UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

HOSPITAL GENERAL DE MEXICO, OD.
UNIDAD DE PEDIATRIA

“PREVALENCIA DE Staphylococcus RESISTENTES A METICILINA
AISLADOS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS EN EL SERVICIO DE
PEDIATRIA EN HOSPITAL GENERAL DE MEXICO”

TESIS DE POSGRADO

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

ESPECIALISTA EN PEDIATRIA

Presenta:

DR : ALFREDO CRUZ SANCHEZ

TUTOR: DRA. NANCY EDITH JUSTINIANI CEDENO

MEXICO, D.F. A 19 DE FEBRERO DEL 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE

INTRODUCCION

ANTECEDENTES

MRSA

Staphylococcus aureus en el ambiente clinico

JUSTIFICACION

OBJETIVOS

HIPOTESIS

MATERIALES Y METODOS

Poblacién de estudio

Datos recolectados
Recoleccién de muestras
Estudio bacterilégico
Aislamiento selectivo de MRSA
Pruebas confirmatorias
Seguimiento de portadores
Preservacion de bacterias
Extraccion de DNA
Analisis estadistico

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

23
25
26
27
27
28
28
28
28
28
28
29
30
30
30
32
32
34
37
38
40



INTRODUCCION

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA, por sus siglas en inglés) es un patdégeno
resistente a multiples antibioticos. La infeccion con MRSA ocurre con mayor frecuencia entre personas
gue acuden a establecimientos de atencion a la salud. MRSA es un problema de salud publica en todo
el mundo. MRSA es el mas problemético patdgeno que causa infecciones adquiridas en sitios de
atencion a la salud (MRSA-Nosocomial) y en los ultimos diez afios se ha convertido en la causa de
infecciones adquiridas en la comunidad (MRSA-Comunitario)!. La prevencién de la transmision
horizontal de MRSA se ha vuelto mas importante al mismo tiempo que la prevalencia de este patégeno
aumenta. ?

Staphylococcus aureus esta emergiendo como un prominente colonizador y patégeno bucal. Es
posible que las poblaciones de Staphylococcus aureus en boca incluyan MRSA, ocasionando un riesgo
para los odontélogos y sus pacientes.3

En diversas unidades hospitalarias, diariamente se realizan mas de cinco mil procedimientos clinicos,
muchos de ellos invasivos. Durante estas actividades existen mdultiples oportunidades para la
transmision de infecciones. Una de las estrategias propuestas para combatir MRSA es el lavado de
manos riguroso entre los trabajadores de la salud.# Esta estudio microbiologico proporcioné
informacion que nos permitié evaluar la posible transmisién de MRSA como un riesgo de sepsis entre
los pacientes del servicio de pediatria de este hospital, y se obtuvieron datos sobre la prevalencia de
la infeccién con MRSA en los pacientes hospitalizados. La evidencia fundamenta medidas especificas

para evitar que las actividades clinicas en nuestra Institucion contribuyan a la diseminacién de MRSA.



ANTECEDENTES

AMBIENTE CLINICO HOSPITALARIO

En el medio intrahospitalario la transmisién de agentes infecciosos puede ocurrir ya sea del médico al
paciente, del paciente al médico o entre pacientes. En el servicio de Pediatria de este Hospilal el
personal de salud efectian procedimientos clinicos y quirargicos cada dia. Muchos de estos

procedimientos son invasivos y existe un riesgo para la transmision de infecciones.

ABUSO DE ANTIBIOTICOS

En México, es posible comprar antibiéticos sin una prescripcion médica, y tanto trabajadores de la

salud como pacientes utilizan antibiéticos de manera arbitraria.

Es probable por lo tanto, que la resistencia a antibiéticos haya sido inducida en diversas especies
bacterianas. Es necesario vigilar la aparicibn de bacterias resistentes y es critico establecer

lineamientos para la prescripcion de antibiéticos?.

Staphylococcus aureus

En 1880, Alexander Ogston, cirujano inglés, demostr6 que un agente microbiano de bacterias
agrupadas en racimos, era el causante de ciertos abscesos piégenos en el hombre. En 1882 nombro

al microorganismo Staphylococcus, derivado del griego “Staphyle”, racimo de uva y “coccus”, grano.

(fig 1)

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Céapsula y capa de polisacarido extracelular

La capa mas externa de la pared celular estafilocdccica se puede recubrir de una capsula de
polisacéarido. Se han identificado once serotipos capsulares de S. aureus, y casi todas las infecciones
se asocian a los serotipos 5y 7. Los serotipos 1 y 2 se asocian a capsulas de gran grosor y colonias

de aspecto mucoide. La capsula protege a las bacterias al inhibir la fagocitosis de estos



microorganismos por los leucocitos polimorfonucleares (PMN). La mayor parte de los estafilococos
producen una biopelicula hidrosoluble laxa (capa de polisacarido extracelular) formada por
monosacaridos, proteinas y pequefios péptidos en una cantidad que depende de factores genéticos y
de las condiciones de crecimiento. Esta sustancia extracelular une las bacterias a tejidos y cuerpos
extrafios, como catéteres, injertos, protesis valvulares y articulares y derivaciones. Esta propiedad es
particularmente importante para la supervivencia de los estafilococos coagulasa-negativos, los cuales

son relativamente avirulentos®

Peptidoglucano

El peptidoglucano representa la mitad de la pared celular en peso, caracteristica que comparten todas
las bacterias gram-positivas. El peptidoglucano esta formado por capas de cadenas de glucanos
construidas con 10 o 12 subunidades alternantes de acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina.
Las cadenas laterales de oligopéptidos estan unidas a las subunidades de acido N-acetilmuramico y
se entrecruzan por medio de puentes peptidicos. Por ejemplo, las cadenas de glucanos de S. aureus
se entrecruzan mediante puentes de pentaglicina unidos a la lisina en una cadena oligopeptidica y a
la D-alanina en la cadena adyacente. A diferencia de lo que sucede en las bacterias gramnegativas.
la capa de peptidoglucano en los microorganismos grampositivos se compone de numerosas capas
entrecruzadas, lo que confiere una mayor rigidez a la pared celular. El peptidoglucano posee una
actividad de tipo endotoxina, ya que estimula la produccion de pirdgenos enddgenos, la activacion del
complemento, la formacion de interleucina-1 por parte de los monocitos y la agregacion de los
leucocitos PMN (un proceso que origina la formacion de abscesos). ®

Acidos teicoicos

Constituyen otro destacado componente de la pared celular, en la que representan entre un 30% y un
50% de su peso seco. Los acidos teicoicos son polimeros fosfatados especificos de especie que se

unen de manera covalente a residuos de acido N-acetilmuramico de la capa de peptidoglucano o a
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través de una union lipidica a la membrana citoplasmica (acidos lipoteicoicos). El acido teicoico de
ribitol con residuos de N-acetilglucosamina («polisacarido A») se encuentra presente en S. aureus,
mientras que el acido teicoico de glicerol con residuos glucosilo («polisacarido B») aparece en S.
epidermidis. Los &cidos teicoicos median en la union de los estafilococos a las superficies mucosas a
través de su union especifica a la fibronectina. Aunque los acidos teicoicos son poco inmunogénicos,
estimulan una respuesta humoral especifica cuando se encuentran unidos al peptidoglucano. Se ha
vigilado esta respuesta humoral con el fin de detectar la enfermedad estafilococica sistémica, si bien
dispone de una sensibilidad menor que otras pruebas diagndsticas y no se utiliza actualmente. °
Proteina A

La superficie de la mayoria de las cepas de S. aureus (pero no la de los estafilococos coagulasa-
negativos) esta recubierta de la proteina A. Esta proteina se une a la capa de peptidoglucano o a la
membrana citoplasmica y tiene afinidad de union especial el receptor Fe de las inmunoglobulinas IgG,
lgG2 e IgG4, lo que previene de forma eficaz la eliminacién inmunitaria del microorganismo mediada
por anticuerpos. La proteina A extracelular se puede unir también a los anticuerpos, formando
inmunocomplejos con el consiguiente consumo de complemento. La proteina A se ha usado en ciertas
pruebas serolégicas en las que se ha utilizado S. aureus recubierto de proteina A como portador
inespecifico de anticuerpos frente a otros antigenos. Ademas, la deteccién de la proteina A puede

utilizarse en pruebas especificas de identificaciéon de S. aureus. °

Coagulasa y otras proteinas de superficie

En los estafilococos se han identificado numerosas proteinas de superficie. La superficie externa de la
mayoria de las cepas de S. aureus contiene un factor de agregacién (también llamado coagulasa
ligada). Esta proteina constituye un destacado factor de virulencia en S. aureus. Se une al fibrinbgeno

y lo convierte en fibrina insoluble, lo que hace que los estafilococos se agreguen o formen grupos. La
6



deteccion de esta proteina constituye la prueba principal de identificacion de S. aureus. Hay otras
proteinas de superficie importantes también para la adherencia a las proteinas de la matriz del
hospedero, que a su vez se une a los tejidos del mismo (p. ej., fibronectina, fibrinégeno, elastina,
coldgeno). Las proteinas adhesivas de superficie presentes en estafilococos y otras bacterias se han
denominado proteinas MSCRAMM (componentes microbianos de superficie que reconocen moléculas
adhesivas de la matriz). ®

Membrana citopldsmica

La membrana citopldsmica se compone de un complejo de proteinas, lipidos y una pequefia cantidad
de carbohidratos. Actda de barrera osmoética para la célula y proporciona una sujecion para la

biosintesis celular y las enzimas respiratorias.

