico, proteina A y factor de agrupamiento. El peptidoglucano es el
exoesqueleto rigido de la bacteria y es importante en la patogenia de la
infeccion, ya que induce la produccion de interleucina 1 y anticuerpos
opsonicos, ademas de atraer quimicamente leucocitos polimorfonucleares,
posee una actividad parecida a endotoxina, que genera un fenédmeno de

Shwartzman local y activa el complemento.

*°]

— i —

13



Los acidos teicoicos, polimeros de glicerol o fosfatoribitol (polisacaridos
complejos), estan unidos al peptidoglucano y a la membrana citoplasmatica y
son especificos de especie. S. aureus presenta el acido teicoico-ribitol con

residuos de N-acetilglucosamina (polisacarido A). " (Ver figura 2)

Figura 2. Estructura de la
pared celular de

Staphylococcus aureus

S. aureus produce una gran variedad de proteinas que contribuyen a su
capacidad para colonizar y causar enfermedades en el ser humano. Casi todas
las cepas producen un grupo de enzimas y citotoxinas. En el cuadro 1 se

muestran los principales factores de patogenicidad detectados.*®

Cuadro 1. Principales factores de patogenicidad presentes en Staphylococcus

aureus
Estructurales Enzimas Toxinas
Peptidoglucano Diseminacién Hemolisinas a,3, yy 6
Proteina A Hialuronidasa
Factores de adhesion Colagenasa BRI ¢ S
(Glicocalices y acidos T Valentine (PVL)
: s ; Fibrinolisina
lipoteicocoicos ALT)
Lipasas

Polisacaridos capsulares Enterotoxinas

(en algunas cepas) Interfieren fagocitosis
9 P Estafilocécicas

Coagulasa

Catalasa

Toxina 1 del sindrome del
shock toxico (TSST-1)

DNAsa o nucleasas
Fosfatasa

Proteasas
Toxinas exfoliativas (ETA

y ETB)

Inactivan antibiéticos

B- lactamasas

14
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Estos factores participan en la adhesién y adquisicién de nutrientes para el
microorganismo Yy sirven a su vez para evadir la respuesta inmune del huésped.
En base a lo anterior se han clasificado en tres categorias:

1. Involucrados en la adherencia a la célula del huésped o matriz extracelular:
fibronectina, proteinas de unién a fibrindbgeno, colageno y coagulasa.

2. Involucrados en la evasién de la respuesta inmune: toxinas estafilocdcicas,
TSST-1, PVL, proteina A, lipasas y polisacaridos capsulares.

3. Involucrados en la invasién y diseminacion en los tejidos del huésped:
hemolisinas.

A continuacién se analizan los factores de patogenicidad mas importantes:

» Catalasa: es una enzima que descompone al perdxido de hidrégeno en
oxigeno y agua. Quimicamente es una hemoproteina similar a la
hemoglobina, con la diferencia de que los cuatro atomos de hierro
contenidos en su molécula se encuentran como Fe* . ©
La catalasa es empleada por el microorganismo como una enzima
protectora, ya que la acumulacién de peréxido de hidrogeno es mortal para
las células bacterianas; el perdoxido de hidrégeno proviene del metabolismo
aerobio de carbohidratos o es liberado tras el proceso de fagocitosis. Esta
propiedad se utiliza para diferenciar a los estafilococos de los estreptococos
que no poseen esta enzima. "°

» Coagulasa: es una enzima termoestable de composicion quimica

desconocida ©

que se utiliza como criterio de identificacion para esta
especie, tiene la capacidad de transformar el fibrindbgeno en fibrina.” Existe
en dos formas, una forma unida (factor de aglomeracion o agrupamiento) y
una forma libre.

La coagulasa unida a la pared celular del estafilococo se une a la
protrombina, este complejo transforma el fibrindgeno en fibrina insoluble
provocando la aglomeracion de los estafilococos. La coagulasa libre
reacciona con el factor reactivo de la coagulasa (CRF), presente en el
plasma, dando lugar a un complejo analogo a la trombina que reacciona con
el fibrinogeno formando un coagulo de fibrina. La importancia de la
coagulasa en la patogenia de la enfermedad radica en que esta enzima

causa la formacibn de una capa de fibrina alrededor del absceso

>
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estafilocdcico, localizando la infeccion y protegiendo a la bacteria de la

fagocitosis. "* (Ver diagrama 1)

Diagrama 1. Puntos criticos en el proceso de coagulacion de la sangre y su

relacion con la reaccion en la que participa la coagulasa estafilocécica

TROMBOFLASTINA

FROTROMEINA car TROMBIMNA

conversidn

L

h

FIERINOGEMO FIBRIMA

conversian

)

COAGULASA +FRC COAGULASA - FRC

Como se puede observar en el diagrama, existe una coincidencia y una
diferencia entre los mecanismos de la coagulacién sanguinea y el que implica
la coagulasa: ambos requieren de fibrinégeno, pero el que implica a la enzima

estafilococica no requiere la presencia de iones Ca?".

» Hialuronidasa: esta enzima hidroliza el acido hialuronico o
mucopolisacaridos acidos presentes en la matriz del tejido conectivo,
favoreciendo la diseminacién de la bacteria en los tejidos.1

» Lipasas: Todas las cepas de S. aureus producen lipasas diversas. Su
funcién es hidrolizar los lipidos, lo que resulta esencial para la supervivencia
de los estafilococos en las zonas sebaceas del cuerpo del huésped,
facilitando la colonizacién y/o diseminacién.’

» Nucleasa o DNAsa: es una enzima que tiene propiedades endo y exo-
nucleoliticas ademas de empalmar o clivar DNA o RNA, es producida por la

mayoria de las cepas de S. aureus.

*°]
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» Proteina A: es un componente de la pared celular de muchas cepas de S.
aureus. Esta unida de forma covalente al peptidoglucano y tiene afinidad
por el receptor Fc de las inmunoglobulinas 1Gg1, IgG2 e IgG4, con lo que
elimina de modo eficaz la inmunidad mediada por anticuerpos.1

» Toxinas: S. aureus produce 5 toxinas citoliticas dafiinas para las
membranas (alfa, beta, gamma, delta y leucocidina Panton-Valentine [VP];
algunas cepas producen toxinas exfoliativas (A y B), toxina 1 del sindrome
de choque toxico (TSST-1) y enterotoxinas (A,B,Cn,D,E,G,H e [). Las
citotoxinas pueden lisar neutréfilos, con liberacion de enzimas lisosémicas y
lesion consiguiente de los tejidos vecinos. Cada una de estas toxinas tiene
un efecto potente en las células del sistema inmune asi como efectos
bioldgicos.

La TSST-1 y las enterotoxinas estafilocécicas se conocen también como

superantigenos o superantigenos toxina pirogénicos (PTSAgs), por su

actividad biologica de pirogenicidad y superantigenicidad.1'4
Toxina alfa (a) o a hemolisina: sus monémeros son secretados por S.
aureus y dentro de la membrana celular forman heptameros cilindricos.
Esta forma es capaz de lisar células eucariotes (eritrocitos, leucocitos,
hepatocitos, plaquetas, fibroblastos diploides humanos, entre otros.) Esta
toxina es una proteina codificada genéticamente por el cromosoma o por
un plasmido. Es considerada como el prototipo de las citotoxinas
formadoras de poros, permitiendo la entrada y salida de iones y
moléculas pequefias que eventualmente producen la muerte de células.
La formacion de poros también produce eventos secundarios como
activacién de endonucleasas, exocitosis de plaquetas y liberacién de
citocinas y mediadores inflamatorios. Ademas, al romper la integridad
celular aumenta la permeabilidad vascular. El efecto final en el
hospedero es el edema pulmonar o sindrome de dificultad respiratoria.
La toxina a es dermonecrética y neurotéxica."*
Toxina beta (B) o esfingomielinasa C: es altamente hemolitica. Es una
proteina codificada genéticamente en el cromosoma bacteriano. Tiene
actividad de fosfolipasa C, la cual es especifica para la esfingomielina y

lisofosfatidilcolina de la membrana de los eritrocitos. Cataliza la hidrdlisis
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de los fosfolipidos y la intensidad de la lisis es proporcional a la
concentracion de esfingomielina expuesta en la superficie celular. ™
Toxina delta (8) o &-hemolisina: es un péptido de 26 aminoacidos,
termoestable. El 97 % de las cepas de S. aureus produce hemolisina .
Esta toxina es capaz de hidrolizar eritrocitos y otras células, asi como
estructuras subcelulares rodeadas por membrana. Tiene actividad
dermonecrotica, y se ha propuesto que actua como un surfactante
disgregando la membrana celular. 1.4

Toxina gamma (y) o y-hemolisina: es producida por todas las cepas de
S. aureus, afecta a neutrofilos, macréfagos y a una gran variedad de
eritrocitos de mamiferos (humano, oveja, conejo) y no es identificable en
agar sangre.

Leucocidina de Pantone-Valentine (PVL): es producida por menos del
5 % de las cepas de S. aureus. La leucocidina es citotoxica para los
monocitos, macréfagos y leucocitos polimorfonucleares del humano. Es
una proteina que forma poros en la membrana plasmatica de los
leucocitos, lo cual provoca un aumento en la permeabilidad y
eventualmente produce la lisis celular. La lisis de los leucocitos produce
la liberacion de mediadores de la inflamacién, con una consecuente
respuesta inmunitaria grave.*

Toxinas exfoliativas A y B: el sindrome estafilococico de la piel
escaldada esta mediado por la accion de estas toxinas. Las toxinas no
guardan relacion con lisis celular o inflamacién. La exposicion a la toxina
provoca division de los puentes intercelulares en la capa granulosa de la
epidermis externa. A pesar de tener el mismo tamano molecular ambas
toxinas, la toxina A es termoestable y es codificada genéticamente a
nivel cromosoémico, mientras que la B es termolabil y es codificada por
un plasmido.”

Toxina 1 del sindrome del choque téxico (TSST-1): llamada
anteriormente exotoxina C pirdgena o enterotoxina F; es el prototipo de
un superantigeno estimulando la liberacién de varias citocinas,
prostaglandinas y leucotrienos, los cuales producen los signos y

sintomas del sindrome.
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Es una toxina secretada durante el crecimiento de S. aureus, es
codificada genéticamente por el cromosoma bacteriano, es termoestable
y proteolitica. Suprime la quimiotaxis de neutréfilos, induce la funcién
supresora de los linfocitos T y bloquea al sistema reticuloendotelial. 14
Enterotoxinas: de 30 a 50 % de las cepas de S. aureus las producen.
Su principal funcion in vivo es inhibir la respuesta inmune del huésped.
Son superantigenos. Resistentes a la hidrdlisis por las enzimas gastricas
y yeyunales, se muestran estables al calentamiento hasta 100 °C
durante 30 minutos. Son causa de intoxicacion alimentaria.
El gen para la produccidn de las enterotoxinas puede situarse en el
cromosoma o en un plasmido. Las enterotoxinas A y D se relacionan a
menudo con enfermedad.
La B guarda relacion con la enterocolitis pseudomembranosa
estafilococica.
Las enterotoxinas B y C estan implicadas en el choque téxico no
menstrual.
La C y D se encuentran en productos lacteos contaminados.
Estas enterotoxinas y la TSST-1 son inductores potentes de interleucina
1.
1.5 Propiedades fisiologicas
1.5.1 Caracteristicas macroscopicas
Este microorganismo se reproduce facilmente en laboratorio previa siembra en
caldo o agar nutritivo. Crecen en medios quimicamente definidos, los cuales
contienen glucosa, sales, aminoacidos, tiamina y acido nicotinico. >°
Su crecimiento en agar sangre es abundante y hace posible poner de
manifiesto hemolisinas estafilococcicas como la a, B, y y 8.° En medios
suplementados crece bien en rangos de pH de 4.8 a 9.4.
La incorporacion de 6.5 a 8 % de cloruro de sodio a los medios de cultivo
permite su desarrollo, a la vez que inhibe el crecimiento de otras bacterias. 6
S. aureus comunmente forma colonias grandes (6.0 a 8.0 mm de diametro),
redondas, lisas, prominentes y traslucidas; de color amarillo cremoso a naranja.
Algunas cepas con capsulas relativamente grandes, producen colonias muy
pequefas y mas convexas que las no capsuladas teniendo un aspecto humedo
y brillante. '3
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En agar sangre (G.S.) y Baird Parker, las colonias suelen rodearse por halos
transparentes, debido a la produccion de hemolisinas —en agar sangre.- (Ver
figura 3) y de lecitinasa- en el segundo medio.

En manitol sal agar (MSA), las colonias se rodean por halos amarillos, debido a
que suele ocurrir fermentacion del manitol, y el indicador rojo de fenol adquiere
ésta coloracién por disminucién del pH. En agar S110, tras 48 horas de
incubacion a temperatura ambiente, las colonias manifiestan un color amarillo

dorado, al producir un pigmento lipofilico-no hidrosoluble, constituido por

derivados de la xantina. ®

Figura 3. Morfologia macroscépica
de Staphylococcus aureus en el

medio de cultivo agar sangre.

1.5.2 Condiciones de incubacion

Este microorganismo desarrolla en un amplio rango de temperatura (10 a
40 ° C), aunque su crecimiento 6ptimo se obtiene en 37° C. Es importante
precisar que su pigmentacion caracteristica se debe a la produccion de
carotenoides, la cual se produce mejor a temperatura ambiente (20 a 25 ° C).>
>%En 18 a 24 horas y a una presién atmosférica de aerobiosis se obtiene un
desarrollo abundante. °

1.5.3 Resistencia a agentes fisicos, quimicos y/o biolégicos

S. aureus es muy resistente a diversos agentes, pudiendo sobrevivir a
numerosas condiciones ambientales desfavorables. Resiste la luz,
temperaturas externas extremas y desecacion, lo que permite su transmision
en el polvo. Ademas, permanecen viables durante varias semanas en el pus
desecado y esputo.

Resiste la accién de fenoles, desinfectantes diversos (cloruro de magnesio,

cloruro de benzalconio, etc.).

*°]

— i —

20



Su resistencia a penicilina suele depender de su capacidad para producir B-
lactamasas, propiedad transmitida por conjugacion o transduccion implicando

la presencia de plasmidos de resistencia. °

1.6 Epidemiologia de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es el agente etiologico de diversas patologia,
incluyendo infecciones de piel y tejidos blandos, bacteriemia, endocarditis,
infeccion del SNC y del tracto genitourinario.

Por su ubicuidad y en funcién de los procedimientos médicos y uso de
antimicrobianos, se confiere especial énfasis al aislamiento y estudio
epidemiolégico de S. aureus, considerando su rol primordial en las infecciones
nosocomiales.'

El principal reservorio de S. aureus es el ser humano, hallandose en portadores
sanos, el habitat basico es la nariz (parte anterior de las narinas), y cerca del
30 % de los individuos portan el microorganismo en este sitio en algun
momento.

La colonizacion se puede asentar sobre la mucosa nasal, orofaringe, epidermis
integra, ulceras cronicas cutaneas, heridas en fase de cicatrizacion o en la
uretra de portadores de sonda.?

Por tanto, los portadores nasal y cutaneo son los reservorios primarios de S.
aureus y tienen participacién importante en la epidemiologia y patogenia de la
infeccion.

Las narinas son colonizadas densamente y suele persistir durante afios en 10 y
20 % de las personas afectadas. Entre 25 y 50 % de los portadores nasales
también llevan el organismo en manos y piel.

Los pacientes que portan S. aureus en las narinas antes de ser sometidos a
cirugia, tienen mayor probabilidad de desarrollar infecciones en el sitio
quirargico que aquellos que no portan este microorganismo. Después de
traumatismos craneales, los portadores nasales de S. aureus tienen mayor
probabilidad de desarrollar neumonia por este agente que los no portadores.
Estudios han demostrado que las narinas son la zona anatémica en la cual el
microorganismo puede aislarse en forma constante; cuando se trata a las

narinas con un antimicrobiano tépico para eliminar el estado del portador, en la
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mayor parte de los casos S. aureus también desaparece de otras zonas del

cuerpo.

Es posible distinguir tres patrones de portador:

e Persistente: cerca del 20 % de los individuos casi siempre portan un tipo de
cepa.

¢ Intermitente: cerca del 60 % de los individuos portan cepas que cambian y
tienen frecuencia variable.

¢ No portadores: cerca del 20 % de los individuos casi nunca porta la cepa.