Patogenia e inmunidad

La patologia de las infecciones estafilocécicas depende de la produccién de proteinas de superficie
gue intervienen en la adhesién de las bacterias a los tejidos del organismo anfitrion y la fabricacion de
proteinas extracelulares, como toxinas especificas y enzimas hidroliticas. La expresién de los genes
gue codifican exoproteinas se encuentra controlada fundamentalmente por un regulador global, el cual
esta controlado, a su vez, por factores ambientales, la densidad celular y la disponibilidad de energia.

5

Toxinas estafilococicas

S. aureus produce un gran numero de factores de virulencia, entre los que figuran cinco toxinas

citoliticas que dafian la membrana (alfa, beta, delta, gamma y leucocidina de Panton-Valentine), dos
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toxinas exfoliantinas (A y B), ocho enterotoxinas (A a E, G a I) y la toxina-1 del sindrome del shock
toxico (TSST-1). Las toxinas citoliticas se han descrito también como hemolisinas, aunque no
constituye un nombre adecuado debido a que las actividades de las cuatro primeras toxinas no se
restringen Unicamente a los hematies y la leucocidina P-V es incapaz de lisar estas células. Las cito-
toxinas pueden provocar la lisis de los neutrdfilos, lo que da lugar a la liberacion de las enzimas
lisosomales que posteriormente dafan los tejidos circundantes. La citotoxina, la leucocidina de P-V.
se han relacionado con infecciones cutdneas graves.

La toxina exfoliantina, las enterotoxinas y TSST-1 pertenecen a una clase de polipéptidos conocidos
como superantigenos. Estas toxinas se unen en los macrofagos a moléculas del Complejo principal
de Histocompatibilidad de clase Il (CPH ll), las cuales interaccionan con la subunidad b de los
receptores especificos de los linfocitos T y originan una proliferacion inespecifica de estos linfocitos y

la liberacién de citocinas, las cuales provocan dafio tisular ulterior. ®

Toxina alfa

La toxina alfa (a), la cual puede estar codificada tanto en el cromosoma bacteriano como en un
plasmido, es un polipéptido de 3 3.000 D producido por la mayoria de las cepas de S. aureus que
causan enfermedad en el ser humano. La toxina altera el musculo liso de los vasos sanguineos y es
toxica para muchas células, como hematies, leucocitos, hepatocitos y plaguetas. Se integra en
regiones hidrofébicas de la membrana de la célula del huésped y forma poros de 1 a 2 nm. El rapido
flujo de salida de K* y de entrada de Na* Ca?* y otras moléculas pequefias conduce a aumento de
volumen por osmosis y a lisis. La sensibilidad varia segun la especie animal (los hematies del conejo
tienen una sensibilidad 1000 veces mayor que las células del ser humano) y el tipo de célula (p. €j.,
los fibroblastos pueden reparar el dafio en la membrana de una forma mas eficaz que los hematies).
Se cree que la toxina a es un mediador importante del dafio tisular en la enfermedad estafilocécica.

Toxina beta



La toxina beta (P), conocida también como esfingomielinasa C, es una proteina termolabil de 3 5.000
D producida por la mayoria de las cepas de S. aureus que provocan enfermedad en el ser humano y
los animales. Esta enzima presenta especificidad para la esfingomielina y la lisofosfatidilcolina, y es
toxica para diversas células, entre las que se encuentran los hematies, los fibroblastos, los leucocitos
y los macrofagos. Cataliza la hidrdlisis de los fosfolipidos de la membrana en las células susceptibles,
y la lisis es proporcional a la concentracion de esfingomielina expuesta en la superficie celular. Se cree
gue este mecanismo es responsable de las diferencias de sensibilidad de las distintas especies a la
toxina. En el ser humano no se ha demostrado aun la funcién de la toxina p aunque se cree que es
responsable, junto con la toxina a, de la destruccion tisular y la formacion de los abscesos
caracteristicos de la enfermedad estafilocdcica. ®

Toxina delta

La toxina delta (8) es un polipéptido de 3000 D producido por casi todas las cepas de S. aureus y la
mayoria de las restantes especies estafilocécicas (p. €j., S. epidermidis, S. haemolyticus). La toxina
tiene un amplio espectro de actividad citolitica, afecta a los hematies, muchas otras células de los
mamiferos y las estructuras de las membranas intracelulares. Esta toxicidad de membrana
relativamente inespecifica concuerda con la nocion que afirma que la toxina actiia como un surfactante
que altera las membranas celulares mediante una accion de tipo detergente.

Toxina gamma v leucocidina de Panton-Valentine

La toxina gamma (Y) (fabricada por la mayoria de las cepas de S. aureus) y la leucocidina P-V
(elaborada por <5% de las cepas de esta especie) son toxinas formadas por dos componentes que
constan de dos cadenas de polipéptidos: el componente S (proteinas de evolucion lenta) y el
componente F (proteinas de evolucion rapida). Se han identificado tres proteinas S (HIgA [hemolisina
g A], HIgC. LukS-PV) y dos proteinas F (HIgB, LukF-PV). Las bacterias que producen ambas toxinas
codifican todas estas proteinas y podrian producir seis toxinas distintas. Estas seis toxinas pueden
lisar los neutrdfilos y los macréfagos y la actividad hemolitica mas intensa se asocia a HIgA/HIgB.

HIgC/HIgB y HIgA/LukF-PV. La toxina leucocidina P-V (LukS-PV/LukF-PV) es leucotoxica, pero carece
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de actividad hemolitica. La lisis celular provocada por estas toxinas esta mediada por la formacién de
poros con aumento de la permeabilidad a los cationes y la inestabilidad osmética. ®

Toxinas exfoliativas

El sindrome de la piel escaldada estafilococica (SPEE) es un espectro de enfermedades que se
caracteriza por dermatitis exfoliativa, esta mediado por toxinas exfoliativas. La prevalencia de la
produccion de toxina en las cepas de S. aureus varia en funcion de la distribucion geografica, pero
generalmente se encuentra entre menos de un 5% y un 10%. Se han identificado dos formas distintas
de toxina exfoliativa (ETA y ETB), y ambas pueden producir enfermedad. ETA es termoestable y
codificada por un gen cromosémico, mientras que ETB es termolébil y mediada por un plasmido. Los
estudios ultraestructurales han puesto de manifiesto que la exposicion a las toxinas, las cuales son
serina proteasas, se sigue de separacion de los puentes intracelulares (desmosomas) en el estrato
granuloso de la epidermis. Se ignora cual es el mecanismo preciso de esta accion. Las toxinas no se
asocian a procesos de citélisis ni inflamacion, por lo que en la capa de la epidermis afectada no estan
presentes estafilococos ni leucocitos (lo cual constituye un importante dato diagnéstico). Después de
la exposicion de la epidermis a la toxina, se desarrollan anticuerpos neutralizantes protectores, lo que
lleva a la resolucion del proceso toxico. El SPEE se observa fundamentalmente en nifios pequefios, y
rara vez se describe en nifios mayores o en adultos. Ello podria deberse al hecho que ETAy ETB se
unen a los glucolipidos del tipo GM4, los cuales se encuentran en la epidermis de los neonatos
susceptibles, pero no en la de los nifios mayores o los adultos. ®

Enterotoxinas

Se han identificado ocho tipos de enterotoxinas estafilocicicas (A a E; G a |) y tres subtipos de la
enterotoxina C. Las enterotoxinas son estables a 100 °C durante 30 minutos y resistentes a la hidrolisis
de las enzimas gastricas y yeyunales. Por ello, cuando un alimento se ha contaminado por
estafilococos productores de enterotoxinas y se han producido las toxinas, el hecho de volver a
calentar ligeramente la comida o la exposicion a los acidos gastricos carecen de capacidad protectora

frente a la accion de estos compuestos. Estas toxinas son producidas por una proporcion de cepas de
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S. aureus comprendida entre el 30 y el 50%. La enterotoxina A es la toxina que se asocia con mayor
frecuencia a la enfermedad. Las enterotoxinas C y D se encuentran en los productos lacteos
contaminados, y la enterotdxina B produce colitis sesudomembranosa estafilo-cocica. Se conoce en
menor medida la prevalencia de las restantes toxinas. Se ignora cuél es el mecanismo exacto de
accion de la toxina, ya que no se dispone de ningin modelo animal adecuado. Estas toxinas son
superantigenos capaces de inducir la activacion inespecifica de los linfocitos T y la liberacion de
citocinas. Los cambios histolégicos caracteristicos observados en el estbmago y el yeyuno consisten
en la infiltracion de neutrétilos en el epitelio y la lamina propia subyacente, con pérdida de las células
en borde de cepillo del yeyuno. Se cree que la estimulacion de la liberacion de los mediadores
inflamatorios por parte de los mastocitos origina la nemesis caracteristica de la intoxicacion alimentaria
estafiloccica. ®

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

La TSST-1, antes conocida como exotoxina pirogénica C y enterotoxina F, es una exotoxina
termoestable y resistente a la protedlisis de 22.000 D y codificada por un gen cromosémico. Se estima
gue el 90% de las cepas de S. aureus causantes del sindrome del shock téxico (SST) asociado a la
menstruacion y la mitad de las cepas causantes de otras formas de SST producen TSST-1. Tan sé6lo
el 15% de las restantes cepas de S. aureus producen esta toxina. La enterotéxina B y, rara vez, la
enterotéxina C, originan la mitad de los casos de SST no asociados a la menstruacion. TSST-1 es un
superantigeno que estimula la liberacién de citocinas y provoca extravasacion de células endoteliales,
mientras que a altas concentraciones tiene efecto citotdxico en las células. La capacidad de TSST-1
para atravesar las barreras mucosas, incluso cuando la infeccion esta localizada en la vagina o la
herida, provoca los efectos sistémicos del SST. La muerte de las pacientes aquejadas de SST se
produce como consecuencia de un shock hipovolémico que origina insuficiencia multiorganica. ®

Enzimas estafilococicas

Coagulasa
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Las cepas de S. aureus poseen dos formas de coagulasa: ligada y libre. La coagulasa que se une a la
pared del estafilococo puede convertir directamente el fibrindbgeno en fibrina insoluble para forzar la
agregacion de los estafilococos. La coagulasa libre logra el mismo resultado al reaccionar con un factor
del plasma (una globulina, factor que reacciona con la coagulasa) para originar una estafilotrombina,
un factor semejante a la trombina. Este factor cataliza la conversion del fibrindgeno en fibrina insoluble.
El papel de la coagulasa en la patogenia de la enfermedad es especulativo, pero la coagulasa puede
provocar la formacién de una capa de fibrina alrededor del absceso estafilocécico, de forma que la
infeccion quede localizada, y los microorganismos estén protegidos de la fagocitosis. Algunas especies
de estafilococos fabrican coagulasa, pero se trata fundamentalmente de patégenos animales que rara
vez participan en la infeccién en el ser humano. ®

Catalasa

El peroxido de hidrogeno se puede acumular durante el metabolismo bacteriano o con posterioridad a
la fagocitosis. Todos los estafilococos producen catalasa, la cual cataliza la conversion del peroxido
de hidrégeno en agua y oxigeno.

Hialuronidasa

La hialuronidasa hidroliza los acidos hialurénicos, los mucopolisacéridos acidos que se encuentran en
la matriz acelular del tejido conectivo. La enzima favorece la diseminacion de S. aureus en los tejidos.
Mas del 90% de las cepas de S. aureus es capaz de producir esta enzima.

Fibrinolisina

Practicamente todas las cepas de S. aureus fabrican fibrinolisina, conocida también como
estafilocinasa, la cual puede disolver los coagulos de fibrina. La estafilocinasa es diferente de las

enzimas fibrinoliticas producidas por los estreptococos.

Lipasas
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Todas las cepas de S. aureus y mas del 30% de las cepas de Staphylococcus coagulasa-negativos
producen diferentes lipasas. Como indica su nombre, estas enzimas hidrolizan los lipidos, una funcién
esencial para garantizar la supervivencia de los estafilococos en las zonas sebaceas del organismo.
Se cree que la presencia de estas enzimas es necesaria para que los estafilococos puedan invadir los
tejidos cutaneos y subcutaneos, y para el desarrollo de infecciones cutaneas superficiales (p. ej.,
fortnculos, carbunco).®

Nucleasa

La nucleasa termoestable es otro marcador de S. aureus, si bien otras especies también producen
esta enzima. Se desconoce la funcidn de esta enzima en la patogenia de la infeccion.

Penicilinasa

Mas del 90% de los estafilococos aislados eran sensibles a la penicilina en 1941, el afio en que el
antibidtico se us6 en clinica por primera vez. Los microorganismos desarrollaron con rapidez
resistencia a la penicilina por su produccion de penicilinasa (p-lactamasa). La amplia distribucién de
esta enzima se asegur6 por la presencia en plasmidos transmisibles. ®

Epidemiologia

Todas las personas portan estafilococos coagulasa-negativos en la piel, y es frecuente la colonizacién
transitoria de los pliegues cutaneos humedos con S. aureus. En los neonatos se observa con
frecuencia la colonizacién del ombligo, la piel y la region perianal por S. aureus. S. aureus y los
estafilococos coagulasa-negativos se encuentran, igualmente, en la bucofaringe, el aparato digestivo
y el sistema genitourinario. El estado de portador permanente o temporal de S. aureus en nifios
mayores y adultos es mas frecuente en la nasofaringe que en la bucofaringe. Aproximadamente el
15% de los adultos sanos son portadores permanentes de S. aureus en la nasofaringe, aungque se ha
descrito una incidencia mas elevada en los pacientes hospitalizados, el personal sanitario, los sujetos
aguejados de enfermedades eccematosas de la piel y aquellos que utilizan frecuentemente agujas, ya
sea de forma ilegal (p. ej., drogadictos) o por motivos meédicos (p. ej., pacientes con diabetes

insulinodependiente. sujetos que se vacunan frente a la alergia o que se someten a hemodialisis). La
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adherencia de estos microorganismos al epitelio mucoso esta regulada por las adhesinas
estafilococicas de superficie celular.

La diseminacién de bacterias es frecuente y la responsable de muchas de las infecciones adquiridas
en el hospital como consecuencia de la presencia de los estafilococos en la piel y en la nasofaringe.
Los estafilococos son sensibles a las temperaturas elevadas, asi como a los desinfectantes y las
soluciones antisépticas; sin embargo, los microorganismos pueden sobrevivir en las superficies secas
durante periodos de tiempo prolongados. Estas bacterias se pueden transferir a una persona
vulnerable por contacto directo o a través de fomites (p. ej., ropa contaminada, sdbanas). Debido a
ello, el personal sanitario debe utilizar técnicas adecuadas de lavado de manos para evitar la
transmisién de estafilococos a sus pacientes o entre los propios pacientes. °

S. aureus causa enfermedad mediante la produccién de toxina o a través de la invasion directa y la
destruccion del tejido. Las manifestaciones clinicas de algunas enfermedades estafilococicas se deben
casi exclusivamente a la actividad de la toxina (p. ej., SPEE, intoxicacion alimentaria estafilococica y
SST), mientras que otras afecciones son consecuencia de la proliferacion de los microorganismos, la
cual da lugar a la formacion de abscesos y la destruccioén tisular (p. €j., infecciones cutaneas,
endocarditis, neumonia, empiema, osteomielitis y artritis séptica). La produccion de enfermedad en
presencia de un cuerpo extrafio (p. ej., astilla, catéter, anastomosis, proétesis valvular o articular)
requiere un namero significativamente menor de estafilococos. Del mismo modo, los pacientes con
alteraciones congénitas asociadas a defectos en la quimiotaxis o la respuesta fagocitica (como el
sindrome de Job-Buckley, el sindrome de Wiskott-Aldrich o la enfermedad granulomatosa crénica) son
mas vulnerables a las enfermedades estafilococicas.