El portador persistente es mas frecuente en niflos que en adultos, y muchos

individuos cambian su variante de portador entre los 10 y 20 afios.

El estado de portador nasal se ha identificado como factor de riesgo para el

desarrollo de infeccion en varias entidades clinicas.

En teoria la eliminacién de un portador nasal reduce la frecuencia de infecciéon

en las poblaciones en las cuales se ha identificado un factor de riesgo.

Los estafilococos son responsables de infecciones esporadicas, asi como de

epidemias, que abarcan desde brotes intrafamiliares pequefos hasta brotes

nosocomiales grandes. 14

Staphylococcus aureus coloniza piel y mucosas de 30 a 50 % de los adultos y

nifos sanos y ocupa el segundo lugar como causa de accesos de bacteriemia

nosocomial.

Es el origen mas frecuente de neumonia nosocomial. El periodo de incubacion

en las infecciones estafiloccicas es variable.

Las principales fuentes de infeccion son: contacto con personas infectadas,

contacto con portadores asintomaticos, contacto con fomites contaminados y

via aérea.

1.6.1 Patologia

La piel y las mucosas intactas son las barreras de defensa mas importantes

contra el establecimiento de la infeccion estafilocécica. Asimismo las

quemaduras, varicela, infecciones herpéticas, eccema, epidermdlisis bulosa,

heridas quirdrgicas, entre otras, son enfermedades que el estafilococo

aprovecha para su ingreso. En pacientes hospitalizados, las punciones

intravenosas y los catéteres son origen de infeccion estafilocdocica.

Los cuerpos extraios reducen la resistencia local para el establecimiento y son

importantes en la patogenia y perpetuacion de la infeccion. S. aureus tiene

*°]

— i —

22



muchos receptores de superficie que le permiten unirse a los tejidos y cuerpos
extrafios cubiertos con fibronectina, fibrinégeno y colagena, lo que posibilita
que un indéculo bajo de microorganismos se adhiera a suturas, protesis
valvulares cardiacas, derivaciones de liquido cefalorraquideo, proétesis
ortopédicas y vasculares, incluso derivaciones arteriovenosas para
hemodialisis.

Una vez que se establece la infeccion, una respuesta Optima de

polimorfonucleares resulta esencial para contener la infecciéon y eliminar a los

microorganismos. Cualquier alteracion en este mecanismo llevara a la
implantacion de una afeccién estafilocécica.

Hay pruebas epidemioldgicas de que las cepas de S. aureus difieren en grado

considerable en infectividad y virulencia. En general, las cepas de S. aureus

son de baja infectividad, a menos que las condiciones locales provean
oportunidades especiales para la multiplicacion en el cuerpo. Los estafilococos
coagulasa positiva pueden causar enfermedad por dos mecanismos:

e Invasion directa: se produce una reaccion inflamatoria aguda, iniciada por
los productos microbianos por el dafio histico y actividad leucocitaria. La
capacidad patogénica de una cepa de S. aureus es un efecto combinado de
factores extracelulares y toxinas. La lesion tiende a ser circunscrita, en parte
por el depdsito de fibrina a través de la accion de la coagulasa
estafilococica. ElI microorganismo puede multiplicarse dentro del leucocito y
destruirlo, en suma, varios mecanismos incluso la produccion de proteina A,
sirven para protegerse de la fagocitosis. La alfa-hemolisina y la reaccion de
hipersensibilidad retardada a las proteinas estafilocdcicas contribuyen a la
necrosis en las lesiones. De una lesién local, el estafilococo positivo a
coagulasa puede diseminarse por via hematogena a sitios distantes, para
alcanzar huesos, articulaciones y otras estructuras importantes.

e Liberacion de toxinas: los estafilococos también causan enfermedad a
través de toxinas que elaboran, sin que haya infeccién invasora evidente.
Entre las enfermedades estafilocdcicas toxigénicas figuran el sindrome de
la piel escaldada, el sindrome del choque téxico y la intoxicacion

alimentaria.
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1.6.2 Infecciones por Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus es causa de una gran variedad de procesos infecciosos
que causa tres sindromes basicos:
a) Infecciones cutaneas o circunscritos
Impétigo: es una infeccion superficial que afecta fundamentalmente a los
nifos pequenos, se presenta fundamentalmente en la cara y extremidades.
Comienza con una papula eritematosa que puede tener un estadio vesicular
o transitorio." 23 %9
Foliculitis: infeccion que se desarrolla en los foliculos pilosos, glandula
sebacea o sudoripara. Cuando ocurre en la base de los parpados se llama
orzuelo. "® Cuando avanza el proceso inflamatorio, la piel se vuelve
sensible, tensa y brillante. En general no hay datos sistémicos. En
ocasiones suele ser una complicacion de acné vulgar.
Forunculos: es el prototipo y la lesion mas comun producida por este
microorganismo, es un absceso superficial circunscrito y de evolucion
aguda.”®
Carbunco: la infeccion puede provenir de un furinculo, que se extiende a
tejidos subcutaneos. Son lesiones graves que pueden redundar en invasion
al torrente sanguineo y estan vinculados con fiebre y signos de enfermedad
sistémica.’2%%°
Paroniquia: es una infecciéon comun la cual implica los tejidos blandos
alrededor de las ufias.
Abscesos mamarios: es relativamente frecuente en recién nacidos. Suelen
ser unilaterales y se observan dentro de las dos primeras semanas de vida.
El dato mas relevante consiste en eritema intenso e induraciéon de la
glandula mamaria afectada.’
Infecciones de heridas: El origen puede ser el mismo paciente que es

portador.

Pueden ocurrir en el paciente después de una intervencion
quirargica o de un traumatismo, al introducirse en la herida los
microorganismos que colonizan la piel. Los estafilococos generalmente no
son capaces de producir una infeccién en un individuo inmunocompetente a
no ser que haya un cuerpo extrafio en la herida. ?° Las heridas quirdrgicas

infectadas pueden funcionar como focos de infecciones sistémicas. 22
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b) Infecciones profundas y sistémicas

Bacteriemia: es rara la bacteriemia por estafilococos en ausencia de un
foco de infeccidn. La bacteriemia deriva de un foco de infeccion no evidente,
durante el curso de una infeccion primaria de piel, del aparato respiratorio o
por otros procedimientos lesivos.” Las bacteriemias por Staphylococcus
aureus en especial los episodios prolongados, se asocian con la
diseminacién a otras partes del organismo dando origen a endocarditis,
osteomielitis y la formacién de abscesos metastaticos, particularmente en la
piel, los tejidos subcutaneos, los pulmones, los rifiones, el higado y el
cerebro.?®%°

Endocarditis: S. aureus es causa de endocarditis en 16 a 45 % de los
casos; por lo comun, ocurre dentro de los 60 dias que siguen a la
operacion. Los pacientes se observan gravemente enfermos, estan febriles
y letargicos y la enfermedad avanza con rapidez. Son frecuentes los datos
de descompensacién cardiaca mientras que los cambios clasicos de
endocarditis (anemia, esplenomegalia, petequias, hemorragias) pueden
notarse al principio de la enfermedad. ' Presenta una tasa de mortalidad del
50 %, a no ser que se instituya un tratamiento médico y quirurgico
adecuado de forma inmediata. La curacion clinica del paciente es la regla,
aunque es comun que existan complicaciones.29

Neumonia: se presenta en cualquier grupo de edad, principalmente en la
etapa pediatrica. Es un proceso de rapido avance. Tiene dos formas i)
neumonia primaria por inoculacion directa a través del aparato respiratorio y
i) neumonia secundaria, originada por via hematégena (bacteriemia).’
Osteomielitis: puede resultar de la diseminacion hematégena en el hueso
tanto en nifos como en adultos, o como infeccion secundaria como
consecuencia de un traumatismo, una infeccion quirurgica o de la extension
de una infeccién desde una zona adyacente. S. aureus es la principal causa
de artritis séptica en nifios pequefios y en adultos que reciben inyecciones
intraarticulares. La afectacion secundaria de multiples articulaciones indica
la diseminacién hematégena desde un foco localizado. La infeccion se
demuestra generalmente en las grandes articulaciones (hombro, rodilla,

cadera y codo). El pronéstico en nifios es excelente, pero en adultos
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depende de la naturaleza de la enfermedad subyacente, asi como la
apariciéon de complicaciones infecciosas secundarias."*

Meningitis estafilocécica: aparece en pacientes con anormalidades del
sistema nervioso central relacionados con traumatismos, cirugia, tumores
malignos, e hidrocefalia . S. aureus es una de las causas mas frecuentes
asociada con derivaciones ventriculoperitoneales; también es uno de los
microorganismos asociados con peritonitis en pacientes sometidos a dialisis
peritoneal ambulatoria continua 28 ademas de ser causante de infecciones
del tracto urinario.

c) Sindrome toxémicos

Sindrome del choque téxico SCT (“toxic shock sindrome” TSS, siglas
en inglés): es una enfermedad grave causada por S. aureus se debe a la
toxina 1 del sindrome de choque téxico (T1-SCT) La mayor parte de estas
cepas produce también por lo menos una de las enterotoxinas
estafilococicas. " La TSST-1 fue la primera toxina identificada como un
marcador para TSS. El sindrome de choque téxico fue descrito por primera
vez en 1978. "?® E| sindrome de choque toxico puede ser menstrual (por
coincidir con el periodo menstrual) y esta asociado con el uso de tampones,
o bien ser no menstrual en cuyo caso como la celulitis, infecciones
posparto, vaginales o como una complicacion de los abscesos
estafilococicos.*?® Es una enfermedad multisistémica que se inicia con el
crecimiento localizado de las cepas de S. aureus productoras de la toxina
en la vagina o en la herida, seguido de la liberacién de la toxina al torrente
circulatorio. Las manifestaciones clinicas comienzan de forma brusca vy
consisten en fiebre alta, hipotension, exantema eritematoso difuso,
descamacion de la piel después de 1 a 2 semanas del ataque (antes de
este tiempo es fatal) e implicacion de tres 0 mas sistemas (gastrointestinal,
muscular, renal, hepatico, hematoldgico y nervioso central). "*%2° Ep
adultos puede producir sindrome de dificultad respiratoria, coagulacion
intravascular y falla renal. #?® La muerte en los pacientes con TSS se
produce por un choque hipovolémico que lleva a un fallo multiorganico. La
alta tasa inicial de fallecimientos ha disminuido al conocerse mejor la

epidemiologia y etiologia de esta enfermedad. *
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Sindrome de piel escaldada estafilocécica (“staphylococcal sacalden-
skin sindrome”, SSSS) o Enfermedad de Ritter: es una enfermedad de la
piel causada por las toxinas exfoliativas A y B de S. aureus. Es una
enfermedad de neonatos y lactantes. El cuadro clinico varia desde ampulas
bien delimitadas hasta una descamacién grave que afecta 90 % de la
superficie corporal total. '8 Se caracteriza por el inicio brusco de un eritema
perioral localizado (enrojecimiento e inflamacion alrededor de la boca) que
se extiende por todo el cuerpo en los dos dias siguientes y poco después se
forman grandes ampollas y vesiculas cutaneas que tienen por consecuencia
la descamacién del epitelio. El epitelio vuelve a estar intacto en 7-10 dias,
cuando aparecen los anticuerpos protectores. La tasa de mortalidad es

baja, cuando ocurre la muerte es el resultado de una infeccién bacteriana

secundaria. %2° (Ver figura 4)

Figura 4. Sindrome de piel
escaldada estafilococica en

nifo de 2 afos.

Intoxicacion estafilocécica por alimentos (“staphylococcal food
poisoning” SFP): resulta de la ingestibn de una o mas enterotoxinas
preformadas en alimentos contaminados con S. aureus. La ingestion no
resulta en medida enterotoxémico al menos que se consuman altas dosis
Los estafilococos ingeridos después del tiempo de incubacion, no producen
mas toxina, por lo que la enfermedad tipicamente se resuelve dentro de las
24 a 48 horas del ataque y sélo requiere de tratamiento de sostén. & 2% %
Algunas cepas de S. aureus pueden producir también enterocolitis y ocurre

fundamentalmente en pacientes que han recibido antibiéticos de amplio
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espectro, que suprimen la flora normal del colon y permiten el crecimiento

del microorganismo. # (Ver diagrama 2)

Diagrama 2. Principales aspectos asociados a la intoxicacion alimentaria

estafilococica

"Cociner’

Infectaco can

I

(portadar con piodennits en manos
O fanngoamigdaltis)
Localizacian y reproduccian El microorganisma foera
- del microorganisma en alimentos —| Enterotoxinas en los alimentas
ficas en carohidratos

Soaurels || 1. Ingestion
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intoxicacion alimentaria
wimitos en proyectl, diarea acuosa
Yy B30ASMOS en colon

l 24048 h

Curacion esportanea al
eliminarse [as toxinas
del organismo

Alimentos ricos en carbohidratos como pastas, pasteles, ensaladas; las

enterotoxinas A y D son las mas frecuentes y agresivas.
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1.7 Aspectos generales de la resistencia bacteriana

Los antimicrobianos en medicina se utilizan con tanta libertad y diferentes
situaciones clinicas, no siempre justificadas, que es necesario racionalizar con
criterio la anarquia existente.

Un hecho fundamental es el abuso que se hace de los antimicrobianos, sobre
todo en procesos que no tiene una base infecciosa. Lo anterior ha propiciado
alteracion en el equilibrio de la flora normal, aparicion de cepas resistentes,
seleccién de clonas bacterianas que emergen como “nuevos patégenos”,
muchos de los cuales fueron con anterioridad considerados como parte de la
flora normal y que en la actualidad representan el mayor problema clinico 7 tal
es el caso de Staphylococcus aureus.

En la actualidad es de gran interés el aumento de la resistencia a la meticilina
en esta especie bacteriana, conociéndose a estas cepas como Staphylococcus
aureus resistente a Meticilina (MRSA); esta bacteria ha llegado a convertirse en
un gran problema epidemiolégico comunitario y nosocomial. Mas aun cuando
se tiene evidencia de que algunos aislamientos MRSA pueden ser resistentes a
otros antibidticos como son las tetraciclinas, cloranfenicol, lincosamidas,
macrolidos, aminoglucdsidos e incluso las quinolonas.

Por otro lado, la importancia de Staphylococcus aureus, en especial de las
cepas MRSA, radica en la capacidad de producir colonizaciones intermitentes
(nifos, 10 -40 % y adultos, 30 %); siendo el sitio mas comun, la cavidad nasal,
las cuales pueden progresar a infecciones con distintos grados de severidad.'®

En un proceso infectivo normal resultan determinantes la cantidad de bacterias
participantes, el tiempo de generacién bacteriana y la velocidad intrinseca de
mutacion. Se dice que las bacterias tienen una “resistencia intrinseca” a un
antibiético cuando sus caracteristicas normales las vuelven inmunes al
mecanismo de efecto del antibidtico. Por el contrario, las bacterias pueden
adquirir resistencia a un antibiético, adoptando una nueva caracteristica a
través de la mutacion de genes o de la transferencia de material genético entre
las bacterias. Cuando una mutacion confiere resistencia al antibidtico, solo las
células mutantes sobreviven y se convierten en la variante dominante de la
poblacion infectiva. %

Un agente bacteriano puede adquirir resistencia a los antibidticos
experimentando mutaciones puntuales en su DNA cromosomico y, mas
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frecuentemente, fungiendo como receptor de plasmidos R (resistencia). En

cualquier forma, sus nuevas secuencias nucleotidicas le aportan la capacidad

de inactivar antibiéticos, a través de uno o mas de los siguientes procesos:

Expulsién del antibiético: para que los antibiéticos puedan manifestar
su efecto antibacteriano en lapsos razonables, es necesario que
alcancen concentraciones suficientes en sus respectivos sitios de
accion. Por ejemplo, las bacterias Gram positivas que han adquirido
resistencia a las tetraciclinas suelen sobreproducir proteinas de
membrana (42 kDa), que funcionan como bombas de reflujo del
antibiotico; donde éste es expulsado a velocidades mayores que las
relacionadas con su previa difusion hacia el interior; por lo que, no
alcanzan proporciones intra-microbianas que afecten significativamente
la bacteria.’

Inactivacion por modificacion del farmaco: el prototipo de este
mecanismo alude a la escision hidrolitica del anillo B-lactamico de las
penicilinas y cefalosporinas, via la accién de B-lactamasas bacterianas.
El anillo lactdmico de 4 miembros representa la parte activa de la
molécula y su modificacion reditia en una estructura abierta (acido
peniciloico) que no es reconocida por sus receptores. Los
aminoglucésidos pueden ser inactivados por al menos 3 clases de
enzimas, las cuales agregan diferentes sustituyentes a la molécula
original, redituando en estructuras incapaces de reconocer su sitio de
accion.’