Sindrome de la piel escaldada estafilococica (SPEE)

En el afio 1878, Gottfried Ritter von Rittershain describié 297 lactantes menores de 1 afio que
presentaban una enfermedad exfoliativa ampollosa. La enfermedad descrita por este investigador,
conocida ahora como enfermedad de Ritter o SPEE. Se caracteriza por el inicio brusco de un eritema

peribucal localizado (enrojecimiento e inflamacion alrededor de la boca) que se extiende por todo el
14



organismo a lo largo de los 2 dias siguientes. Una ligera presion desprende la piel (signo de Nikolsky
positivo), y poco después se forman grandes ampollas y vesiculas cutdneas que se siguen de
descamacion epitelial. Las ampollas contienen un liquido claro, pero no microorganismos ni leucocitos,
un hallazgo compatible con la asociacion de la enfermedad con una toxina bacteriana. El epitelio
recupera su estructura en un plazo comprendido entre 7 y 10 dias, cuando aparecen los anticuerpos
protectores. No se forman cicatrices debido a que la necrosis afecta solamente a la capa superior de
la epidermis. A pesar de tratarse de una enfermedad fundamentalmente de neonatos y nifios
pequefios, la tasa de mortalidad es baja. Cuando se produce, la muerte suele deberse a una infeccién
bacteriana secundaria de las zonas de piel afectadas. °

Impétigo ampolloso

El impétigo ampolloso es una forma localizada de SPEE. Las cepas especificas de S. aureus
productoras de toxina (p. e€j., el fagotipo 71) se asocian a la formacion de ampollas cutaneas
superficiales. A diferencia de lo que ocurre en los sujetos con las manifestaciones diseminadas de
SPEE. Los pacientes aquejados de impétigo ampolloso muestran ampollas localizadas que arrojan
resultados positivos en los cultivos. El eritema no se extiende mas alla de los limites de la ampolla y
no esta presente el signo de Nikolsky. La enfermedad se da principalmente en lactantes y nifios
pequefios y se transmite con facilidad.

Intoxicacidon alimentaria estafilocécica

La intoxicacion alimentaria estafilocécica, una de las enfermedades mas frecuentes transmitidas por
los alimentos, representa una intoxicacién en mayor medida que una infeccién. La enfermedad se debe
a la accion de una toxina bacteriana presente en los alimentos mas que al efecto directo de los
microorganismos en el paciente. Los alimentos que se contaminan con mayor frecuencia son las
carnes elaboradas, como el jamén y el cerdo curados con sal, los bollos rellenos de crema, la ensalada
de patatas y los helados. El crecimiento de S. aureus en las carnes curadas con sal se corresponde
con su capacidad de proliferar en presencia de concentraciones elevadas de sal. A diferencia de lo

qgue ocurre con muchas otras formas de intoxicacion alimentaria, en las que el reservorio animal
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desempefia una relevante funcion, la intoxicacion alimentaria estafilococica es consecuencia de la
contaminacion de los alimentos por un portador humano. Aunque la contaminacion se puede evitar al
impedir que los sujetos con enfermedades estafilocécicas cutdneas evidentes preparen los comidas,
aproximadamente la mitad de las infecciones procede de portadores con colonizacién asintomética de
la nasofaringe. Cuando los estafilococos se han introducido en los alimentos (a través de un estornudo
0 una mano contaminada), estos deben permanecer a temperatura ambiente 0 mas elevada para que
los microorganismos crezcan y liberen la toxina. Los alimentos contaminados no presentan un aspecto
ni un sabor desagradables. El calentamiento posterior de los alimentos comporta la destruccién de las
bacterias, pero no inactiva las toxinas termoestables. ®

El inicio de la enfermedad es abrupto y rapido, con un periodo medio de incubacion de 4 horas tras la
ingestion de la comida, lo que también corresponde a una enfermedad producida por una toxina
preformada. Los estafilococos ingeridos no producen moléculas adicionales de la toxina, por lo que la
evolucion de la enfermedad es rapida y sus sintomas duran generalmente menos de 24 horas. La
intoxicacion alimentaria estafilocécica se caracteriza por la aparicion de vémitos importantes, diarrea,
dolor abdominal y nauseas. Se ha descrito la presencia de sudoracion y cefalea, pero no de fiebre. La
diarrea es acuosa y no sanguinolenta, y puede producirse deshidratacion como consecuencia de la
importante pérdida de liquidos.

Los microorganismos productores de toxinas se pueden cultivar a partir de los alimentos contaminados
cuando el proceso de preparacion de los mismos no haya sido capaz de destruirlos. Las enterotoxinas
son termoestables. por lo que los alimentos contaminados se pueden analizar para determinar la
presencia de toxinas en una institucién sanitaria publica, aunque estas pruebas rara vez se llevan a
cabo.®

El tratamiento se centra en el alivio de los espasmos abdominales y la diarrea, y la reposicion hidrica.
El tratamiento antibidtico no esta indicado debido a que, como se ha comentado, la enfermedad ha
sido causada por una toxina preformada y no por microorganismos en proceso de replicacion. Los

anticuerpos capaces de neutralizar la toxina pueden conferir proteccion y existe una limitada
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reactividad cruzada entre las diferentes enterotoxinas. Sin embargo, lainmunidad es de corta duracion,
y pueden darse episodios posteriores de intoxicacion alimentaria estafilocécica, fundamentalmente por
enterotoxinas diferentes desde el punto de vista serolégico.

Ciertas cepas de S. aureus pueden producir también enterocolitis, la cual se manifiesta clinicamente
con diarrea acuosa, espasmos abdominales y fiebre. La mayoria de las cepas productoras de
enfermedad fabrican tanto enterotoxina A como la leucotoxina de dos componentes LUkE/LukD. La
enterocolitis afecta principalmente a pacientes que han recibido antibidticos de amplio espectro que
alteran la microflora normal del colon y permiten la proliferacion de S. aureus. EI diagndstico de
enterocolitis estafilocécica tan sélo se puede confirmar después de haber descartado otras causas de
infeccion mas frecuentes (p. ej., colitis por Clostridium difficile). Por lo general, las heces de los
pacientes afectados contienen un numero elevado de estafilococos y las bacterias normales
gramnegativas suelen encontrarse ausentes. Se observa la presencia de leucocitos en las heces, y de
placas ulceradas en la mucosa del colon. ®

Sindrome del shock téxico (SST)

El primer brote del SST se produjo en Australia en el afio 1928, donde la enfermedad se desarroll6 en
21 nifios, 12 de los cuales fallecieron tras haber recibido una vacuna contaminada con S. aureus.
Transcurridos 50 afios desde este episodio, J. K. Todd describié el llamado sindrome del shock toxico
en 7 nifios con enfermedad sistémica, y en el verano de 1980 se publicaron los primeros casos de SST
en mujeres menstruantes. Estos datos se siguieron de un aumento espectacular de la incidencia de
SST, fundamentalmente en mujeres. Posteriormente se descubri6 que las cepas de S. aureus
productoras de TSST-1 se podian multiplicar rdpidamente en los tampones superabsorbentes y liberar
la toxina. Después de la retirada de estos tampones. la incidencia de la enfermedad,
fundamentalmente en las mujeres menstruantes, descendio rapidamente. En la actualidad, se estima
gue se producen alrededor de 6000 casos de SST al afio en EE.UU. Aunque en un principio se
describié que los estafilococos coagulasa negativos podian originar este sindrome, en la actualidad se

cree gue la entidad se restringe a S. aureus. °
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Esta enfermedad se inicia con el crecimiento localizado de las cepas de S. aureus productoras de la
toxina en la vagina o la herida, seguida de la liberacion de la toxina en la sangre. La produccion de la
toxina impone una atmosfera aerobia y un pH neutro. Las manifestaciones clinicas aparecen de forma
brusca y consisten en fiebre, hipotension y exantema eritematoso macular difuso. Se observa una
afectacion multiorgéanica (nervioso central, digestivo, hematoldgico, hepatico, muscular y renal), y toda
la piel se descama, incluyendo las palmas y las plantas. La alta tasa inicial de fallecimientos ha
disminuido aproximadamente el 5% al conocerse mejor la epidemiologia y la etiologia de esta
enfermedad. Sin embargo, el indice de recidiva llega a alcanzar el 65%, a no ser que el paciente se
trate especificamente con un antibiotico eficaz. Los estudios seroldgicos han puesto de manifiesto que
mas del 90% de los adultos portan anticuerpos frente a TSST-1; sin embargo, mas del 50% de los
pacientes con SST no son capaces de desarrollar anticuerpos protectores con posterioridad a la
resolucion de la enfermedad. Estos pacientes carentes de proteccién presentan un riesgo significativo
de recidiva del sindrome.

Infecciones cutaneas

Dentro de las infecciones estafilocOcicas piogénicas localizadas figuran el impétigo, la foliculitis, los
foranculos y el carbunco. El impétigo, una infeccién superficial que afecta sobre todo a nifios pequefios,
se produce fundamentalmente en la cara y las extremidades. Inicialmente se observa una pequeina
macula (una mancha roja aplanada), y luego se desarrolla una pustula (vesicula llena de pus) sobre
una base eritematosa. Se forma una costra después de la rotura de la pustula. Es frecuente la
existencia de multiples vesiculas en distintas fases de desarrollo como consecuencia de la extension
secundaria de la infeccibn a zonas adyacentes de la piel. El impétigo se debe generalmente a la
infeccion por S. aureus, aunque estreptococos del grupo A, de manera independiente o en

combinacion con S. aureus, originan un 20% de los casos.

Foliculitis
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La foliculitis es una infeccién piégena de los foliculos pilosos. La base del foliculo est4 elevada y
enrojecida, y hay una pequefia acumulacion de pus bajo la superficie de la epidermis. Cuando afecta
a la base de los parpados se conoce como orzuela. Los foranculos, una extension de la foliculitis, son
nddulos elevados, dolorosos y grandes por debajo de los cuales se acumula tejido necroético. Pueden
drenar de forma espontanea o después de una incision quirtrgica. °

Carbunco

El carbunco aparece cuando los forunculos coalescen y se extienden hasta el tejido subcutdneo mas
profundo. Suele estar presente un nuamero elevado de fistulas. A diferencia de los pacientes con
foliculitis y foranculos, los pacientes con carbunco presentan escalofrios y fiebre, o que indica una
extension sistémica a otros tejidos a través de una bacteriemia estafilocécica.

Las infecciones estafilococicas de las heridas pueden tener lugar con posterioridad a una intervencién
quirdrgica o a un traumatismo como consecuencia de la introduccion en la herida de microorganismos
gue colonizan la piel. La infeccion se puede controlar facilmente mediante la apertura de nuevo de la
herida, la extraccion del cuerpo extrafio y el drenaje del material purulento. El tratamiento antibiotico
especifico frente a S. aureus esta indicado cuando se observen signos como fiebre o malestar general,

o la herida no mejora después del tratamiento local.

Bacteremia y endocarditis

S. aureus es una causa frecuente de bacteriemia. Aunque las bacteriemias producidas por la mayor
parte de los microorganismos tienen su origen en un foco identificable de infeccién, como una infeccion
pulmonar, del aparato genitourinario o el aparato digestivo, no se conocen los focos iniciales de la
infeccion en aproximadamente un tercio de los pacientes afectados por una bacteriemia por S. aureus.
Lo méas probable es que la infeccion se extienda a la sangre a partir de una infeccion cutanea de
aspecto inocuo. Mas del 50% de los casos de bacteriemia por S. aureus se adquieren en el hospital

después de una intervencién quirargica, o como consecuencia del uso continuo de material
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intravascular contaminado. Aunque los pacientes aquejados de endocarditis por S. aureus pueden
mostrar inicialmente sintomas inespecificos de tipo gripal, su situacidbn se puede deteriorar
rapidamente con alteracion del gasto cardiaco e indicios de embolizaciones sépticas periféricas. El
prondstico del paciente es desfavorable a no ser que se instaure un tratamiento médico y quirdrgico
adecuado de forma inmediata. Una excepcion a esta afirmacion es la endocarditis por S. aureus en
los pacientes adictos a drogas por via parenteral, cuya enfermedad afecta normalmente a las
cavidades cardiacas derechas (valvula tricuspide) en mayor medida que a las izquierdas. Los sintomas
pueden ser inicialmente leves, pero por lo general se registran fiebre, escalofrios y dolor toracico
pleuritico producido por embolizacion del territorio pulmonar. Generalmente se logra la estabilizacion
clinica de la endocarditis, si bien es frecuente que existan complicaciones como consecuencia de la
diseminacion secundaria de la infeccién a otros 6rganos. °

Neumonia y empiema

La enfermedad respiratoria por S. aureus se puede producir después de la aspiracion de secreciones
bucales o la diseminacion hematogena del microorganismo desde un foco alejado. La nheumonia por
aspiracion se observa fundamentalmente en los sujetos muy jovenes, los ancianos y los pacientes
aquejados de fibrosis quistica, gripe, enfermedad pulmonar obstructiva crénica o bronquiectasias. Las
presentaciones clinicas y radioldgicas de la neumonia no son caracteristicas. El examen radiologico
pone de manifiesto la presencia de infiltrados con consolidacion o abscesos, los cuales se deben a la
capacidad de secrecidn de toxinas y enzimas citotoxicas y de formar abscesos localizados por parte
del microorganismo. La neumonia de diseminacién hematdgena es frecuente en pacientes con
bacteriemia o endocarditis. En los ultimos afios se ha descrito una forma grave de neumonia
necrosante adquirida en la comunidad con hemoptisis masiva, shock séptico y una elevada tasa de
mortalidad. La leucocidina P-V presente en las cepas causantes de esta entidad podria constituir un
destacado factor de virulencia. A pesar de que esta enfermedad se ha relacionado mas a menudo con

nifos y adultos jovenes, no se limita a estos grupos de edades.
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El empiema afecta al 10% de los pacientes con neumonia, y S. aureus es el agente etiolégico en un
tercio de los casos. En algunos casos resulta dificil llevar a cabo el drenaje del material purulento

debido a que los microorganismos se pueden consolidar en &reas aisladas.

Osteomielitis y artritis séptica

La osteomielitis por S. aureus puede derivar de la diseminacién hematogena en el hueso, o puede
constituir una infeccion secundaria como consecuencia de un traumatismo o bien de la extension de
una infeccién desde una zona adyacente. La diseminacion hematdgena en los nifios procede
generalmente de una infeccion cutanea estafilocécica, y suele afectar a las metastasis de los huesos
largos, una zona de crecimiento 6seo muy vascularizada. Esta infeccion se caracteriza por la presencia

de dolor de inicio brusco en la zona é6sea afectada y de fiebre elevada. ®

IDENTIFICACION

Se pueden utilizar pruebas bioquimicas relativamente sencillas (p. ej., reacciones positivas para la
coagulasa, proteina A, nucleasa termoestable y fermentacién de manitol) para diferenciar S. aureus y
otros estafilococos. La identificacion de los estafilococos coagulasa-negativos resulta mas complicada y
exige el uso de sistemas comerciales disefiados para ello. No se pueden emplear estos métodos para
identificar de forma directa los estafilococos presentes en muestras clinicas o detectados en un
hemocultivo. Recientemente se ha superado esta limitacion mediante la puesta a punto de un nuevo
método de hibridacion in situ fluorescente (FISH). Se aplican sondas artificiales marcadas con moléculas
fluorescentes y especificas para S. aureus con el fin de diferenciar esta especie de los estafilococos
coagulasa-negativos.

Se pueden utilizar los patrones de sensibilidad antimicrobiana (antibiogramas), los patrones bioquimicos
(biotipaje o caracterizacion bioquimica), la sensibilidad a los bacteriofagos (fagotipaje) y el analisis de

acidos nucleicos con el propdsito de caracterizar a las especies aisladas con fines epidemioldgicos. Los
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antibiogramas y los biotipos se llevan a cabo en la mayor parte de los laboratorios para la identificacion
habitual de una cepa. Sin embargo, estas pruebas no tienen una gran capacidad de discriminacion y
tan solo son Utiles cuando dos cepas poseen un patron de sensibilidad antibitica o un perfil bioquimico
diferente. El fagotipaje diferencia las cepas de estafilococos por su patron de susceptibilidad a la lisis por
una coleccion internacional de bacteriéfagos especificos. Esta prueba Unicamente se efectia en laboratorios
de investigacion y ha sido sustituida en los estudios epidemioldgicos por el andlisis de acidos nucleicos. El
analisis del &cido desoxirri-bonucleico (ADN) gendémico mediante electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE) u otras técnicas similares se han desarrollado rapidamente hasta convertirse en la forma més sensible
de caracterizacion de las cepas a nivel de especie y de subespecie. Estos métodos se utilizan en la actualidad
en muchos laboratorios clinicos y de investigacion. °

Cultivo

Las muestras clinicas se deben inocular en medios de agar enriguecidas complementados con sangre

de carnero. Los estafilococos crecen rapidamente en los medios no selectivos, tanto aerobia como

anaerobiamente, y se pueden apreciar colonias lisas de gran tamafio en el plazo de 24 horas. Como

se ha mencionado anteriormente, las colonias de S. aureus adquieren gradualmente una coloracion

dorada, en especial cuando los cultivos se incuban a temperatura ambiente. Casi todas las cepas de
S. aureus y algunas cepas de estafilococos coagulasa-negativos producen hemdlisis en el agar sangre

de carnero.