Modificacion estructural del “blanco de accién”: un ejemplo tipico de
esta estrategia implica a ciertas especies resistentes a eritromicina, las
cuales monometilan o dimetilan un residuo especifico de adenina, dicha
modificacion es catalizada por la enzima Erm, una metil transferasa que
disminuye la afinidad de macrolidos y estreptograminas por el RNA.2
Tolerancia: implica inhibiciéon del crecimiento que puede atribuirse a

falta de activacion de las enzimas autoliticas en la pared celular.”

En la actualidad las cepas de S. aureus tienen un amplio rango de resistencia a

los antibidticos y se pueden encontrar cepas resistentes y multirresistentes.

*°]
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1.8 Resistencia a antimicrobianos en Staphylococcus aureus

1.8.1 Antibiéticos B-lactamicos: generalidades, estructura quimica,
clasificacion y mecanismo de accion.

Tras 70 afos de uso clinico, que se iniciaron con la administracién de penicilina
a un paciente con sepsis estafilococica en 1941, los beta-lactamicos son los
antimicrobianos mas prescritos tanto en atencidn primaria como en hospitales.
A pesar de que no se dispone de ningun beta-lactamico realmente nuevo
desde hace mas de dos décadas, el aumento incesante de las resistencias y
los avances en el conocimiento de sus mecanismos moleculares han
condicionado que exista una gran cantidad de informacién.’

La penicilina fue aislada del Penicillum notatum por Fleming, en 1929. Este
aislamiento fortuito proporcioné frutos hasta los trabajos de Florey en 1941, e
hizo posible la produccién comercial de penicilina G. En 1928, Fleming
encontré6 que el hongo Penicillum producia una sustancia que denomino
Penicilina, la cual inhibia el crecimiento de Staphylococcus aureus.

La estructura basica de la mayoria de las penicilinas comerciales consiste en
un nucleo formado por tres componentes: un ciclo de tiazolidina y el anillo beta-
lactamico formando el acido 6-aminopenicilanico, estructura que deriva de la
condensacion de una molécula de valina y de una cisteina para dar lugar al
anillo caracteristico, finalmente la cadena lateral en la posicion 6, determina en
gran medida el espectro antibacteriano y las propiedades farmacolégicas de
cada penicilina en particular.”-%12

En resumen, la presencia de un anillo betalactamico define quimicamente a
esta familia de antibidticos, de la que se han originado diversos grupos:
penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas, monobactamas e inhibidores de las
betalactamasas.® (Ver cuadro 2)

Las cefalosporinas son farmacos estructuralmente similares a las penicilinas,
cuya estructura basica esta constituida por el nucleo cefem, que consiste en la
fusion de un anillo dihidrotiacinico (en lugar del anillo tiazolidinico caracteristico
de las penicilinas) y un anillo betalactamico. La introduccion de modificaciones
de las cadenas laterales origina las diversas cefalosporinas.” %12

Actualmente, unicamente se emplean en clinica inhibidores de las beta-

lactamasas de estructura quimica beta-lactamica. (Ver cuadro 3)
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Cuadro 2. Clasificacion de antibidticos betalactamicos °

Via de administracion

Grupo
Parenteral Oral
Penicilinas
Sensibles a las betalactamasas
Espectro reducido Bencilpenicilina Fenoxibencilpenicilina

Activas frente a enterobacterias
Activas frente a enterobacterias
¥ Pseudomonas

Resistentes a las betalactamasas
Antiestafilocdcicas
Combinadas con inhibidores

de las betalactamasas

Cefalosporinas
Primera generacidn
Sepunda generacidn
Activas frente a Hasmophilus

Activas frente a Bacteroides
Tercera generacidn

Ampicilina
Carbenicilina, ticarcilina, mezlocilina,
azlocilina, piperacilina

Meticilina, oxacilina, nafcilina

Ticarcilina-dcido clavuldnico, ampicilina-

sulbactam, piperacilina-tazobactam,
amoxicilina-dcido clavuldnico

Cefazolina, cefalotina, cefradina

Cefamandol, cefuroxima, cefonicida,
ceforanida
Cefoxitina, cefotetdn, cefmetazol

Amoxicilina, ampicilina
Indanil-carbenicilina

Cloxacilina, dicloxacilina
Amoxicilina-dcido clavuldnico

Cefalexina, cefradina, cefadroxilo

Cefaclor, axetil cefuroxima, cefprozilo

Espectro ampliado Ceftriaxona, cefotaxima, ceftizoxima Ceftibuteno, cefdinir, cefixima,
cefpodoxima
Espectro ampliado Ceftacidima, cefoperazona, cefepima Ninguna
y anti-Fseudomonas
Carbapendmicos Imipenem-cilastatina, meropenem, Ninguno
ertapenem
Manobactzimicos Aztreonam Ninguno
Cuadro 3. Estructura quimica de los betalactamicos °
NUCLEC DEL ANTIBIOTICO BETALACTAMICO GRUPO ANTIBIOTICO
H H -5
RNt —| | —
CH,
B A E-u-penicilanico Penicilinas
/ CH,
¥ N
o T
H
coor
5
H H H
R,-HH —
H
T-w-cefalosporanico Cefalosporinas
4—N
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> 32
i —




Mecanismo de accién: solo actian sobre bacterias en la fase de crecimiento

913 Los antibidticos beta-lactamicos

que estan sintetizando peptidoglucano
son agentes bactericidas que inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana
e inducen un efecto autolitico. La destruccion de la pared celular bacteriana se
produce como consecuencia de la inhibicidon de la ultima etapa de sintesis del
peptidoglucano.

El peptidoglucano esta constituido por largas cadenas de glucidos (-glucano),
formadas por la repeticion de moléculas de acido N-acetilmuramico y N-
acetilglucosamina. El acido muramico fija cadenas de tetrapéptidos que se
unen entre si para formar una malla, bien directamente (Gram negativos) o
mediante un pentapéptido de glicina (Gram positivos). Los betalactamicos
inhiben precisamente esta unidon de transpeptidacion, ultima etapa de la
sintesis de la pared celular.

De este modo la pared queda debilitada y puede romperse por la presiéon
osmatica intracelular. Los componentes del peptidoglucano se sintetizan en el
citoplasma y son transportados a través de la membrana citoplasmatica al
espacio que existe entre esta y la pared celular. A este nivel existen unas
proteinas con actividad enzimatica (transpeptidasas y carboxipeptidasas), que
son las encargadas de formar los tetrapéptidos unidos. Estas enzimas fijan las
penicilinas y otros betalactamicos, por lo que se llaman proteinas fijadoras de
penicilina (PBP, siglas en inglés de penicillin-binding proteins o PFP por sus
siglas en espariol). #'° Su funcién es alargar, dar forma y dividir a la bacteria.
Los anillos betalactamicos poseen una estructura similar a los dos ultimos
aminodacidos del pentapéptido (D-alanina-D-alanina) y eso permite una unién
covalente en el lugar activo de la transpeptidasa. %1912

Es importante mencionar que los beta-lactdmicos también actuan activando
una autolisina bacteriana enddégena que destruye el peptidoglucano. La lisis se
produce con concentraciones que superan entre 4 y 10 veces la CIM de un
determinado microorganismo. Las bacterias que carecen de autolisina son
inhibidas pero no destruidas, por lo que se dice que son tolerantes. Se define el
fendmeno de tolerancia como la necesidad de una concentracion al menos 32
veces mayor a la CIM para que un antimicrobiano destruya una cepa

bacteriana. ®
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Mecanismos de resistencia de Staphylococcus aureus a antibioticos -

lactamicos

Se han descrito tres mecanismos que explican la resistencia de S. aureus a [3-

lactam

©

icos:

Hiperproduccién de B-lactamasa o resistencia bordeline (borderline
resistant Staphylococcus aureus — BORSA) descrita inicialmente por
McDougal. Su mecanismo es una hiperproduccion de B-lactamasa
estafilococica normal, mediada por plasmidos. Estas cepas producen
altas cantidades de enzimas, lo que hace que la oxacilina o meticilina,
que fueron desarrolladas para resistir la accion hidrolitica de las [3-
lactamasas, sea lenta aunque apreciablemente degradadas,
presentando una resistencia limite a oxacilina con CIM de 1-2 ug/mL.
Esta resistencia se encuentra avalada por la ausencia de PBP'2 en su
pared celular. Las cepas hiperproductoras de [(-lactamasas pertenecen
casi exclusivamente al fagogrupo 94/96 y poseen un plasmido comun de
B-lactamasa estafilococica del tipo A se cree que la accién de la
resistencia no es solo debida a la hiperproduccion, sino también a una

nueva B-lactamasa cuyo gen no se ha encontrado aun.'*"

Modificacion de PBPs: descrito por Tomasz y sus colaboradores,
corresponde a una modificacion minima (modified S. aureus MODSA),
de las PBPs 1, 2 y 4 de peso molecular normal pero con baja afinidad

para antibioticos B-lactamicos. '°

Resistencia intrinseca a meticilina u oxacilina: este tipo de
resistencia se debe a la incorporacion en el ADN bacteriano de un gen,
el mecA. Este gen es un fragmento de DNA cromosomal adicional de 30
a 50 Kb, que posee dos elementos regulatorios (mecR1 y mec I) que

controlan la transcripcion del gen mecA. ' (Ver figura 5)
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Figura 5. Localizacion celular de cada uno de los componentes que intervienen

en el mecanismo de resistencia a meticilina por medio del gen mecA.
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Mecanismos de resistencia a través de B-lactamasas

Kirby, fue el primero en demostrar que la penicilina se inactiva por cepas
resistentes a la penicilina de S. aureus. Bondi y Dietz identificaron
posteriormente el papel especifico de B-lactamasas. Actualmente, mas del
90% de los aislamientos de estafilococos producen B-lactamasas .

El gen de la B-lactamasas es parte de un elemento transponible situado en un
plasmido grande, a menudo con otros genes de resistencia a los
antimicrobianos.

La resistencia a la penicilina es mediada por Blaz, el gen que codifica
B-lactamasas. Este es una enzima extracelular sintetizada en los estafilococos
cuando son expuestos a los antibidticos B-lactamicos, se encarga de hidrolizar
el anillo de los antibidticos [-lactamicos, causando la inactivacion de los

mismos.

*°]

— i —

35



Blaz esta bajo el control de dos genes reguladores adyacentes, el antirepresor
blaR1 y el represor Blai. Estudios recientes han demostrado que la via de
senalizacion responsable para la sintesis de (B-lactamasas requiere la escision
secuencial de las proteinas reguladoras BlaR1 y Blai. La hipotesis es que la
proteina actia como proteasa que escinde el represor Blai, directa o

indirectamente y permite a Blaz sintetizar la enzima."" (Ver figura 6)

Figura 6. Induccién de la sintesis de B-lactamasas estafilocécicas en la

presencia de B-lactamicos "’
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La proteina de unidon al ADN Blai se une a la region del operador, por lo tanto la
represion de ARN permite la transcripcion de Blaz y blaR1- Blai. En ausencia de
penicilina, las B-lactamasas se expresan en niveles bajos. Il. Cuando se estimula
BlaR1 trasciende una reaccion autocatalitica. Ill-IV. La activacion directa o indirecta de
BlaR1, (a través de una segunda proteina, BlaR2) une Blai en fragmentos inactivos, lo
que permite la transcripcion de Blaz y blaR1. V-VII. La existencia de B-lactamasas y
enzimas extracelulares codificadas por Blaz (V), hidrolizan el anillo B-lactamico de la

penicilina (VI), de tal modo que la inactiva (VII).

La adquisicién de esta resistencia se debe principalmente al intercambio de
manera horizontal de genes que son transportados por elementos genéticos
moviles como plasmidos, transposones (Tn) y secuencias de insercion (IS).

(Ver cuadro 4)
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Cuadro 4. Principales antibiéticos que han generado resistencia en cepas de

Staphylococcus aureus *

Antibidtico Genes de resistencia Producto del gen Mecanismo de Localizacion
resistencia
Penicilina blaz B-lactamasa Hidrdlisis  enzimatica | Plasmidos; Tn552
del nucleo B-lactamico
B-lactamicos mecA PBP2a Afinidad reducida al an- | Cromosoma SSCmec;
tibiotico Tn4291
Aminoglucésidos aacA-aphD Acetiltransferasa, Fos- | Modificacién por | Cromosoma; plas-
fotransferasa acetilacion 0 [ midos; Tn4001,
fosforilacion Tn5404, Tn5405
Macrolidos, lincosa- | ermA, ermB, ermC Metilasa Metilacion del rRNA | Plasmidos; Tn554
midas 23S
Macrolidos, ~estrepto- | msrA, vha Acarreadores ABC, Bomba de expulsion. Plasmidos
graminas vat, vatB, Acetiltransferasa Modificacién por aceti-

lacion

Tetraciclinas

tetK, tetL, tetM

Sistemas clase K, L y
M

Bombas de expulsion
Proteccion ribosomal

Plasmidos, Tn916

Rifampicina Rif RNA polimerasa Mutacion en la | Cromosoma
subunidad B de la RNA
polimerasa
Acido fusidico fusA, fusB Factor de elongacion G | Alteracion del factor de | Plasmidos
elongacion G
Quinolonas par Componente ParC dela | Mutacién en la subu- | Cromosoma
gyrA o gyrB topoisomerasa IV nidad A de la girasa y
Componentes GyrA o | topoisomerasa IV
GyrB de la girasa
Mupirocina mupA Isoleucil tRNA sinte- | Produccién de una Iso- | Plasmidos
tasa leucil tRNA sintetasa
modificada
Trimetoprim- dfrA Dehidrofolato reducta- | Afinidad reducida de la | Cromosoma
sulfametoxazol SulA sa (DHFR) Dehidrop- | DHFR. Cromosoma, Tn4003
teroato sintasa Sobreproduccion  de
acido p-aminobenzoico
Glicopéptidos Van Peptidoglicano alterado | Se atrapa la | Cromosoma; Plas-
D-Ala-D-Lac vancomicina en la | midos; Tn1546
pared celular.
Sintesis de un
dipéptido que reduce la
afinidad de la
vancomicina
Oxazolidinonas Rrn rRNA 23S Mutacion en el dominio [ Cromosoma
V. del rRNA 23S,

interfiere con la union
ribosomal

Quinupristina-

Q:ermA, ermB, emC

Metilasa ribosomal

Reduce la afinidad a la

Cromosoma; plasmidos

dalfopristina (Q-D) D: vat, vatB Acetiltransferasa subunidad  ribosomal | Plasmidos
23S.
Modificacién
enzimatca de la
dalfopristina

Cloramfenicol Cat rRNA 50S Modificacion por acetil- | Plasmidos
transferasa

Fosfomicina fosB Glutation-S-Transfe- Modificacidn en la sin- | Plasmidos

rasa tesis de N-acetil mura-
mico.
(> a7




1.8.2 Macrodlidos (claritromicina): generalidades, estructura quimica y
mecanismo de accion.

Los macrélidos son antibioticos naturales o semisintéticos de caracter basico,
bacteriostatico o bactericida al bloquear la sintesis de proteinas bacterianas a
nivel ribosomal. La claritromicina es un nuevo macrolido semisintético derivado
de la eritromicina que tiene mejor estabilidad en pH acido y no se degrada a
hemiacetal "> ¢ 7.

Se caracterizan por tener un anillo macrociclico de lactona con 14 a 16

miembros, cuyo prototipo es la eritromicina 2. (Ver figura 7)

Figura 7. Estructura quimica de claritromicina
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Mecanismo de accion: se fija a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano e
inhibe la sintesis proteica dependiente del RNA al bloquear la transpeptidacion,
la traslocacion o ambas. '®"’

1.8.3 Sulfonamidas: generalidades, estructura quimica, mecanismo de
accion.

La era moderna de la terapéutica antiinfecciosa empezo6 en 1932, al utilizarse el
prontosil por primera vez. El principio activo de este farmaco fue la
sulfanilamida.

El trimetoprima es un 2,4-diamino-pirimidina (Ver figura 8) que inhibe la sintesis
de las bases pirimidicas bacterianas. En la década de los 70s se demostré su
efecto potenciador sobre diversas sulfonamidas y otros antibiéticos. Su mejor
sinergismo ocurre al combinarlo con sulfametoxazol.'

El trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMZ) es la combinacion de una proporcion

fija de diaminopirimidina (TMP) y una sulfonamida: el sulfametoxazol (SMZ). '®

*°]
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Figura 8. Estructura quimica TMP-SZM
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Mecanismo de accion: actiua a través del bloqueo de la sintesis del folato
bacteriano. El sulfametoxazol, analogo del acido paraaminobenzoico, inhibe la
sintesis del acido dehidrofélico. El trimetoprim bloquea la reductasa bacteriana
del dehidrofolato e impide la reduccion del acido dehidrofélico hasta acido

tetrahidrofdlico. Las intervenciones secuenciales en la sintesis microbiana del

folato inhiben la sintesis de la timidina causando la lisis bacteriana.'>'®!”
SULFONAMIDAS TRIMETOPRIM
PABA »  ACIDO DIHIDROFOLCO —  ACIDO TETRAHIDROFOUCO
(4cido tetrahidrofalico) (dihicrofolato reductasa) l
BAJA SINTESIS DE PURINAS

Mecanismo de resistencia: una mutacion bacteriana puede originar una

sobreproduccion de PABA (acido p-aminobenzoico). 2

>
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1.8.4 Rifampicina: generalidades, estructura quimica, mecanismo de
accion.

La rifampicina es un antibiético macrociclico complejo semisintético, producido
por el hongo Streptomyces mediterraneus, que se aislo por primera vez en
1957.

Se caracteriza por una estructura natural en forma de asa y es soluble en
solventes organicos. Es importante sefialar que esta estructura no se observa

en otros antibidticos. 2 (Ver figura 9)

Figura 9. Estructura quimica de la rifampicina
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Mecanismo de accion: ejerce un efecto bactericida y es de los pocos
antibioticos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos y actuan uniéndose a la
RNA polimerasa dependiente de ADN, y por tanto, inhibe la formacion
dependiente de ADN y la formacién de todos los tipos de ARN en bacterias.

La polimerasa del ARN dependiente de ADN en las células de mamiferos no es
inhibida. Su mecanismo de accién es unico, no lo posee ningun otro
antibiotico.'® 1% 1310

Mecanismos de resistencia: todos los microorganismos desarrollan
rapidamente resistencia a este antibiético por mutacién cromosémica, tanto “in
vitro” como “in vivo”, la cual consiste en modificacién del receptor en la enzima

ARN polimerasa. '?

40
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1.8.5 Tetraciclina: generalidades, estructura quimica, mecanismo de
accion

Todas las tetraciclinas son antibioticos, fundamentalmente bacteriostaticos y de
amplio espectro. Se dividen en tres grupos de acuerdo a sus diferencias
farmacoldgicas: a) compuestos de accion corta; b) grupo intermedio y c)
compuestos de accion prolongada y de mas reciente produccion. %1216

Su estructura base consiste en 4 anillos conocidos como nucleo hidronaftaceno
(Ver figura 10)

Figura 10. Estructura quimica de la tetraciclina

Mecanismo de accién: actuan sobre los microorganismos sensibles
inhibiendo la biosintesis proteica. Una caracteristica es que aunque los
ribosomas 70S son mas sensibles, estos antibidticos también ejercen accién
sobre ribosomas 80S. A nivel molecular las tetraciclinas inhiben la transcripcion
del mensaje genético al impedir la union del aminoacil ARN de transporte
(incluyendo el de iniciacion el formal-metionina-ARN-transportador) con el sitio
A (aceptor) de la subunidad 30S del ribosoma; no ejercen ningun efecto sobre
el sitio P (donador) de dicha subunidad. Por lo tanto, impiden la iniciacion de la
cadena polipéptidica. '>1°

Mecanismo de resistencia: las bacterias desarrollan resistencia a las
tetraciclinas principalmente al prevenir la acumulacion del antibiético dentro de
la célula. Es raro que el antibiotico sea inactivado biolégicamente o alterado
quimicamente por bacterias resistentes y la resistencia a una tetraciclina
implica resistencia a todas las demas. La adquisicion de resistencia a
tetraciclinas suele ser lenta, progresiva y por multiples escalones. Se manifiesta
sobretodo en estafilococos. EI mecanismo bioquimico responsable conocido es
la disminucion o pérdida de permeabilidad celular.'

*°]
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1.9 Resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus

En la actualidad las cepas de S. aureus tienen un amplio rango de resistencia a
los antibiéticos y se pueden encontrar cepas resistentes y multirresistentes.

La introduccién de la penicilina a principios de los afios 40 como tratamiento de
las infecciones causadas por S. aureus abati®6 de manera importante las
enfermedades ocasionadas por este microorganismo. Sin embargo, un afo
después de su utilizacion ya se tenian cepas resistentes a penicilina. “" Para
1946, en Inglaterra se observd que aproximadamente un 60 % de los
aislamientos de estafilococos fueron resistentes a la penicilina y para mediados
de 1950, los aislamientos de S. aureus mostraron niveles mas elevados de
resistencia. Los primeros aislamientos de S. aureus multirresistentes fueron
detectados en 1957. A principios de los 60°s los estafilococos habian adquirido
resistencia a la gran mayoria de antibiéticos disponibles. Actualmente se
reporta una resistencia a penicilina del 83-93 %, en cepas de S. aureus
aisladas de hospitales y de comunidad. *'"%

Debido a la resistencia a la penicilina de las cepas de S. aureus, a finales de
los afos 50 se introdujeron las penicilinas estables a B-lactamasas y penicilinas
semisintéticas. Entre estas estuvo la meticilina, como antibiotico de eleccion en
el tratamiento de S. aureus. Este farmaco fue introducido en Europa en 1959 y
un afno después se detecto la primera cepa S. aureus meticilina resistente
(“methicillin resistant S. aureus MRSA). En 1963, se reporté el primer brote
nosocomial causado por cepas MRSA. 419 Desde entonces se han notificado
cepas multirresistentes en todo el mundo.

El Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales (National
Nosocomial Infectious Suveillance System, NNIS) de EUA determiné que en
pacientes hospitalizados la prevalencia de cepas MRSA se incremento del 4 %
en 1980 a 31.9 % en 1996. En el 2001 se tenia un 55 % de prevalencia y para
el 2004, lleg6 al 60.7 %. En algunos hospitales se han reportado incidencias de
hasta el 80 %.*"°

En la ultima década el numero de infecciones de MRSA en los Estados Unidos
ha aumentado perceptiblemente. Un informe del afio 2007, “Enfermedades
infecciosas que emergen”, publicacion de los Centros de Prevencion y Control

de Enfermedades (CDC), estimd que el numero de las infecciones de MRSA en
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hospitales se duplico, de aproximadamente 127,000 en 1999 a 278,000 en
2005, mientras que al mismo tiempo las muertes aumentaron de 11,000 a mas
de 17.000. Otro estudio realizado por CDC y publicado el 17 de octubre del
2007 en el Diario de la asociacion médica americana estimé que MRSA ha sido
responsable de 94,360 infecciones serias y se ha asociado a 18,650 muertes
en el 2005.

Las enfermedades graves por MRSA siguen siendo relacionadas con la
exposicion en la asistencia sanitaria:

 Alrededor del 85% de todas las infecciones por MRSA se asociaron con la
salud, y de esos, cerca de dos tercios se produjeron fuera del hospital, mientras
que aproximadamente un tercio se produjo durante la hospitalizacién.
» Alrededor del 14% de todas las infecciones se produjeron en personas sin
riesgos evidentes para la salud.

Aunque las tasas de la enfermedad varian entre los sitios geograficamente
diversos, las tasas globales de la enfermedad fueron mas consistentes entre
las personas mayores (edad> 65), los negros, y hombres.*

La evaluacion de los patégenos causantes de las infecciones confirmé que la
mayoria de las cepas asociadas con estas infecciones graves por MRSA fueron
causadas por cepas tradicionalmente asociadas a la salud. Sin embargo, las
cepas tradicionalmente asociadas con la transmision en la comunidad estan
siendo identificadas en la asistencia sanitaria.*®

En México existe un numero limitado de estudios sobre la prevalencia de cepas
MRSA. De acuerdo a algunos estudios realizados, se ha observado que la
prevalencia de cepas MRSA se ha incrementado rapidamente en hospitales
durante los ultimos afos. Se estima que ha cambiado del 7 % al 30 %. En
1993, en el Hospital General de Ledn, Guanajuato, se identifico una resistencia
a la meticilina del 24 %. En el hospital Civil de Guadalajara, se obtuvieron
resultados que indicaron un incremento en las cepas MRSA del 7 % en 1989 al
20 % en 1998. Sin embargo, en un estudio realizado en el Hospital de Pediatria
del Centro Médico Nacional, Siglo XXI-IMSS, se encontré que la frecuencia de
cepas MRSA vari6 del 17 % al 23 % de 1997 al 2001. En 2002 baj6é al 4 % y en
2003 se tenia un 0 %.

Esta disminucion se debié probablemente a la implementacion de un comité de
infecciones en el hospital.*

*°]
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Evaluaciones recientes han documentado una estabilizacion de esta tendencia,
con sélo el 56% de las infecciones asociadas a dispositivos con S. aureus
reportados como MRSA en 2006-2007. 4°

La incidencia de MRSA en infecciones asociadas al torrente sanguineo ha
disminuido en un 50-70 % entre 2001-2007 segun reportan diferentes unidades
de cuidados intensivos. *'

Un sistema independiente de seguimiento de las infecciones por MRSA
demostré una reduccion del 34% en la incidencia de estas infecciones entre los
pacientes hospitalizados entre 2005 y 2008.4

1.9.1 Penicilinas semisintéticas

Las penicilinas resistentes a (B-lactamasas (oxacilina, meticilina) poseen una
estructura molecular que las protege frente a la accion de B-lactamasas (Ver
figura 11). Sin embargo, el genero Staphylococcus ha desarrollado
mecanismos mas complejos de resistencia frente a este grupo de
antimicrobianos. 2

La resistencia a meticilina se determina utilizando el antibiético oxacilina, por lo
que se ha sugerido que estas cepas deberian llamarse S. aureus resistentes a

oxacilina (oxacillin-resistant S. aureus” ORSA), mas que MRSA.*

Figura 11. Estructura quimica de la meticilina y oxacilina
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Antibidticos B-lactamicos pertenecientes a las penicilinas resistentes a B-lactamasas,
que inhiben la sintesis de la pared celular.
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El elemento central de la resistencia a la meticilina en S. aureus es la
adquisicion horizontal del gen mecA, el cual se encuentra en un elemento
genético movil grande conocido como casete cromosomal estafilococico mec

(staphylococcal cassette chromosome mec SCCmec) *"

, que se inserta en un
sitio especifico del cromosoma bacteriano, cerca del origen de replicacion de S.
aureus. Esta caracteristica es de gran relevancia porque le permite replicarse
en forma temprana y transcribir los genes de resistencia importados. 27

Este casete no es enddgeno de esta bacteria y se encuentra integrado en el

cromosoma. (Ver figura 12)

Figura 12. Representaciéon de un fragmento de DNA cromosémico de MRSA
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Region reguladora del gen mecA compuesta por los genes mecl y mecR1, plasmidos
(Pub110), secuencias de insercion (IS431), transposones (Tn 554) y genes

cromosoémicos de las recombinasas (ccrA 'y ccrB)

El gen mecA codifica para una proteina de unién a la penicilina PBP de 78 kDa,
llamada PBP 2a, (PBP2a, por la sigla en inglés de Penicillin binding protein 2a)
la cual presenta baja afinidad para la meticilina y todos los antibidticos -
lactamicos que se han desarrollado.

La proteina PBP2a continua sintetizando peptidoglucano para la pared celular
aun cuando las PBP normales estén inhibidas por los antibidticos. * 1! 22 2327
Existen cuatro clases genéticas del complejo del gene mec (A-D). En S. aureus
solo se han encontrado las clases Ay B. *

El mecanismo por el cual el gen mecA codifica para la sintesis de PBP2a es el
siguiente: La clase A, contiene dos genes intactos mecl y mecR1, asi como el
gen mecA. El gen mec1 codifica una proteina represora de la transcripcion:
Mecl. El gen mecR1 codifica una proteina de transduccion de sefial MecR1.

*°]
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Las proteinas Mecl y MecR1 regulan la transcripcion inducible de mecA de la
siguiente manera. MecR1 registra la presencia de antibioticos B-lactamicos con
su dominio extracelular de unién a penicilina y activa su dominio citoplasmatico
en forma de proteasa, por rompimiento autocatalitico. Esta proteasa rompe la
proteina represora Mecl que se encuentra unida al sitio operador del gen
mecA, liberando la represidén de la transcripcidon, por lo que se lleva a cabo la
expresion del gen mecA produciéndose la proteina PBP"2a. + 11222327

PBP’2a es una transpeptidasa que cataliza la formaciéon de puentes cruzados

de peptidoglucano de la pared celular bacteriana. * (Ver figura 13)

Figura 13. Mecanismo de resistencia de S. aureus a la meticilina.
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La exposiciéon de mecR1 a antibidticos B-lactamicos induce la sintesis de MecR1 el

cual inactiva a Mecl, permitiendo la sintesis de PBP2a."’
1.9.2 Casette cromosomal estafilococico mec (SCCmec)

SCCmec es una isla gendmica (Gisland), que se inserta al final del extremo 3~

de un marco de lectura abierta (open Redding frame”, ORF) denominado orfX,

cerca del origen de replicacion de S. aureus.

SCCmec recuerda una isla de patogenicidad; sin embargo, no contiene genes

de virulencia. En este sentido se le conoce como una isla de resistencia a

antibiéticos, ya que aparte de conferir resistencia a todos los antibidticos -

lactamicos, contiene genes de resistencia adicionales como consecuencia de la

integracion de plasmidos y transposones en el casete cromosomal.*

El SCCmec tiene tres componentes genéticos esenciales:

o el complejo de genes mec, esta compuesto por el gen mecA y sus genes
reguladores, mecR1 y mecl, que pueden aparecer intactos o truncados en

diferentes aislamientos y son completamente funcionales, ademas de

*°]
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conferir una mayor represion en la expresion de PBP2a. EI complejo mec

contiene ademas el elemento de insercion IS431mec, que ha sido asociado

con genes que codifican resistencia a diversos antibidticos y al mercurio.

Con base en su estructura se han identificado cuatro clases de complejo

mec: A, B, C, D.

Las clases A y B son mas comunes en S. aureus y la C en Staphylococcus

haemolyticus; sin embargo, se detecté un nuevo tipo de casete SCCmec en

S. aureus que presento la clase C.22 La clase D se ha detectado solo en

Staphylococcus hominis.*?’

el complejo de genes ccr, que codifica para recombinasas sitio especificas

responsables de la movilidad de SCCmec. Hasta la fecha se han reportado

cinco tipos de ccr; cuatro de ellos son alotipos denominados del 1 al 4, que
comparten aproximadamente el 80% de la identidad y presentan los genes
ccrA y ccrB; el quinto tipo, recientemente descrito, denominado ccr5 o ccrC,

presenta el gen ccrC y no se encuentra relacionado con los genes ccrA y

cerB. %’

e region conocida como J (junkyard), conformada por elementos cuya
constitucién puede variar, sin ser todos ellos fundamentales. Comprende
tres fragmentos denominados J1, J2 y J3; puede contener plasmidos o
transposones portadores de genes de resistencia a antibidticos no B-

lactamicos y a metales pesados.*?’

Se ha reportado que el SCCmec no esta restringido a la movilidad del gen
mecA; él posee elementos adicionales, denominados no mec, que contribuyen
a la supervivencia y al potencial patogénico de S. aureus. Entre los elementos
no mec se encuentran secuencias que codifican para resistencia a metales
pesados como el mercurio (SCCmer), o al acido fusidico (SCC MSSA, por la
sigla en inglés de Staphylococcal cassette chromosome methicillin-susceptible
S. aureus) secuencias para biosintesis capsular (SCCcap1), para la proteccién
del ADN por sistemas de modificacion-restriccion (SCCCI) y para el
catabolismo de la arginina (ACME, por la sigla en inglés de Arginine catabolic
mobile element). La mayoria de estos elementos han sido reportados en
estafilococos coagulasa negativa lo que sugiere, nuevamente, su transferencia

desde estas especies a S. aureus

*°]
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Tipos de casete cromosémico mec (SCCmec)

Diferentes combinaciones de las clases del complejo mec y de los alotipos del
complejo ccr generan varios tipos de casete SCCmec. Ademas, variaciones en
la region J, aun teniendo la misma combinacién de los complejos mec y ccr,
definen los subtipos o variantes.