La hemolisis se debe sobre todo a citotoxinas, fundamentalmente la toxina a. Cuando la muestra

contiene una mezcla de varios microorganismos (p. €j.. una muestra respiratoria o de una herida), se
puede aislar de forma selectiva S. aureus en un medio de agar complementado con cloruro sédico al
7,5% (el cual inhibe el crecimiento de la mayor parte de los microorganismos), y de manitol (fermentado
por S. aureus, pero no por la mayoria de las restantes especies de estafilococos).

Serologia

Los anticuerpos frente a los acidos teicoicos de la pared celular estan presentes en muchos pacientes

con infecciones prolongadas por S. aureus. Los anticuerpos se desarrollan durante las 2 primeras
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semanas siguientes al inicio de la enfermedad y se detectan en la mayor parte de los pacientes
aguejados de endocarditis estafilococica. Sin embargo, esta prueba es menos fiable en los pacientes
con osteomielitis o portadores de heridas infectadas, ya que el foco de infeccion se encuentra
secuestrado en estas localizaciones y los microorganismos no suelen estimular la respuesta

inmunitaria humoral.®

MRSA

Staphylococcus aureus resistente a meticilina surgié como un patégeno de importancia mundial.1°
Staphylococcus aureus era originalmente sensible a penicilina. Cuando aparecio la resistencia a
penicilina debido a una beta lactamasa (generalmente codificada en plasmidos), se introdujo la
meticilina (de la familia de la cloxacilina) como antibiético resistente a esta penicilinasa

Sin embargo, en 1961 se identific6 Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA) en Inglaterra.
En U.S.A. aparecié esporadicamente en 1965 hasta que en 1981 emergiéo en forma importante
causando numerosos brotes. Actualmente, la mayoria de los hospitales presentan una situacion de
endemia en relacibn a este microorganismo. Si bien se le considera un agente de infeccion
intrahospitalaria (MRSA nosocomial), el 15% de los pacientes lo adquieren en la comunidad (MRSA
comunitario). La meticilino-resistencia es de origen cromosomal e involucra a todos los beta lactamicos
incluyendo a las cefalosporinas. Se asocia con la aparicion de una proteina fijadora de penicilina (PBP)
alterada. Estas proteinas son muy importantes en la sintesis de la pared celular y generalmente
presentan alta afinidad con los antibiéticos beta lactdmicos. Sin embargo, en las cepas meticilino
resistentes, aparece una PBP llamada PBP2a asociada a la presencia del gen mecA. Si bien todos los
MRSA tienen la habilidad genética de expresar resistencia frente a los antibidticos beta lactamicos,
frecuentemente solo una célula en 108 la manifiesta. Este fendmeno, llamado hetero-resistencia,
constituye un problema en el laboratorio, pues si no se considera podria formarse una cepa resistente

como sensible. Para reducir este riesgo lo maximo posible, se estimula la expresion del gen de
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resistencia in vitro, incubando el antibiograma por 24 horas y a temperaturas menores (30°-35° C),
entre otras técnicas.

La mayoria de las cepas de MRSA son resistentes a una diversos antimicrobianos (macrolidos,
guinolonas, etc.), por lo que se denominan también Staphylococcus aureus multi-resistentes. En los
casos de MRSA no es posible usar cloxacilina, antibidtico de eleccion para el tratamiento de
infecciones causadas por Staphylococcus aureus meticilino sensible, por lo que se debe recurrir a la
vancomicina. Actualmente, ya se han descrito cepas de Staphylococcus aureus con sensibilidad
intermedia a vancomicina. Esta situacion refuerza la necesidad de un uso racional de los
antimicrobianos y de la aplicacion rigurosa de las medidas de precaucion estandar (lavado de manos)

en forma rutinaria?.

La infeccién con MRSA ocurre con mayor frecuencia entre personas que acuden a establecimientos
de atencién a la salud.” Tanto MRSA como Staphylococcus coagulasa negativos han sido aislados

en hospitales de tercer nivel en México?®.

MRSA ya sea nosocomial o en la comunidad, es un problema de salud publica, como lo hacen constar
cifras del European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) cuyo registro, de
resistencia antimicrobiana obtenida de 800 laboratorios de salud publica al servicio de 1300 hospitales
en 31 paises europeos, reporta un aumento en la prevalencia de bacteremias ocasionadas por MRSA
en Alemania de 8.5% en 1998 hasta 20% en 2006. En Francia adultos previamente sanos estan siendo
admitidos con severos casos de celulitis necrotizante y neumonia ocasionados por MRSA, segun este

mismo registro®.

La prevencion de la transmision horizontal de MRSA se ha vuelto mas importante al mismo tiempo que

la prevalencia de este patdégeno, tanto nosocomial como comunitario, aumenta?©.

Tamizar poblaciones de trabajadores al servicio de la salud, asi como pacientes en busca de MRSA,
en instituciones de salud, son medidas en control de infecciones de vital importancia para impedir la

diseminacion de este organismo, identificar a los portadores y remitirlos a tratamiento?. (fig 3)
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Staphylococcus aureus EN EL AMBIENTE CLINICO

Esta bacteria esta emergiendo como un prominente patégeno de infecciones intrahospitalarias, como
ha sido reportado por A.J Smith. et al, al analizar la base de datos de estudios diagndsticos en
microbiologia clinica donde reportd una incidencia de 19% para Staphylococcus aureus susceptibles
a meticilina (MSSA por sus siglas en inglés) y 0.9% para MRSA. Dicho estudio se realizé

retrospectivamente a tres afios (1998-2000)*1.

Es posible que las poblaciones de Staphylococcus aureus infecciones hospitalarias incluyan MRSA.
Se han reportado casos de infecciones diseminadas ocasionadas por MRSA, generando un riesgo
para los pacientes. Martin MV, reporta dos casos de transmision de MRSA de médico a pacientes en

junio de 1991, en el Liverpool Dental Hospital®.

Los aerosoles generados por el agua de los instrumentos pueden jugar un rol en la diseminacion de
MRSA en hospitales sobre todo en casos donde estos requieren de depdsitos de agua’?. Ya que se
ha observado MRSA asociado a la proliferacion de Acanthamoeba polyphaga en agua, dado que

MRSA se reproduce dentro de esta amiba. 13
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JUSTIFICACION

El ambiente hospitalario representa un conjunto de condiciones idoneas para la diseminacion de
diversas infecciones por la naturaleza de los tratamientos y procedimientos que se realizan diariamente
con el paciente, debido a esto, resulta de gran importancia evaluar a los pacientes que son
susceptibles de adquirir infeccidbn o que se encuentran cursando con manifestaciones clinicas de
inflamacion sistémica, y aislar el germen especifico y manejar un tratamiento antimicrobiano idoneo y
efectivo en pacientes con infecciones por Staphyloccocus.

A la fecha no existe en el servicio de Pediatria un registro de la prevalencia de MRSA en la poblacién
de pacientes hospitalizados.

Este estudio microbiolégico nos permite conocer la prevalencia de Staphylococcus aureus y MRSA
para determinar si constituyen un riesgo importante para la vida en nuestros pacientes. Asimismo
nuestro estudio podria en determinado caso servir como orientacién en la eleccion y manejo de
tratamientos antimicrobianos empiricos que en una gran mayoria de nuestros pacientes con infeccién

utilizamos, ademas que representara un precedente a otros estudios relacionados con este tema.
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OBJETIVOS

Primero estudio microbioldgico.

Determinar la prevalencia de infecciones por Staphylococcus en pacientes hospitalizados en los
servicios de Cirugia pediétrica, Especialidades, Hemato-oncologia y terapia intensiva pediatrica, que
se encuentran en el edificio de Pediatria de este hospital; aislados en muestras de: hemocultivos,
liquido cefalorraquideo y urocultivo.

Sequndo estudio microbioldgico.

Determinar la prevalencia de infecciones por Staphylococcus en pacientes hospitalizados en los
servicios de Cunero Patologico, Terapia intermedia y Cuidados Intensivos Neonatales, que se
encuentran en el edificio de Ginecologia de este Hospital. Aislados en muestras de: hemocultivos,

liquido cefalorraquideo y urocultivo.

HIPOTESIS

Staphylococcus se encuentra presente en un alto porcentaje de los pacientes hospitalizados en el
servicio de Pediatria de Hospital General de México.

La prevalencia de MRSA en la poblacion de pacientes hospitalizados en el servicio de Pediatria es
igual o mayor a la reportada para la poblacién general.