En la actualidad se han descrito 6 tipos de SCCmec designados de | a VI; sus
tamanos varian de 20 kb a 68 kb. (Ver figura 14)

Los tipos I, Il y Il se han asociado frecuentemente con infecciones
nosocomiales; en contraste, los tipos IV y V se han encontrado en cepas de
MRSA de la comunidad.*?

Recientemente se describié una variante del SCCmec, similar al tipo IV, pero
portadora de un nuevo alotipo, el ccrAB4, que fue denominado tipo VI.

Los tipos Il y lll se caracterizan por contener muchos determinantes de
resistencia a antibiéticos no B-lactamicos y por su mayor tamafo, el Il de 52 kb
y el lll de 66 kb.

Los tipos I, IV y V solo contienen genes para recombinasas, genes
estructurales y reguladores de la resistencia a meticilina, carecen de elementos
transponibles y de genes que codifiquen para resistencia a antibiéticos no
betalactamicos.

El tipo V se diferencia de los otros por contener un grupo de genes foraneos
que codifican para un sistema de restriccion-modificacion que parece estar
involucrado en la estabilizacién del elemento en el cromosoma. En la década
de los afos 70, el elemento tipo IV se asocié con Staphylococcus epidermidis;
sin embargo, solo a partir de los afios 90 se reporté su asociacion frecuente
con S. aureus, lo que sugirid un evento de transferencia horizontal de mecA
entre dos especies de estafilococo diferentes, una patégena y otra comensal.*
23. 27 Estudios recientes indican que los SCCmec tipos | y IV se encuentran

circulando en cepas MRSA en México.*"
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Figura 14. Disposicion de los tipos SCCmec I-V. Los principales elementos de

los cinco tipos SCCmec %
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Origen del SCCmec

No se ha informado el elemento SCCmec en bacterias de otros géneros y su
origen es aun desconocido, asi mismo, se desconoce su mecanismo de
transferencia pero esta demostrado que ocurre en forma horizontal entre
especies de Staphylococcus. Existe una teoria segun la cual los genes ccr y
mec fueron transferidos inicialmente a un estafilococo coagulasa negativa a
partir de una fuente aun desconocida, que en esa especie sufrieron una
delecién de los genes reguladores mec antes de ser transferidos a S. aureus y
dar origen al MRSA.

La presencia de la secuencia de insercion 1S1272, caracteristica de
Staphylococcus haemolyticus, en los tipos SCCmec | y IV, sugiere que esta
secuencia fue transferida de esta especie a S. aureus. Existe evidencia de que
la historia evolutiva del SCCmec es independiente de la del gen mecA. Esto lo
demuestra el hecho de que el SCCmec puede existir en forma independiente
del gen mecA, y que este ultimo puede existir en ausencia de los elementos
que componen el SCCmec, como ocurre en especies de estafilococos

coagulasa negativa.
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1.9.3 Caracteristicas importantes a destacar de la resistencia intrinseca a

meticilina

¢ Responsable de la induccion de la sintesis de PBP2a, capaz de mantener la
integridad de la pared celular durante el crecimiento y la division celular
cuando las enzimas habituales son inhibidas por los antibiéticos p-
lactamicos. Experiencias experimentales muestran que cepas sensibles a
meticilina carecen de ella.
e La expresion del gen puede ser constitutivo o inducible. mecA y su DNA
asociado son elementos moviles.
e Esta altamente conservado entre las distintas especies del género
Staphylococcus. *°
Dada la complejidad de este mecanismo de resistencia, se ha considerado
poco probable que haya surgido por la presion selectiva ejercida por la
introduccién de los medicamentos B-lactamicos. Aun no esta claro el origen del
gen mecA pero se ha propuesto que pudo haber evolucionado mucho tiempo
atras, en especies de estafilococo libres de B-lactamasas que se encontraban
bajo presidn selectiva por la penicilina, cuando se inicié su utilizacion intensiva
como medida profilactica en veterinaria, luego de su introduccion para uso en
humanos. En este contexto, se presenta Staphylococcus sciuri, un colonizador
frecuente de animales domésticos, como una de las especies implicadas; en él
se identificd un gen mecA homdlogo, con un alto porcentaje de similitud con el
de S. aureus. La mayoria de los aislamientos de esta especie fueron
susceptibles a antibiéticos B-lactamicos, incluyendo la meticilina; sin embargo,
se ha demostrado que las cepas susceptibles pueden ser convertidas a

resistentes en el laboratorio, lo que revela su facilidad de adquirir resistencia. 27
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1.9.4 Distribucién clonal de las cepas de Staphylococcus aureus

meticilino resistentes

En la actualidad, la tipificacion molecular juega un papel importante en el
diagndstico y manejo de infecciones estafilocdcicas; aportando nuevos datos
gue han dado origen a la epidemiologia molecular. 45

Existen diversos métodos de tipificacion: serotipificacion, electroforesis por
multilocus enzimatico, polimorfismos de fragmentos largos de restriccion,
ribotipificacién, polimorfismos de la vecindad del gen mecA, electroforesis de
campos pulsados Yy tipificacion por secuencia de multilocus (MLTS), pero hasta
el momento ninguno de estos métodos ha sido adoptado como estandar
internacional.’

Algunas cepas de Staphylococcus aureus en anos recientes, después de
analizar una gran coleccion de cepas MRSA que circulan en diferentes areas
geograficas del mundo y de diferentes periodos se encontré que las cepas
MRSA tienen una estructura clonal conservada y que se cuenta con un numero
reducido de clonas con la capacidad de diseminacion global. Estas se conocen
como clonas MRSA pandémicas, dos esfuerzos independientes han sido

descritos recientemente para establecer las relaciones epidemioldgicas.

1. ElI primer proyecto realizado CEM/NET Centro de Epidemiologia
Molecular, el estudio incluyo aislamientos de Europa, América Latina,
EUA, Taiwan, China y los primeros aislamientos de MRSA recuperados
en Dinamarca e Inglaterra. Esta tipificacion molecular se realizé para
mas de 3000 cepas de MRSA y dio como resultado la identificacion de
cinco clonas de pandémicas: Clona lIbérica, Clona Brasilefia, Clona

Hungara, Clona Nueva York/Japén y Clona Pediatrica.*® (Ver cuadro 5)

2. El segundo se baso en el analisis por MLST de clonas de MRSA vy la

creacion de una base de datos central en el sitio www.mlst.net.®
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Cuadro 5. Distribucién de las principales clonas de Staphylococcus aureus

Meticilino resistentes °

Clona Pais o Ciudad Ano de
adscripcion
Clona Ibérica Espana, Portugal, Italia, Reino
Unido, Alemania, Bélgica, Francia, 1989

Republica Checa y EUA.

Clona Brasilena Brasil, Portugal, Argentina,

Uruguay, Chile y Republica Checa. 1992
Clona Pediatrica Portugal, Polonia, EUA y Argentina 1992
Clona Hungara Hungria, Taiwan y China. 1997
Clona Nueva Nueva York, Nueva Jersey,
York/Japon Pensilvania, Connecticut, EUA, 1998

Tokio, Japdén y México.

La determinacion de las clonas en América Latina es reciente y se encontré
que la clona Brasilena es la que predomina y persiste en Brasil (97 %),
Argentina (86 %), Uruguay (100 %) y Chile (56 %). Sin embargo, en México se
encontro una clona diferente denominada M.

La clona M, detectada en 1997, logré desplazar completamente en el 2002 a la
cepa Nueva York/Japon, que se introdujo en el hospital en 2001.

La diseminacion de las clonas MRSA en amplias zonas geograficas refleja su
amplia habilidad para causar infecciones, persistir y diseminarse de una regién
a otra, mas aun a diferentes continentes.’

La conclusioén global de estos estudios fue que los MRSA tienen una estructura
clonal conservada en comparacidén con los S. aureus sensibles a meticilina, y
que un numero reducido de clonas cuenta con la capacidad de diseminacion

global®
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1.9.5 Principales caracteristicas y diferencias entre las cepas HA-MRSA y
CA-MRSA

Desde el punto de vista microbiolégico las cepas CA-MRSA son genéticamente

diferentes del clasico S. aureus meticilina multirresistente que se conoce del

ambito hospitalario. Poseen atributos de virulencia especificos:

*°]
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existe una exotoxina, la leucocidina de Pantone-Valentine, habitualmente
presente en menos de 5% de S. aureus y asociada con procesos
inflamatorios severos en piel y partes blandas, asi como en la neumonia
necrotizante.

poseen mayor rapidez de duplicacién celular y una alta capacidad de
diseminacion.

los genes de resistencia a meticilina se encuentran en una region de
reciente identificacion (SCCmec IV o V) distinta a la que poseen los MRSA
hospitalarios clasicos, que no contienen los genes de resistencia a
antibiéticos adicionales que son tipicos de las cepas HA-MRSA. Debido a
esto so6lo son susceptibles a los antibidticos B-lactamicos y ocasionalmente
a la eritromicina.

Sélo unas pocas clonas de CA-MRSA se han diseminado a través del
mundo. Se han identificado dos clonas principales, la USA300 y la USA400.
La clona USA300 se ha localizado en jugadores de futbol y presos, mientras
que la cepa USA400 se ha encontrado en varias poblaciones étnicas.

La clona USA300 ha causado brotes epidémicos de infecciones de la piel y
tejidos blandos en individuos sanos en 21 estados de EUA, Canada y
Europa. Se cuenta ya con la secuencia completa de su genoma. Ademas
del gen PVL y del SCCmec |V, cuenta con un nuevo elemento genético
movil que codifica una via para la desaminacion de la arginina. Se le
denomina elemento genético movil para el catabolismo de la arginina
("arginine catabolism mobile element", ACME), y puede contribuir al
crecimiento y supervivencia de la clona USA300. Este elemento se
encuentra normalmente en S. epidermis, por lo que se sugiere una
transferencia a partir de estos estafilococos a la clona USA300.

El origen de las cepas CA-MRSA todavia esta sujeto a debate. Una

posibilidad es que sean descendientes silvestres de cepas hospitalarias, por
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medio de una transformacion vertical. Sin embargo, en un estudio donde se

compararon cepas hospitalarias con las de la comunidad, no se encontr6

una relacién entre las cepas HA-MRSA y las CA-MRSA. Otra posibilidad es

que las cepas comunitarias surjan como consecuencia de una transferencia

horizontal de los genes de la resistencia a meticilina.

Cuadro 6. Principales caracteristicas y diferencias entre las cepas
HA-MRSA CA-MRSA *

Cepas MRSA hospitalarias
(HA-MRSA)

Resistentes a multiples antibidticos.

Contienen SCCmec tipos I, Il y III.

Presentan una gran cantidad de
toxinas.

Producen wuna gran cantidad de
procesos infecciosos.

Cepas aisladas en pacientes con
factores de riesgo nosocomial.

Cinco clonas pandémicas: Ibérica,
Brasilena, Hungara, Nueva York /
Japén y Pediatrica.

©

Cepas MRSA adquiridas en la

comunidad

(CA-MRSA)
Resistentes por lo general sélo a
antibiéticos B-lactamicos y

ocasionalmente a eritromicina.
Contienen SCCmec tipos IVy V
Presentan sélo unas pocas toxinas en
especial la Leucocidina Pantone-
Valentine.

Producen principalmente infecciones
en la piel y tejidos blandos, neumonia
necrotizante y septicemia.

Cepas aisladas en la comunidad en
pacientes que no tienen factores de
riesgo de una infeccién nosocomial.
Dos clonas principales: la USA300 y
la USA400.
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1.9.6 Importancia clinica de MRSA

En afos recientes las infecciones por S. aureus han reemergido debido a que
la bacteria se ha vuelto resistente a los antibidticos con los que normalmente se
les combate.

Desde hace muchos afos se han reportado brotes epidémicos de S. aureus
por todo el mundo. Estos se han detectado en una gran variedad de lugares,
como hospitales, centros de atencioén y clinicas, y en afios recientes, en la
comunidad.

Actualmente, estos brotes se dividen en infecciones nosocomiales e
infecciones adquiridas en comunidad.

1.9.6.1 Infecciones nosocomiales

Son un problema relevante de salud publica de trascendencia econémica y
social. Son de importancia clinica y epidemioldgica debido a que presentan
altas tasas de morbilidad y mortalidad. Las infecciones nosocomiales se
definen como aquellas infecciones que no estaban presentes al momento en
que el paciente ingreso al hospital *, el CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) define como infeccion nosocomial el simple hecho de que éste se
aisle de un paciente tras mas de 48 h de estancia hospitalaria siempre que no
presente signos de infeccidén por ese microorganismo al ingreso.31

En EUA se reporta una incidencia promedio de 3 al 5 %. En México se tiene
reportado un promedio del 10 al 15 %. El impacto mas importante de este
problema es la mortalidad, la cual se estima en promedio de 5 %. Por ejempilo,
se estima que en México, en 1996 de los 6 600 000 pacientes que recibieron
atencion médica hospitalaria, entre 600 000 y 750 000 presentaron infeccién
nosocomial y de éstos murieron entre 30 000 y 45 000 por esta causa. El area
hospitalaria con mayor frecuencia de infecciones nosocomiales es la Unidad de
Terapia Intensiva.

Los estafilococos se han reconocido como un grave problema en los hospitales
y se han establecido politicas de rutina sobre la vigilancia de enfermedades
estafilocdcicas adquiridas en los hospitales. * S. aureus es la principal causa
de infecciones adquiridas después de una operacién y la segunda causa mas
frecuente de neumonia nosocomial vy bacteriemia." Las infecciones

nosocomiales por S. aureus representan un gasto elevado.
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En México se cuenta con la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiologica
(RHOVE), la cual reporté que en el periodo de 1998-2003, S. aureus ocupo el
tercer lugar en morbilidad y cuarto lugar en mortalidad. En un estudio realizado
en hospitales pediatricos, se encontré que S. aureus ocupa el cuarto lugar de
microorganismos causantes de infecciones nosocomiales. Diversos estudios de
vigilancia de las infecciones nosocomiales en México indican que del 8.3 al
36% de estas infecciones se debe a S. aureus.

Entre las infecciones nosocomiales en la actualidad se tiene un aumento en el
numero de brotes epidémicos debido a cepas de S. aureus que son resistentes
a la meticilina. Las cepas MRSA son el patdgeno resistente a antibioticos mas
comunmente identificado en los hospitales de EUA., a estas cepas se les
denomina MRSA adquiridas en hospitales (HA-MRSA).

Este aumento en infecciones de cepas MRSA se debe a varios factores, que
incluyen el uso de antibidéticos de amplio espectro, un mayor numero de
pacientes inmunocomprometidos en los hospitales y una mayor utilizacion de
medios invasivos, como catéteres y sondas, que facilitan la entrada y
colonizacion de cepas MRSA a la sangre y tejidos.

1.9.5.2 Infecciones adquiridas en la comunidad.

Hasta hace pocos afios las infecciones por S. aureus meticilina resistentes
generalmente se adquirian dentro de los hospitales. Sin embargo, a finales de
los anos 90, emergieron cepas MRSA en adultos y nifios sanos en las
comunidades, las cuales dieron origen a infecciones *°

La adquisicion de estas cepas se realiza fuera de los tradicionales factores de
riesgo de las cepas MRSA hospitalarias, son susceptibles a pocos antibioticos
y presentan la inclusion de factores de virulencia especificos. Las cepas de S.
aureus que causan estas infecciones se han denominado cepas MRSA
adquiridas en la comunidad ("community-acquired MRSA", CA-MRSA). #1°
Para clasificar una cepa de S. aureus como CA-MRSA se debe cumplir con la
condicién de que sea una cepa aislada en la comunidad en pacientes que no
tienen los factores de riesgo de una infeccién nosocomial MRSA. 4192°

Las cepas CA-MRSA representan un problema muy serio, y los primeros
reportes que llamaron la atencion sobre ellas fueron las muertes por neumonia

necrotizante de cuatro nifios sanos en EUA entre 1997 y 1999.

*°]
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La prevalencia de las cepas CA-MRSA en personas sin factores de riesgo
nosocomial que viven en la comunidad esta en aumento.

Se han producido varios brotes epidémicos de CA-MRSA en los ultimos 6 y 8
afnos. Algunos de estos brotes se han registrado en: carceles, equipos de futbol
americano; militares, homosexuales, y nativos americanos de Alaska y de las
Islas del Pacifico. En todos estos casos la poblacién afectada no tenia los
factores de riesgo establecidos para adquirir infecciones por HA-MRSA.

Los sintomas clinicos causados por CA-MRSA son principalmente infecciones
en la piel y tejidos blandos, neumonia necrotizante y septicemia. * #° Sin
embargo, se han reportado enfermedades que no son tipicas de los
estafilococos. *

En EUA los Centros de Prevencion y Control de Enfermedades (CDC), han
realizado recientemente un estudio nacional para determinar la prevalencia y
colonizacion de S. aureus y cepas MRSA en la poblacion.

En este estudio se encontrdé que el 32.4% de la poblacion es portadora de S.
aureus y el 0.8% esta colonizado con cepas MRSA. Se estima que 89.4
millones de estadounidenses presentan S. aureus y 2.3 millones son
portadores de cepas MRSA. Ademas que la prevalencia de colonizacion es
mayor entre la poblacion de 6 a 11 afios. *

Otro estudio realizado revela que en los anos 2003-2004, aproximadamente el
29% (78,9 millones de personas) y 1,5% (4,1 millones de personas) de la
poblacién de los E.U. fue colonizada en la nariz con S. aureus y MRSA,
respectivamente.®’

En 2005, hubo un estimado de 478,000 hospitalizaciones en E.U. con
diagnéstico de infeccion por S. aureus. De ellos aproximadamente 278 mil
hospitalizaciones fueron relacionadas con MRSA. Esto incluye las personas
admitidas en el hospital para el tratamiento de una infeccion que fue adquirido
o producido fuera del hospital.*®

Hasta hace poco se encontraba que las cepas MRSA estaban poco
diseminadas en la comunidad, por lo que se pensaba que posiblemente estas
cepas presentaban una desventaja bioldégica en relacidn con las cepas
susceptibles a la meticilina. Sin embargo, este panorama parece haber
cambiado debido a una nueva aparicion de las cepas CA-MRSA (Ver figura
15). Estudios recientes han demostrado un aumento sustancial en la tasa de

*°]
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colonizacion nasal de cepas MRSA en la comunidad, e indican el cambio en el
perfil epidemioldgico de las cepas MRSA en la comunidad sugiriendo que las
cepas CA-MRSA han adquirido dos propiedades importantes. Primero, tienen
la habilidad para colonizar eficientemente. Segundo, poseen una variedad de
factores de virulencia que son necesarios para causar una serie de
enfermedades, desde una simple furunculosis hasta abscesos profundos,
osteomielitis, neumonia necrotizante y sepsis, con peligro de muerte. Esta
combinacién de factores demuestra la profunda adaptabilidad de S. aureus. *
Se puede representar graficamente el comportamiento de los diferentes
fenotipos y clonas asociadas a las cepas CA-MRSA y HA-MRSA durante los
afnos comprendidos entre 2001 y 2006, es importante destacar la aparicion en
el ambito hospitalario de éstas cepas comparadas con la disminucion de cepas
HA-MRSA en infecciones hospitalarias, observandose que las cepas que
presentan el casette estafilocécico tipo | y Il son sensibles a SXT, este estudio
destaca la importancia de establecer el tipo de clona del que se trata para la
optimizacién del tratamiento en los servicios de salud privada y publica. (Ver
figura 15y 16).

Figura 15. Representacion grafica de la evolucion de diferentes fenotipos y

clonas asociados a infecciones comunitarias
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Figura 16. Representacion grafica de la evolucion de diferentes fenotipos y

clonas asociados a infecciones hospitalarias
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En el presente trabajo se han analizado las generalidades y mecanismos de

resistencia del microorganismo Staphylococcus aureus ademas de la aparicion

de nuevas cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. Estas

ultimas apareciendo en el ambito hospitalario y en la comunidad provocando

grandes pérdidas humanas como econémicas.

La importancia del tema radica en conocer el impacto que tienen las cepas

MRSA desde el punto de vista clinico, lo cual en las ultimas décadas se ha

convertido en una problematica a nivel mundial. Entre los puntos importantes a

destacar se encuentra que:

e La mortalidad atribuible a infecciones por MRSA es del 21 % vs 8 % de las

originadas por Staphylococcus aureus sensible a meticilina.*’

e Las infecciones que se producen durante las cirugias mayores (ver figura

17) no solo aumentan la inestabilidad del paciente sino que también

provocan altisimos costes econdémicos. Un estudio realizado a 659

pacientes en diversos hospitales del estado de Carolina (EU) evalua estos

costes y plantea indicadores para justificar la inversién en prevencién de

*°]
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este tipo de infecciones. Segun este estudio las infecciones de origen
quirurgico, producidas principalmente por Staphylococcus aureus resistente
a la meticilina (MRSA), multiplican por 7 el riesgo de muerte del paciente,
aumentan 35 veces el riesgo de reingreso hospitalario, provocan mas de 3
semanas de hospitalizacion adicional y conllevan mas de 60.000 ddlares de
gastos adicionales en comparacion con los casos no infectados. El impacto
atribuible de Staphylococcus aureus y la resistencia a la meticilina en los
resultados de los pacientes quirurgicos es sustancial.  El estudio concluye
que la prevencion de un sélo caso de infeccidon quirurgica por MRSA puede
representar un ahorro para los hospitales de hasta 60.000 dolares y estima
en 10 billones de ddlares anuales los costes que este tipo de infecciones

provocan en el sistema sanitario de E.U. *®

En un curso que se impartié en marzo 2008, “Antimicrobianos: Implicaciones y

pronésticos” por el Dr. Javier Murillas se dieron a conocer los siguientes datos
extraidos de estudios publicados en la revista Clin Infec Dis (2000, 2004, 2008),
J. Clin Microbiol (2007) y Journal of Antimicrobial Chemotherapy (2008)

>

En infecciones nosocomiales y adquiridas en comunidad la mortalidad y
probabilidad de duracion en hospitalizacion es 2 veces mas alta con cepas
MRSA en comparacion con cepas de Staphylococcus aureus sensibles a
meticilina.

Respecto a las cepas CA-MRSA, se han descrito brotes en carceles,
equipos de football y escuelas.

14 % de CA-MRSA frente a 3 % de Staphylococcus aureus sensibles a
meticilina (MSSA) tuvieron convivientes que también padecieron la
infeccién, tal hecho demuestra la capacidad de diseminacion del
microorganismo.

Se ha observado que las cepas CA-MRSA estan desplazando a las cepas
HA-MRSA en hospitales.

Respecto a “Mortalidad, bacteriemia y shock” un estudio realizado en 2
afios comparo 102 infecciones por CA-MRSA y 102 causadas por CA-
MSSA observando un tratamiento eficaz para CA-MSSA del 84 % en

comparacion con un 61 % de CA-MRSA. En ese mismo estudio el grado de
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hospitalizacion por CA-MRSA fue de un 45 % y para CA-MSSA de 18 %,
enfatizando en 1 solo éxito por neumonia necrotizante.

e Debido a la capacidad de diseminacion de las cepas MRSA es importante
considerar los focos de infeccibn mas frecuentes, entre ellos la piel por
herida quirdrgica, bacteriemia, infecciones del tracto urinario y tracto
respiratorio, éste ultimo asociado a respiracion mecanica. (Ver figura 18)

e CA-MRSA es un patdgeno emergente en infecciones con endocarditis.

e Un nuevo grupo de riesgo: pacientes diabéticos

Figura 17. Infeccion MRSA en
mediastinitis.

Figura 18. Focos de Infecciéon mas frecuentes por MRSA. *°

| Infecciones en tracto urinaria |

Tracto respiratono; neumonia
Asociada arespiracion mecanica

| Fiel-Herida guinirgica

Bacteriemia
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Independientemente del origen de estas cepas, el surgimiento de las cepas
MRSA en la comunidad es una enorme amenaza con implicaciones clinicas
importantes. Los tratamientos con antibiéticos pueden fallar dando como
resultado complicaciones que pueden terminar con la muerte del paciente.

Las infecciones causadas por cepas resistentes a la meticilina pueden ser mas
dificiles de manejar y con un costo mayor. El disminuir la utilizacién de los
antibidticos que favorecen la seleccion de cepas resistentes es un paso
esencial para controlar el surgimiento de estas cepas en los hospitales y en la
comunidad.

Se deben establecer las estrategias mas efectivas para prevenir que emerjan y
se diseminen las cepas CA-MRSA. El control de infecciones en los hospitales
debe jugar un papel importante. Las estrategias en la comunidad pueden
enfatizar la deteccién oportuna, el tratamiento adecuado de las infecciones y la
optimizacién de las medidas basicas de higiene. Una estrategia adicional que
no se ha establecido es eliminar la colonizacion de S. aureus en portadores
sanos, ya que podrian aplicarse estudios epidemiolégicos a poblaciones y
condiciones especificas para prevenir focos de infeccion.

En México existe un numero limitado de estudios sobre la prevalencia e
incidencia de cepas MRSA, al ser un microorganismo patégeno emergente es
necesario actualizarse respecto a conocimientos del mismo, asi como tomar
medidas preventivas en cada uno de los hospitales de salud que permitan

controlar la diseminacion y multirresistencia de las cepas.
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2. JUSTIFICACION

Staphylococcus aureus es la principal especie patégena de su género comun

en diversas infecciones tanto a nivel comunitario y hospitalario.

El interés del estudio por este agente patdgeno es: 1) su elevada frecuencia;
2) presenta un aumento en los casos de cepas resistentes a meticilina y 3) ser

una de las principales causas de brotes de infeccién nosocomial en el pais.

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

aumentando el grado de diseminacion y focos de infeccion.

En el INCICh se efectua como parte de la erradicacién de focos sépticos y de
control de resistencias antimicrobianas, exudados nasales en busca de
Staphylococcus aureus a todos los pacientes con posibilidad de ser tributarios
de tratamiento quirurgico, pacientes con hemodialisis y en general a los que
ingresan por el servicio de urgencias, asi como al grupo de trabajadores y

personal de nuevo ingreso de las divisiones de cirugia.

Por lo anterior, resulta necesario realizar estudios sobre los patrones de
colonizacion nasal en el personal de la salud y en pacientes, con el fin de
desarrollar estrategias de prevencion especificas y proporcionar tratamiento de

erradicacion a los que resulten portadores.

©
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3.0B

JETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer la frecuencia de colonizacion de Staphylococcus aureus y
cepas MRSA en pacientes y personal de salud del INCICh.

OBJETIVOS PARTICULARES

©

Determinar la frecuencia de Staphylococcus aureus en exudados

nasales de personal de salud y pacientes del INCICh.

Seleccién de cepas Staphylococcus aureus meticilino resistente.
Determinar la resistencia a antimicrobianos en aislamientos de
Staphylococcus aureus a meticilina (OX), trimetoprima/Sulfametoxazol

(SXT), Claritromicina (€), tetraciclina (TETRA) y rifampicina (RA).

Identificar la presencia del gen MecA en aislamientos de MRSA

detectado por su producto de expresion (proteina PBP2").
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4. METODOLOGIA DE INVESTIGACION

4.1 Materiales

Medios de cultivo comercial (bioMérieux)
e Agar Columbia 5 % sangre de cordero (COS 5 %)
e Agar Mueller-Hinton (MH)
Medios preparados en el laboratorio (Becton Dickinson)
e Medio liquido Infusién de cerebro y corazén (BHI)
e Medio liquido Tripticase Soya (TS).
e Placas de agar Mueller Hinton suplementado con 4 % de NaCl y 6 ug/mL
de oxacilina
Reactivos
e Colorantes para tincion de Gram (BBL Becton Dickinson)
e Phadebact® Staph Aureus Test (Bactus)
e Slidex ® MRSA Detection (bioMérieux)
e Peroxido de Hidrogeno
Sensidiscos (Becton Dickinson BBL)
e Cefoxitin 30 pg (marcador de resistencia a oxacilina, establecido por
CLSI, 2010)*
e Claritromicina 15 pg
e Oxacilina 1 ug
e Rifampicina 5 ug
e Tetraciclina 30 ug
e Trimetoprima/Sulfametoxazol 1.25/23.75 ug (SXT)
Material biolégico
e 76 cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes.
e Cepas ATCC (American Type Culture Collection)
ATCC 43300 Staphylococcus aureus (OXA-resistente, deteccion del gen).
ATCC 29213 Staphylococcus aureus (OXA-sensible, deteccion del gen).
ATCC 25923 Staphylococcus aureus (OXA-sensible, método Kirby-Bauer).

>
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4.2 Metodologia

En el estudio se incluyen todos los exudados nasales efectuados en el periodo
comprendido de septiembre 2008 a septiembre 2010 para determinar
frecuencia de colonizacién por S. aureus

Las 76 cepas de Staphylococcus aureus que mostraron resistencia a oxacilina
se almacenaron a -70 °C hasta su estudio de susceptibilidad.

4.2.1 Recuperacion de cepas de Staphylococcus aureus

Se recuperaron las cepas en medio liquido de Infusion de cerebro y corazén
(BHI), asi como en placas de agar sangre. Se incubaron a 35°C +1°C
durante 24-48 horas. (Ver parte experimental 5.2)

4.2.2 Pruebas para comprobar la pureza e identidad de la cepa:
microscopica (Tincion de Gram), macroscopica (caracteristicas
coloniales), bioquimicas (catalasa, oxidasa) y aglutinacion (ver parte
experimental 5.3)

4.2.2.1 ldentificacion microscoépica, se realizo tincién de Gram a todos los
aislamientos recuperados en agar sangre, en los cuales se observaron cocos
Gram positivos agrupados en racimos.

4.2.2.2 ldentificacidn macroscépica, las colonias de S. aureus en agar
sangre presentaron las siguientes caracteristicas morfolégicas: colonias
circulares, de 3 a 5 mm de diametro, borde entero, superficie lisa, consistencia
butirosa, elevacién convexa, con pigmentacion amarilla y B-hemoalisis.

4.2.2.3 Identificacion bioquimica, las cepas de S. aureus se sometieron a las
siguientes pruebas: catalasa, oxidasa y aglutinacion seroldgica para confirmar
coagulasa positiva.

4.2.2.4 Aglutinaciéon: Phadebact® Staph Aureus Test es una prueba rapida
que contiene proteinas plasmaticas humanas y porcinas en concentraciones
especificas, acopladas a particulas de latex color rojo. La coagulasa y/o la
proteina A, presentes en S. aureus reaccionan con las particulas sensibilizadas

produciendo una aglutinacion visible (resultado positivo).
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4.3 Pruebas de resistencia antimicrobiana
4.3.1 Prueba de resistencia a antimicrobianos (ver parte experimental 5.4)
Se determino por el método de difusidén en disco (Kirby-Bauer) recomendado
por “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) que se describe a
continuacion:
e Preparacion del inéculo
A partir de un cultivo puro de 18 a 24 horas de S. aureus en base agar
suplementado con 5 % de sangre de carnero, se realiz6 una suspension de
cada uno de los aislamientos en 3 mL de medio liquido TSA a una turbidez
equivalente a la constante No. 0.5 de McFarland (1.5 x 108 UFC / mL)
¢ Inoculacién de las placas
La suspension bacteriana estandarizada de cada una de las cepas, se uso para
humedecer un hisopo estéril de algodon y se sembrd en tres direcciones
respetando un angulo de 60 ° sobre la superficie de la placa de agar Mueller-
Hinton (MH).
Después de inocular la placa, se colocd un disco de cada antimicrobiano en
estudio a una distancia de 2 cm uno del otro. Se incubd la placa en posicién
invertida por 24 horas a 35 ° C = 1 °C. Transcurrido el tiempo de incubacioén, se
realizaron las lecturas correspondientes a los halos de inhibicién haciendo uso
de luz transmitida (Ver Figura 19) ya que permite una mejor deteccion de
MRSA heterorresistente y fueron comparados con los puntos de corte
establecidos CLSI (2010) para evaluar la resistencia. (Cuadro |)
En todas las determinaciones se emplearon controles positivo y negativo para
la aprobacién de la prueba. Las cepas control que se utilizaron para el método
de Kirby-Bauer fueron Staphylococcus aureus ATCC 25923 (susceptible) y
Staphylococcus aureus ATCC 43300 (resistente).

Figura 19. Forma de realizar las
lecturas de halo de inhibicion

usando luz transmitida.

>
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Cuadro I. Corte establecido por CLSI (2010) para la resistencia a
antimicrobianos por el método de difusion en disco.