MRSA es un riesgo de infeccion presente entre los pacientes que ingresan a las diferentes unidades

gue se encuentran dentro del servicio de Pediatria de este Hospital.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio

Para la estudio bacteriologico de Staphylococcus se tamizé cada una de las muestras tomadas de
pacientes hospitalizados en el Servicio de Pediatria, para cultivos de liquido cefalorraquideo, sangre,
y orina; durante el periodo comprendido de julio-febrero del afio 2009.

DATOS RECOLECTADOS

Se recolectaron los datos : edad al momento de tomar la muestra, genero del paciente, sala en la que
se encontraba hospitalizado, tipo de muestra y tratamiento antibacteriano que se estaba aplicando en
cada caso.

RECOLECCION DE MUESTRAS

De acuerdo a las técnicas estandarizadas para toma de muestra para hemocultivo, ya sea de catéter
central o hemocultivo periférico, técnica para tomar muestra de liquido cefalorraquideo, y muestra
estéril para urocultivo, se recolectaron muestras de cada paciente con infeccién documentada o con
datos de inflamacion sistémica para evidenciar germen'4,

ESTUDIO BACTERIOLOGICO

Staphylococcus

Las muestras fueron sembradas en agar cromogénico especifico para Staphylococcus aureus (TA-670
Chromagar Microbiology. Paris, Francia) suplementado con una mezcla patentada de antibiéticos (SU-

625 Chromagar Microbiology).

AISLAMIENTO SELECTIVO DE MRSA

En un intento inicial por reducir los volumenes de Chromagar MRSA y asi abatir los costos, se utilizaron

dos pasos para el aislamiento de Staphylococcus aureus. Primero se hizo un aislamiento en agar
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cromogénico Baird Parker 1° especifico para Staphylococcus aureus, enriguecido con yema de huevo

y telurito de potasio. El agar fue preparado de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Las placas sembradas fueron incubadas aerébicamente durante 72 horas a 37°C. Las que presentaron
crecimiento bacteriano fueron observadas al microscopio estereoscopico para la identificacion
fenotipica de colonias de Staphylococcus aureus y se consideran resultados positivos a aquellas
colonias color negro con crecimiento de 1 a 1.5 mm de diametro con limites bien definidos de superficie

convexa y un halo blanco delimitandolas. (fig. 4)

Como segundo paso, las colonias obtenidas sobre el medio Baird Parker fueron transferidas a un agar
cromogénico para el aislamiento especifico e identificacion de MRSA, Chromagar MRSA (Chromagar

Microbiology, Paris).'® El agar fue preparado de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Las placas fueron incubadas aerobicamente a 37°C durante 48 horas. Estas fueron observadas al
microscopio, se consideran como positivas aquéllas con crecimiento de colonias con diametro bien
definido, entre 1y 1.5 mm de color rosa.

PRUEBAS CONFIRMATORIAS

TINCION DE GRAM: Esta coloracién divide a los organismos en dos grandes grupos, Gram positivos
y Gram negativos, segun retengan o no el cristal violeta utilizado en la tincién. Staphylococcus aureus
se encuentra en el grupo de los microorganismos Gram positivos.

TECNICA: Se fij6 el frotis al calor, se dejo enfriar antes de proceder a su tincién, se cubrid la
preparacion con el cristal violeta y se dejé actuar 30 seg. Se lavd con agua eliminando el exceso, se
cubrié la preparacion con solucion de lugol y se dejo actuar durante 1 min, se lavé con agua y se
elimino el exceso. Se decoloré con una solucién de alcohol acetona hasta arrastrar el colorante. Se
lavé de nuevo con agua 'y se elimind el exceso. Se cubrio la preparacion con fuscina diluida (colorante
de contraste) y se dejo actuar durante 30 seg. Se volvib a lavar con agua. Se sec6 al aire a temperatura

ambiente. Se observo al microscopio con objetivo de inmersion.
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SEGUIMIENTO DE PORTADORES

Los resultados positivos y negativos fueron reportados en el expediente clinico. Los individuos cuyas
muestras manifiestan la presencia de MRSA fueron sometidos a cambio de antimicrobiano en el caso
de asi requerirlo..

Todos los pacientes con aislamiento de MRSA fueron sometidos a tratamiento especifico con
Vancomicina, con esquemas largos, y se tomaron cultivos para evidenciar su erradicacion.

De los individuos con cultivos positivos para MRSA, se tomaron controles a los tres, siete y diez dias
para monitorizar la eficacia del tratamiento utilizado.

Criopreservacion de bacterias viables

Para su preservacion a —70°C, se tomo de cada placa una colonia identificada fenotipicamente como
MRSA, y se le transfiri6 a medio S110 (Difco) para su incubacién aerdbica a 37°C por 72 hrs, del
crecimiento resultante una pequefia cantidad fue depositada en crioviales con medio Micoplasma broth
base (BBL, ) suplementado con di-metilo sulfoxido (DMSO, Sigma Chemical, Saint Louis MO). Las
muestras congeladas podran ser reestablecidas en un futuro para realizarles pruebas de resistencia a
antibidticos

EXTRACCION DE DNA

Mediante la extraccibn del DNA de estas muestras se cre6é un banco de material genético
correspondiente a la poblacion estudiada para la determinacion de prevalencia de la infeccién con

Staphylococcus aureus y MRSA.

Todas las placas de medio Baird Parker para Staphylococcus aureus que presentaron crecimiento en
los aislados iniciales, fueron almacenadas en refrigeracion. Estas placas fueron lavadas con solucion

de Tris-EDTA (Sigma) para obtener la totalidad de las colonias presentes. Las colonias disueltas en la
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solucién de Tris-EDTA fueron depositadas en tubos Eppendorf de 1.5 mL y llevadas al vértex (VWR)
para obtener una mezcla homogénea.

Se colocaron 44 uL de la solucién en tubos para microcentrifugacion de 1 mL. Se agreg6 a cada tubo
5 pL de Tween 20 (concentracion final 0.5%), y se llevo la muestra al vortex. Luego se agregd 1 uL de
proteinasa K (Invitrogen) y se agitd nuevamente. Los tubos se colocaron en el incubador ThermoStat
(Eppendorf) a 55°C por 2 horas, y después a 95°C por 10 minutos para inactivar la proteinasa K. Las
muestras fueron centrifugadas por 10 segundos en la microcentrifuga (Eppendorf), para condensar el

DNA obtenido.

31



ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la posible asociacion entre la actividad clinica u otros factores de riesgo reportados y el
estatus infeccion MRSA, los resultados fueron analizados mediante Chi2, con un valor critico de P<

0.05.

RESULTADOS

S. aureus

Se observo una alta prevalencia de S. aureus con rasgos de resistencia a antibioticos (Tabla 1). De
160 individuos muestreados 97 (61%) son portadores de Staphyloccocus con resistencia a los
antibidticos presentes en la férmula patentada que se agrego al medio Chromagar Staph aureus.(fig

5)

La prevalencia infeccidén en pacientes estudiados en las areas comprendidas en el edificio de Pediatria
(68%) fue significativamente mas alta (y?=6.64, P<0.01) que la observada en el grupo de pacientes
internados en el edificio de Ginecologia (45%). La prevalencia en el grupo de pacientes (73%) fue
significativamente mas alta que en grupo de pacientes pediatricos (y°=4.16, P<0.05) y pacientes

neonatales (y?=11.07, P<0.001).

MRSA
De las 192 muestras obtenidas en medio de cultivo Baird-Parker 96% (n=186) mostro crecimiento de
colonias caracteristicas de S. aureus color negro de 1 a 1.5 mm de diametro con limites bien definidos

de superficie convexa y un halo blanco delimitandolas.

32



De cada una de las placas con crecimiento se transfirieron colonias caracteristicas de S. aureus al
medio Chromagar MRSA. De las 186 muestras transferidas, en 7 (3.7%) se observo crecimiento de

colonias color rosa caracteristicas de MRSA. (fig 6).

La prevalencia de portadores de MRSA en el grupo clinico fue 3.5%.

DATOS COLECTADOS

La coleccion de datos no arrojé informacion que pudiese asociar el estatus de infeccion por MRSA con
alguno de los factores de riesgo conocidos. Los resultados obtenidos de la colecta de datos no
muestran asociaciones ni diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio ni
entre individuos portadores de MRSA y aquellos que resultaron negativos.

De los estudiados 78% reporta no haber sido hospitalizado en los ultimos seis meses, el grupo de los positivos se

encuentra en su totalidad entre los individuos sin hospitalizaciones recientes (Fig 7).