Grupo Disco (contenido) Diametro del halo en mm
S | R
Trimetoprima/Sulfametoxazol =16 11-15 <10

A 1.25/23.75 pg (SXT)
Claritromicina 15 pg =18 14-17 <13
B Tetraciclina 30 ug =19 15-18 <14
Rifampicina 5 ug =20 17-19 <16

*Sensible (S), Intermedio (1), Resistente (R)

Cuadro Il Corte establecido por CLSI (2010) para determinacién de
resistencia a oxacilina

Grupo Disco (contenido) Diametro del halo en mm
A Oxacilina (1 ug) =13 11-12 <10

Control ATCC 43300 (Oxacilina 1 ug) 0-20

Control ATCC 25923 (Oxacilina 1 ug) 30-35

Marcador de resistencia a oxacilina
Cefoxitin (30 ug)

Control ATCC 43300 (mecA positivo) 23-29
Control ATCC 25923 (mec A negativo) <21

4.3.2 Deteccion de resistencia a oxacilina como marcador a B-lactamicos
(ver parte experimental 5.5)

e Preparacion de las placas
Se prepararon placas de agar Mueller Hinton suplementado con 4 % de cloruro
de sodio (NaCl) y 6 pg / mL del antimicrobiano oxacilina. Se sometieron a
prueba de esterilidad y funcionalidad.

¢ Inoculacién de las placas
De la suspension bacteriana estandarizada de cada uno de las cepas, se
inoculo 1 yL y se sembré por estria cruzada sobre la superficie de la placa de

agar Mueller-Hinton suplementado con 4 % de NaCl y 6 ug/mL de oxacilina.

>
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Después de inocular la placa, se incubd la placa en posicion invertida por 24
horas a 35 ° C £ 1 °C. Transcurrido el tiempo de incubacién, se realizaron las
lecturas establecidas por CLSI (2010), la interpretacién es cualitativa, en caso
de observar crecimiento la prueba indica resistencia a oxacilina (> 1 UFC)
En todas las determinaciones se emplearon controles positivo y negativo para
la comprobacién de la prueba. Las cepas control que se utilizaron fueron
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (susceptible) y Staphylococcus aureus
ATCC 43300 (resistente).
4.4 Determinacion de cepas Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina mediante la deteccion de PBP 2 (penicillin-binding protein 2°)
(Ver parte experimental 5.6)
Slidex ® MRSA Detection es una prueba rapida de aglutinacion de particulas
de latex que permite la deteccion de la resistencia meticilina en cepas de
Staphylococcus aureus mediante deteccién de PBP2" (penicillin-binding protein
29
Contenido del kit
R1: latex sensibilizado con un anticuerpo monoclonal anti-PBP 2 (raton) y azida
sodica 0.1 g/ L.
R2: latex control negativo, azida sédica 0.1 g/ L.
R3: reactivo de extraccion 1, solucion de NaOH 0,1 mol / L.
R4: reactivo de extraccion 2, solucion de KH>PO4 0,5 mol / L.

a) Seleccion de colonias

Se seleccionaron colonias previamente identificadas como Staphylococcus

aureus en agar sangre tras 24 horas de incubacion.

b) Método de extraccion de PBP 2
En un tubo de microcentrifuga se agregaron 4 gotas del reactivo de extraccion
1 (R3) y 3 asadas de las colonias aisladas, formando una suspension.
Se coloco el tubo de microcentrifuga en bafio maria a una temperatura entre 95
y 100 ° C durante 3 minutos. Una vez concluido el tiempo se retiro del bafio y
se dej6 enfriar a temperatura ambiente.
Se anadié una gota del reactivo de extraccion 2 (R4) y se procedié a
homogenizar empleando para ello un vortex.

Posteriormente la muestra se centrifugé a 1500 g durante 5 minutos.

*°]
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c) Método de aglutinaciéon en latex
Antes del uso se dejaron atemperar los reactivos y se resuspendieron los
reactivos con latex. Se identifico previamente una tarjeta con los rétulos prueba
(para el latex sensibilizado R1) y control negativo (R2).
Se depositdé una gota de latex sensibilizado (R1) en la tarjeta y 50 pL de
muestra, se mezclo bien con la ayuda de un aplicador. De la misma manera se
procedid para el control negativo. Se homogenizé la tarjeta con un ligero
movimiento de rotacion durante 3 minutos. Finalmente se interpreto el resultado
segun lo establecido en el inserto del kit.
En todas las determinaciones se emplearon controles positivo y negativo para
la comprobacién de la prueba. Las cepas control que se utilizaron fueron
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (susceptible) y Staphylococcus aureus
ATCC 43300 (resistente).
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5. DIAGRAMA EXPERIVENTAL

'9 5.1 Plan de trabajo general
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5.2. Recuperacion de cepas Staphylococcus aureus MRSA
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5.3 Pruebas para comprobar pureza de la cepa
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5.4 Prueba para perfil de susceptibilidad a antimicrobianos:

claritromicina, oxacilina, rifampicina, tetraciclina y trimetoprima con

sulfametoxazol.
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5.5 Detecciodn de resistencia a oxacilina como marcador a -lactamicos

Seleccionar colonias puras
Siapiyinaecus SWBLs
Dieaclling resiztentes

!

Preparar suspension badenana
en 3 mL ce medio liguida

Triptcase-Soya-Agar (T54)

l

Ajustar & ura urbidez
eouivaere a 0.5 McFaiand

l |

[Frueta ||:|E Srreening] Resistencia @ onaclling medada

ROF & QEN MECk Lsando
! e odin (30 p)
Inocutar 1 4. en piaca oe agar J,
Mueller-Hinton E_IFiEmEI'I‘.Ed:ICEII'I
4% d2 Mac!y 6 Jg JmL oe axacing Humedecer hisopo esterl con
Suspension bacterana
Incubar placas enposcion meertica l
M horas /350 1 °0 e e—— r
Sembrar de ao 0313 =inca e
| Pealizar iechuras estalecidas por CLSI (2010) | CLSI (2010) en placas de agar
tugller-Hirtan (H]
L
| nterpretacion cualtativa | [Calacar disco B Cefudin |
Incubar placa en I:EISIEIIfIn mehda

Crecimient iu[ﬂcaresisler-::ia| " 2 horas /35T 2 1°C
acwaciina 1 UFC) [ealizar lectura g halcs oe Inniticicn |

l

CDMP-EIE'I'E‘S.IJEL‘IJ‘E- oan los
puntos de cone esamecios por
CLal G20

75

©®



5.6 Determinacién de cepas Staphylococcus aureus resistentes a

meticilina mediante la deteccién de PBP 2 (penicillin-binding proteina 2°)
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6. RESULTADOS

Se analizaron un total de 2922 exudados nasales en el periodo de estudio, de
estos 2769 corresponden a pacientes y 153 a personal de salud que presta sus

servicios en el INCICh (Ver tabla 1y grafica 1)

Tabla 1. Distribuciéon de exudados nasales positivos Staphylococcus
aureus pertenecientes a pacientes y personal de salud.

Total de Total de exudados Exudados Exudados
exudados nasales positivos a  nasales positivos  nasales positivos
nasales Staphylococcus de pacientes de personal de

aureus salud
Valores absolutos (%)
11022 2922 (26.51) 2769 (26.6) 153 (24.9)

Grafica 1. Frecuencia de exudados nas ales

O Total de exudados nasales

W Total posithvos a 5. aurels 2651 %
O Personal de salud 24.9 %

O Pacientes 26.6 %
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Del total de 2922 de S. aureus aislados, 76 mostraron resistencia a oxacilina,
de estas cepas 73 correspondieron a pacientes y 3 a personal de salud (Ver
tabla2y 3)

Tabla 2. Distribucion de exudados nasales positivos a Staphylococcus

aureus CA-MRSA de pacientes.

Exudados nasales Staphylococcus aureus de
Pacientes MRSA %

2769 73 2.63

Tabla 3. Distribucion de exudados nasales positivos a Staphylococcus

aureus CA-MRSA pertenecientes a personal de salud.

Exudados nasales Staphylococcus aureus de
Personal de salud MRSA %

153 3 1.96

6.1 Pruebas para comprobar la pureza e identidad de las cepas

Los 76 aislamientos recuperados de Staphylococcus aureus de pacientes
extrahospitalarios y personal de salud cumplieron con las pruebas realizadas

para comprobar la pureza de la cepa. (Ver tabla 4)

Tabla 4. Pruebas realizadas para comprobar pureza
e identidad de las cepas
Determinaciones Resultados
Microscopica Cocos Gram (+)
En agar sangre, colonias circulares,
tamafio mediano a grande, borde
Macroscdpica entero, superficie lisa, consistencia
butirosa, elevacion convexa, con
pigmentacion amarillo y B-hemodlisis.

Catalasa +

Oxidasa -

Coagulasa +
Aglutinacion (Phadebact® Staph +

Aureus Test)

>
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6.2 Pruebas de resistencia a antimicrobianos

En base al método de difusion en disco (Kirby- Bauer) se determind la
resistencia a trimetoprima/sulfametoxazol, claritromicina, tetraciclina,
rifampicina y oxacilina; a un total de 76 aislamientos de Staphylococcus aureus.
(Ver tabla 5 y grafico 2)

TABLA 5. Resistencia a antimicrobianos de las cepas CA-MRSA. Valores

representados en numeros absolutos y porcentajes de cepas resistentes.

Antimicrobiano Cepas MRSA-CA
n=76 (%)
Resistente Sensible
Rifampicina (RA) 3 (4) 73 (96)
Cotrimoxazol (SxT) 2 (3) 74 (97)
Claritromicina (€ ) 64 (84) 12 (16)
Tetraciclina (Tetra) 1(1) 75(99)
Oxacilina (Ox) 76 (100) 0

Grafica 2. Sensibilidad antimicrobiana

10
=76

N

e H N

a] .
= m Cepas sensibles
) O Cepas resistentes

4':' .

3:' .

0 T .

RA  SxT

£ Tetra 0X

RA = Rifampicina; SxT = Trimetoprima/Sulfametoxazol; € = Claritromicina;

Tetra = Tetraciclina; OX = Oxacilina.
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6.3 Deteccion de resistencia a oxacilina como marcador a f3-lactamicos
Se empleo cefoxitin como marcador de resistencia a oxacilina y se realizé
ensayo de Screening (Ver figura 20) para confimacion de resistencia a las 76

cepas de S. aureus, obteniendo en todas resultado positivo.

Figura 20. Prueba de screening

C(-)= Control negativo
C(+)= Control positivo
MA 'y MB = cepas S. aureus

6.4 Prueba de aglutinacion para deteccion de cepas MRSA por producto
de PBP2

La prueba de aglutinacién Slidex ® MRSA Detection es una prueba rapida de
aglutinacion de particulas de latex que permite la deteccion de la resistencia
meticilina en cepas de Staphylococcus aureus mediante deteccién de PBP2’
(penicillin-binding protein 2°), este test se le aplico a los 76 aislamientos de S.
aureus resistentes a oxacilina. Asimismo permitié la comparacion con la técnica
establecida por CLSI para determinacion de resistencia a oxacilina mediada por

el gen mecA empleando para ello como marcador cefoxitin. (Ver figura 21)

Tabla 6. Comparacion entre pruebas empleadas para determinacion de
resistencia a oxacilina mediada por el gen mecA

Método Resultado
Prueba de aglutinacion Slidex ® MRSA Detection 76 (100 %)
Prueba CLSI empleando cefoxitin 76 (100 %)

*°]
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Figura 21. Comparacion entre la prueba de aglutinacién Slidex y la técnica
establecida por CLSI (2010)

Meétodo de CLSI empleando Cefoxitin para corroborar resistencia a
Oxacilina mediada por el gen mecA

DA = OEaciling
FOx = Cefoxitin

Determinacion de cepas MRSA mediante la deteccion de PBP'2 por el
Metodo de aglutinacion comercial “Slidex ® MRSA Detection”
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Tabla 7. Datos demograficos de pacientes y personal de salud con
infeccion de CA-MRSA

Caracteristica CA-MRSA
Sexo n (%)
Femenino 27 (36)
Masculino 49 (64)
Grupos de edad n (%)
0-10 7(9)
11-20 4 (5)
21-30 6 (8)
31-40 7(9)
41-50 11 (15)
51-60 11 (15)
61+ 30 (39)

Grafica 3.

D istribucion de genero de pacientes y personal de salud
con aislamiento de cepas de CA-MRSA

o Femenino
B Wasculino
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Grafica 4.

Distribucion de edades de pacientes y personal de salud
comn ais kmiento de cepas de CA-MRSA
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7. DISCUSION

La importancia de Staphylococcus aureus como una de las causas mas
comunes de infecciones adquiridas en la comunidad y de origen nosocomial es
que tiene como consecuencia elevadas tasas de mortalidad y morbilidad; por lo
que son un problema de salud publica en el mundo. °

Hasta hace pocos afios las infecciones por S. aureus meticilina resistentes
generalmente se adquirian dentro de los hospitales; sin embargo, a finales de
los afios 90, emergieron cepas MRSA en adultos y nifios sanos en las
comunidades. *'° La adquisicion de estas cepas se realiza fuera de los factores
tradicionales de riesgo de las cepas MRSA hospitalarias, son susceptibles a
pocos antibidticos y presentan la inclusion de factores de virulencia especificos.
Las cepas de S. aureus que causan estas infecciones se han denominado
cepas MRSA adquiridas en la comunidad ("community-acquired MRSA", CA-
MRSA). #1°

En este contexto, los portadores nasales de S. aureus juegan un papel
importante en la epidemiologia y patogénesis de la enfermedad por MRSA
pudiendo actuar como reservorios de CA-MRSA; las narinas son colonizadas
densamente y suele persistir durante afios en 10 y 20 % de las personas
afectadas. Entre 25 y 50 % de los portadores nasales también llevan el
microorganismo en manos y piel.

Por lo anterior, en el INCICh se efectia como parte de la erradicacion de focos
sépticos y del programa de control de resistencias antimicrobianas, exudados
nasales en busca de S. aureus a todos los pacientes con posibilidad de ser
beneficiarios de tratamiento quirurgico, en hemodialisis o urgencias asi como al
personal de nuevo ingreso e involucrado en el area de cirugia y medicina
critica.

Para ello en el periodo comprendido de septiembre 2008 y septiembre 2010 se
realizaron 11022 exudados nasales de los cuales en un total de 2922 (26.51%)
se obtuvo el aislamiento de Staphylococcus aureus, de estos 2769 (26.60 %)
corresponden a pacientes y 153 (24.9 %) a personal de salud que presta sus
servicios en el INCICh, la tabla 2 muestra la frecuencia de colonizacion por S.

aureus en los grupos y la distribucion de los mismos se observa en el grafico 1.
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Del total de 2922 de S. aureus aislados, 76 mostraron resistencia a oxacilina,
de estas cepas 73 correspondieron a pacientes y 3 a personal de salud (Ver
tabla 3y 4)

Basados en el aislamiento e identificacién fenotipica la frecuencia de 26.6. %
entre los pacientes es relativamente alta con 24.9 % respectiva al personal de
salud, demostrando que una proporcion importante de pacientes beneficiarios
del servicio son portadores de Staphylococcus aureus; observandose que la
frecuencia de colonizacién por S. aureus es baja comparada con otras
poblaciones; sin embargo la frecuencia de cepas MRSA en personal de salud
(1.96 %) y pacientes (2.63 %) es relativamente alta comparada con los estudios
realizados en E.U.

La frecuencia de los portadores nasales de S. aureus varia de acuerdo a la
poblacién estudiada. En una revision realizada por Kluytmans y col en 1997, se
muestra que el indice de portadores en el personal hospitalario varia de
acuerdo al estudio realizado entre el 16.8 % a 56.1 %, y en pacientes
ambulatorios varia entre 10.2 % a 85,0 %.°°

En EUA los CDC, han realizado recientemente un estudio nacional para
determinar la prevalencia y colonizacién de S. aureus y cepas MRSA en la
poblacion. En este estudio se encontré que el 32.4 % de la poblacion es
portadora de S. aureus y el 0.8 % esta colonizado con cepas MRSA. Se estima
que 89.4 millones de estadounidenses presentan S. aureus y 2.3 millones son
portadores de cepas MRSA. *

Otro estudio revela que en los afios 2003-2004, aproximadamente el 24 %
(78,9 millones de personas) y el 1.5 % (4.1 millones de personas) de la
poblacién de EE.UU. fue colonizada en las fosas nasales con S. aureus y
MRSA, respectivamente. '

Estudios indican que si bien un 25% a 30% de la poblacién es colonizada por
estafilococos, aproximadamente el 1% es colonizada por MRSA. % coincidiendo
con los resultados obtenidos en el INCICh 26.51 % por colonizacion de
Staphylococcus aureus.

Los resultados obtenidos permiten tener una vision general de las medidas a
tomar en el INCICh, acrecentando la preocupacion por un mejor sistema de
monitoreo en los pacientes de nuevo ingreso, asi como extremar medidas de
erradicacion como la administraciéon oportuna de dicloxacilina y mupirocina en

*°]
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un periodo de 10 dias a todos los portadores de S. aureus sensible vy
rifampicina / mupirocina a los resistentes.

Es necesario recordar que Staphylococcus aureus se encuentra como
comensal y patégeno extremadamente versatil en humanos con una compleja
patogenicidad que lo hace causante de tres sindromes conocidos: infecciones
cutaneas, infecciones profundas y sistémicas y sindromes toxicos. 20

La importancia de conocer la frecuencia de este microorganismo es su
transmisiéon en el medio hospitalario a través de pacientes, visitantes o
trabajadores sanitarios, teniendo la capacidad para producir infecciones en
heridas e implantaciones quirurgicas. Debido a esto los portadores de
Staphylococcus aureus son un factor de riesgo importante en la infeccion por
este microorganismo, tanto en la comunidad como en los hospitales.*

El Instituto donde se desarrollé el proyecto experimental tiene por especialidad
cardiologia, los principales motivos de ingreso de pacientes al INCICh son
entre otros, cardiopatia congénita y cardiopatia reumatica y valvulopatias de
diversos origenes y el 80% de las cardiopatias congénitas tratadas
quirurgicamente corresponden a lesiones complejas, ademas se realizan en
promedio mas de 1500 cirugias por afio, con una distribucién de 79% para
cirugia cardiaca y el restante 21% para cirugia no cardiaca relacionada con
este tipo de padecimientos, % se sabe que los pacientes que portan S. aureus
en las narinas antes de ser sometidos a cirugia, tienen mayor probabilidad de
desarrollar infecciones en el sitio quirirgico que aquellos que no portan este
microorganismo.

Un estudio realizado en E.U. afirma que las infecciones que se producen en
cirugias de alto riesgo y cardiacas, principalmente por Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (MRSA), multiplican por 7 el riesgo de muerte del
paciente, aumentan 35 veces el riesgo de reingreso hospitalario, provocan mas
de 3 semanas de hospitalizacion adicional y conllevan mas de 60.000 ddlares
de gastos adicionales en comparacién con los casos no infectados.*®

Los datos mencionados abren un panorama de que aun cuando la frecuencia
de cepas MRSA en los grupos de estudio es alta comparada con otras
poblaciones, por ejemplo E.U., constituye un indicador de la efectividad de las
medidas de prevencién que ha desarrollado el INCICh, ya que en el periodo de
estudio del numero total de casos correspondientes a pacientes (73 casos) solo

*°]
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2 desarrollaron infecciones clinicamente severas durante su estancia
hospitalaria.

Las cepas MRSA son un tipo de estafilococo que es resistente a los antibidticos
llamados [-lactamicos; por ello se sugiere utilizar para su erradicacion
antibioticos con efectos adversos como vancomicina; por lo que, esto aumenta
un riesgo a nivel hospitalario provocando la aparicion de cepas resistentes y en
pacientes causando dafo hepatico y renal.

Desde el punto de vista clinico las infecciones por MRSA, no difieren de las
producidas por S. aureus sensibles a meticilina y por tanto, las cepas
resistentes tienen la misma capacidad patogénica para colonizar y causar
infeccién. La multirresistencia en MRSA es un factor clave de trascendencia
clinico-terapéutica y sobre los costes sanitarios, por la necesidad de
tratamientos con antibiéticos parenterales, el tiempo y las dosis. La deteccion y
control de infecciones por S. aureus pasa por una serie de fases constitutivas:
a) diagndstico y control de las infecciones o colonizaciones, y deteccion precoz
de casos MRSA; b) realizacién de controles para deteccion de reservorios; c)
realizacién de cultivos de vigilancia; d) establecer sistemas de informacién
sobre areas y extension de brotes; e) estudio de la sensibilidad de las cepas
circulantes y f) caracterizacion fenotipica y genotipica de los aislamientos.?

Por lo que, el laboratorio de microbiologia es parte fundamental en el programa
para la deteccion e identificacion oportuna y confiable de cepas; asi como, en
el control y vigilancia de las infecciones y cada vez mas se necesita disponer
de medios de identificacion rapidos de estas cepas resistentes a meticilina.

Se han utilizado una gran variedad de métodos de tipificacion, el mas comun,
difusién en agar con discos de antibidticos (Kirby-Bauer).? Segin lo
recomendado por CLSI (2010), se empleo el método de difusion en disco
(Kirby-Bauer), para la determinacién de resistencia antimicrobiana.

Se seleccionaron 4 antibidticos de eleccion en el tratamiento clasificados en los
grupos A y B trimetoprima/sulfametoxazol, claritromicina, tetraciclina vy
rifampicina, la resistencia a meticilina resultdé ser un marcador util en la
seleccion de los agentes antimicrobianos.

La tabla 5 muestra los resultados obtenidos para las 76 cepas analizadas, una
de las caracteristicas importantes que destaca la importancia de las cepas
MRSA es que presentan resistencia multiple a antimicrobianos; sin embargo,
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en los resultados se observa que tetraciclina, trimetoprima/sulfametoxazol y
rifampicina fueron los antimicrobianos mas activa utilizados en este estudio y
todos los aislamientos fueron uniformemente sensibles (tetraciclina 99 %,
trimetoprima/sulfametoxazol 97 %, rifampicina 96 %), no asi para claritromicina
(16 %).

El tratamiento tentativo para infecciones causadas por MRSA, incluye desde
meétodos fisicos para lesiones cutaneas (drenar la herida) hasta la
administracion de diversos farmacos entre los que se incluyen clindamicina,
daptomicina, doxiciclina, linezolid, minociclina, tetraciclina, trimetoprima con
sulfametoxazol y vancomicina.”’

El grafico 2 permite observar la sensibilidad antimicrobiana obtenida en el
proyecto experimental, por tanto, es de vital importancia resaltar que aun
existen alternativas viables para el tratamiento de estas infecciones.

Aun cuando en los resultados experimentales se observan resultados positivos
para el tratamiento de infecciones MRSA, no hay que perder de vista que cada
dia la adquisicion de resistencia de estas bacterias continua en aumento y en la
actualidad se han reportado los primeros casos de fracaso terapéutico a

vancomicina 2’

por lo tanto, la labor del profesional de salud es seguir
implementando Comités de Vigilancia y Protocolos que permitan el control de
dichas cepas.

Los resultados obtenidos de resistencia a oxacilina en las 76 cepas por el
método de difusion en disco se corroboraron por ensayo de screening
establecido por CLSI (2010) siendo positivo en todos los casos. (Ver figura 20).
Aunque el método de difusion en disco es ampliamente utilizado en los
laboratorios, cabe destacar que puede tener inconvenientes, entre los que se
encuentran su baja capacidad de deteccion de cepas con resistencia
heterogénea, en la cual estudios revelan que su sensibilidad de deteccion
disminuye a 61 % %2 otro inconveniente respecto a la técnica es el grado de
apreciacion de quién ejecuta las lecturas, que involucra el instrumento de
medicion, el uso correcto de luz (transmitida o reflejada), e incluso la forma en
que se prepara la suspension bacteriana. '

Las cepas MRSA se caracterizan por tener en el ADN cromosomal, el gen
mec, que contiene el gen mecA (gen estructural que codifica para PBP2a),
cuya transcripcion es regulada por mecl y mecRI."
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De acuerdo a normas internacionales ** la deteccion del gen mecA, al margen
de cualquier resultado fenotipico con antimicrobianos, debe ser reportado como
“meticilina resistente”. De lo anterior se puede decir que la expresion fenotipica,
no es tan determinante como la genotipica, incluso la deteccién del gen mecA,
es considerada como la prueba “Gold Standard” para la resistencia a
meticilina.*®>? La importancia de identificar el gen mecA en los aislamientos de
Staphylococcus aureus radica en que cuando se detecta una cepa resistente a
meticilina, ninguna otra penicilina resistente a B-lactamasas, cefalosporinas,
combinacion de [-lactamicos con inhibidores de B-lactamasas o, incluso
imipenem, sera eficaz para el tratamiento de este microorganismo, con
independencia de que las distintas cepas muestren sensibilidad in vitro en los
estudios de laboratorio, reduciendo asi las opciones terapéuticas y por
consecuencia aumentando el indice de mortalidad en los pacientes.

El método del kit Slidex MRSA, aplicado para la deteccion de la proteina
PBP2a no se encuentra explicitamente sugerido por CLSI (2010) pero se
encuentra aprobado por FDA. Existen reportes del uso del mismo, que
muestran resultados dptimos con una sensibilidad de deteccién del 97 %. *°°2
En el estudio realizado a las 76 cepas que presentaron resistencia a meticilina,
los resultados fueron concordantes en 100 % con el método sugerido por CLSI
para determinar la resistencia a meticilina mediada por el gen mecA (Ver tabla
6), en el cual se emplea cefoxitin como marcador de resistencia a meticilina.

En el estudio, el método comercial resulto ser eficaz, pero la técnica conlleva
puntos criticos, que son necesarios tomar en cuenta, por ejemplo, la lectura de
reaccion. Estudios han demostrado que el resultado varia segun el tiempo de
lectura, el fabricante recomienda que esta sea en 3 minutos, pero un informe
reciente afirma que si la lectura de reaccion se lleva a cabo al término de 15
minutos aumenta la tasa de deteccion en 100 %. Otros estudios realizados
demuestran que al emplear cepas inducidas antes de la prueba, inéculos mas
grandes o tiempos de aglutinacion mayor, la sensibilidad de deteccion se
incrementa sin sacrificar la especificidad, pero la especificidad disminuye si la
aglutinacién temporal es mayor a 15 minutos.*?

En los datos demograficos analizados se observa que existen diferencias

respecto a los portadores del género masculino y femenino, siendo

*°]
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representativo en el género masculino con un 64 % (Ver grafico 3) y en los
grupos de edad en personas mayores de 61 afios, 39 % (Ver grafico 4).

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), da a conocer que entre
las principales causas de morbilidad y mortalidad se encuentran las
enfermedades cardiacas siendo la principal causa de muerte en el género
masculino.*® En tanto que en el INCICh aproximadamente tres cuartas partes
de la poblacién se localizan entre los grupos de edad de 30 a mayores de 60
afos y en su mayoria personas del género masculino.

Por lo anterior los resultados demograficos arrojados solo pueden aplicar para
observar el panorama general en el Instituto.

Dadas las repercusiones a nivel clinico que tiene Staphylococcus aureus y las
cepas MRSA, el INCICh a través del Comité de Infectologia y del Programa de
Control de Resistencias Antimicrobianas ha establecido como medidas de

prevencion:

e Cultivo de exudado nasal a todo el personal de cirugia anualmente.

e Cultivo de exudado nasal a todo el personal de nuevo ingreso.

e Cultivo de exudado nasal a todos los pacientes que seran sometidos a
cirugia cardiovascular.

e Proporcionar tratamiento de erradicacién a toda persona que resulte

portador de Staphylococcus aureus.

Asi como medidas de prevencidon habituales como el lavado de manos antes y
después de cualquier contacto con personas infectadas, ademas del uso de

guantes y bata.
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8. CONCLUSIONES

e De un total de 11022 exudados nasales realizados en el periodo de
septiembre 2008 a septiembre 2010 se observa una frecuencia de 26.51 %
para Staphylococcus aureus.

e La frecuencia de portadores de Staphylococcus aureus en pacientes vy
personal de salud del INCICh es de 26.6 % y 24.9 % respectivamente.

e La resistencia a meticilina como marcador en la seleccién de los agentes
antimicrobianos se corroboré mediante la prueba de screening y empleando
cefoxitin como marcador de resistencia a meticilina mediada por el gen
mecA, encontrandose una concordancia de 100 %

e De las cepas confirmadas MRSA, 2.63 % fueron aislados de pacientes
extrahospitalarios y 1.96 % de personal de salud.

e Tetraciclina (99 %), trimetoprima/sulfametoxazol (97 %) y rifampicina (96 %)
fueron los antimicrobianos mas activos utilizados en este estudio y todos los
aislamientos fueron uniformemente sensibles, no asi para claritromicina
(16%).

e Se identifico la presencia del gen mecA en los 76 aislamientos de MRSA
con una prueba comercial “Slidex MRSA” mediante la deteccién del
producto de expresion (proteina PBP2").

o Existe concordancia del 100 % entre el método comercial Slidex MRSA y el
método sugerido por CLSI (2010) en el cual se emplea cefoxitin como
marcador, confirmando su utilidad en deteccion de cepas MRSA en el
laboratorio de microbiologia.

e Debido a la complejidad para discernir entre el origen de las cepas CA-
MRSA y HA-MRSA y a su vez las caracteristicas de las misma, es
necesario emplear técnicas de analisis molecular que permiten una mayor
sensibilidad y especificidad.

e Al encontrar personal de salud portadores de MRSA, se deduce: riesgo
ocupacional paciente-profesional, asi como riesgo de infecciones cruzadas
profesional-paciente y entre pacientes.

e En el INCICh se presta atencion a pacientes candidatos a cirugia de alto

riesgo como cardiaco, por tanto, es importante la deteccion oportuna de

>
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cepas de S. aureus y MRSA de los pacientes y del personal médico y de
enfermeria.

Las evaluaciones periddicas de portadores nasales de S. aureus en el
personal hospitalario permiten conocer el estado de portadores nasales de
S. aureus transitorio o persistente y establecer una medida de vigilancia a
fin de evitar que la infeccion se propague en el contexto nosocomial.
Resulta imperativo la elaboracion y aplicacion de protocolos de medidas en
el control de infecciones y seguridad ocupacional en el area de cirugia y
medicina critica del INCICh, para la prevencion y manejo de portadores
sanos tanto para el grupo de personal de salud como en los pacientes que
se encuentran, lo cual permitira delimitar la transmision de infeccién por
MRSA.

Aunque las cepas multirresistentes son un hecho palpable es necesario
establecer medidas de seguridad y difundir los conocimientos necesarios
para la prevencion de las mismas tanto a nivel comunidad como

hospitalarias.
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9. SUGERENCIAS

1.

©

La tipificaciéon de las cepas MRSA se puede hacer por métodos fenotipicos
y moleculares. La primera parte de este estudio se realiz6 por los
mencionados primeramente, los cuales han sido utiles pero algunos pueden
presentar desventajas por tener limitaciones respecto a la sensibilidad, e
incluso algunos no son aplicables a todas las cepas de S. aureus.

Los métodos moleculares de tipificacion se han empleado recientemente y
en mayor frecuencia en estudios de epidemiologia molecular de MRSA, lo
cual ha permitido entender mejor las relaciones evolutivas de estas clonas.
Por tanto, la segunda parte del trabajo consiste en identificar las clonas
relacionadas a estas cepas, con el fin de detectar brotes y reducir

infecciones nosocomiales.

Las cepas CA-MRSA presentan caracteristicas diferentes a las cepas HA-
MRSA destacando por su habilidad para colonizar eficientemente y por
poseer factores de virulencia que les permiten causar diversas
enfermedades. Lo anterior ha provocado una alerta entre los centros vy
organizaciones de salud a nivel hospitalario, por tanto, es labor del
laboratorio de microbiologia establecer técnicas estandarizadas y eficaces
para la deteccién de cepas MRSA en el ambito clinico a nivel de asistencia
primaria (laboratorios particulares y clinica) con el objetivo de establecer
medidas sanitarias para controlar la reemergencia de estas cepas y, de ser
posible, erradicarlo a tiempo para evitar que se convierta en una amenaza

para la comunidad.
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HAY DOS RAZONES PRINCIPALES PARA
ESTUDIAR QUIMICA:

LA PRIMERA, PARA APRENDER LO QUE ESTA
CIENCIA ES Y CUALES SON SUS USOS;

LA SEGUNDA, PARA APRENDER SOBRE EL
PENSAMIENTO LOGICO DEL METODO
CIENTIFICO.

Linus Pauling
Quimico Estadounidense
(1901-1994)
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