Poco mas de la mitad de la muestra (56%) ha visitado alguna instalacion hospitalaria recientemente,
incluidos seis de los siete positivos. (fig. 8)

Del grupo de individuos infectados de MRSA se reporta en un 57% consumo de ampicilina como
antibidtico aplicado en los ultimos tres meses en padecimientos diversos. El restante 43% de los
portadores de MRSA no tenia historia reciente de tomar antibiéticos.

Mediante la extraccién del ADN de estas muestras se cred un banco de material genético para
confirmar la prevalencia de portadores de S. aureus y del gen mecA mediante una Reaccién de la

Polimerasa en Cadena (PCR) empleando los primers para los genes nucA y mecA.
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DISCUSION

S. aureus.

Los resultados de este estudio bacteriolégico nos muestra una prevalencia elevada (61%) de S.
aureus. Los medios de cultivo empleados para la identificacion de S. aureus tienen sensibilidad del
100% a las 48 hrs y una especificidad del 100% a las 24 hrs, contra la prueba Gene-Probe (Accu
Probe, San Diego Ca).!’ Se desconoce la prevalencia de S. aureus. en la poblacién mexicana. En los
Estados Unidos, 31.6% de la poblacién general son portadores nasales.*®

Es de particular importancia que el medio empleado en el aislamiento primario de S. aureus estaba
suplementado con una mezcla patentada de antibidticos disefiada para seleccionar bacterias
resistentes. Por lo anterior descartamos aquellos S. aureus con bajo factor de resistencia y
consideramos solo aquellos con un factor de resistencia a antibiéticos bien definido.

La prevalencia de Staphylococcus aureus resistentes a antibidticos resulto significativamente mas alta
en los pacientes del &rea de Pediatria que en los pacientes de neonatologia. Se pueden aplicar algunos
analisis genomicos (como el “DNA finger printing”) para intentar establecer las posible rutas de
transmision de S. aureus. entre estos dos grupos. Sin embargo la presencia de este tipo de bacterias
resistentes queda establecido en el entorno clinico representando un factor de riesgo para transmision

de un paciente a otro y un peligro de infeccion latente entre los pacientes.

MRSA

Basados en el aislamiento e identificacion fenotipica de MRSA en agar cromogénico especifico
(Chromagar MRSA), la prevalencia de MRSA de 3.7% entre 192 pacientes ingresados en el servicio
de Pediatria de este Hospital resulto parecida a la observada entre la poblacion general de los Estados

Unidos (3.5%), y en algunos paises de Europa (3%).'® No se observé asociacion significativa entre el
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estatus de portador de MRSA y el laborar en el ambiente clinico. Merino et al. calibraron y compararon
niveles de sensibilidad y susceptibilidad en otros medios de cultivo especificos para MRSA sin obtener
los niveles del Chromagar MRSA. 16:20

Se reportaron diferencias entre el patron de resistencias/susceptibilidades a diversos antibiéticos entre
MRSA nosocomial y MRSA comunitario®. En EU por medio de antibiogramas y determinacion de
Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC’s) es posible diferenciar los origenes de los aislados, entre
nosocomial y comunitario. Sin embargo, no se ha establecido si estas diferencias también son
observables en México, pues en este pais los antibibticos estan disponibles libremente sin
prescripcion, y tanto los profesionales de la salud como el publico en general posiblemente los usan
indiscriminadamente, y en algunos casos usando como tratamiento de primera eleccién en procesos
infecciosos diversos, antibidticos de amplio espectro generando resistencia en microorganismos.

El uso irracional de antibiéticos asi como la automedicacién es una de las principales razones para
inducir resistencia antimicrobiana®l. MRSA es una de las muestras mas claras del fenémeno de
resistencia a antibidticos, lo que lo convierte en uno de los patégenos de mayor preocupacion a nivel
mundial, y un objetivo mas a combatir por medio de practicas en control de infecciones en sitios de
atencion a la salud.

Al determinar la prevalencia de infeccibn MRSA entre pacientes pediatricos, debemos considerar que
en México no se consume meticilina. Es posible que los estafilococos resistentes identificados
contengan el gen mec A expresando resistencia a diversos medicamentos incluida la meticilina
(MRSA)22,

Naimi y col. reportan una prevalencia de MRSA nosocomial mayor a la de MRSA comunitario 85% y
12% respectivamente,’ lo que fundamenta el andlisis de los patrones de resistencia o susceptibilidad
a diversos antibiéticos, asi como la determinacion de las MIC’s en los aislados de nuestra muestra,

preservados en congelacion y asi diferenciar los casos de MRSA comunitarios de nhosocomiales.
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La deteccién de crecimientos de MRSA se realizd por identificacion fenotipica lo que sugiere la
realizacion de pruebas moleculares futuras para su caracterizacion genotipica, origen epidemiologico
y patrones de resistencia a antimicrobianos.

La poblacion de estudio fue dividida en dos grupos segun el area del hospital en la que se encontraban
hospitalizados, si esta estaba o no relacionada con el ambiente clinico, sin embargo los resultados
obtenidos del formato para toma de datos, no difieren en mucho entre estos.

Resulta muy claro el facil acceso a farmacos sin prescripcion médica en México, por lo que es

necesario implementar estrategias y normas en cuestion de venta y consumo de antibidticos.
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CONCLUSIONES

Se debe reforzar la ensefianza y vigilancia de métodos y practicas adecuadas en control de
infecciones, asi como de prescripcion de antibidticos tanto en forma ambulatoria como en pacientes
gue se encuentran hospitalizados.

Los resultados obtenidos demuestran que de todos los individuos tamizados una proporcion importante
es portador de infeccion por S. aureus con patrones de resistencia a los antibiéticos. Sin un adecuado
control de infecciones y medidas de seguridad ocupacional en el ambiente clinico, la alta prevalencia
de S. aureus implica un factor de riesgo incrementado para los servidores de la salud, asi como para
Sus pacientes.

Los resultados indican una prevalencia importante de S. aureus en los dos grupos evaluados, debido
a las condiciones establecidas para el crecimiento de las muestras, sabemos que los S. aureus
presentes en esta poblacidn son resistentes a algunos antibiéticos, y que dentro de este grupo podria
haber individuos infectados de MRSA, lo que representaria una ruta clara de transmisién por
infecciones cruzadas debido a la interrelacidon entre estos tres grupos.

Este trabajo de investigacion reporto la prevalencia de MRSA en dos grupos de pacientes pediatricos,
el primero relacionado con el ambiente clinico de pediatria (3.5%) y 3.6% en un grupo de pacientes en
edad neonatal.

Al encontrar pacientes con infeccion de MRSA, deducimos: riesgo de infecciones cruzadas paciente-
paciente, por lo que resulta imperativo la elaboracion y aplicaciéon de protocolos de medidas en control
de infecciones y seguridad ocupacional, para su prevencion como para el manejo de infectados, y asi

limitar la transmision de la infeccion cruzada por MR

37



10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

BIBLIOGRAFIA

Erdenizmenli, M., et al., Investigation of colonization with methicillin-resistant and methicillin-susceptible

Staphylococcus aureus in an outpatient population in Turkey. Jpn J Infect Dis, 2004. 57(4): p. 172-5.
WHO, Antimicrobial resistance, in Geneve. 2002.

Martin, M.V. and P. Hardy, Two cases of oral infection by methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Br
Dent J, 1991. 170(2): p. 63-4.

National US inpatient health care facility methicillin-resistant Staphylococcus aureus survey 2006.
Murray, P.R., E. Baron, and M.A. Pfaller, Manual of clinical Microbiology A. Press, Editor. 1995.

Kuehnert, M.J., et al., Prevalence of Staphylococcus aureus nasal colonization in the United States,
2001-2002. J Infect Dis, 2006. 193(2): p. 172-9.

Naimi, T.S., et al., Comparison of community- and health care-associated methicillin-resistant
Staphylococcus aureus infection. Jama, 2003. 290(22): p. 2976-84.

Urdez-Hernandez, E., et al.,, Epidemiological and biological characteristics of methicillin-resistant
staphylococcal infections in a Mexican hospital. Arch Med Res, 1999. 30(4): p. 325-31.

Borg, A., MRSA Situation in Europe: A Recent Phenomenon APIC News, 2006. 25(2) : p. 14-16

Harbarth, S., et al., Control of multiply resistant cocci: do international comparisons help? Lancet Infect
Dis, 2001. 1(4): p. 251-61.

Smith, A.J., et al., Staphylococcus aureus in the oral cavity: a three-year retrospective analysis of clinical
laboratory data. Br Dent J, 2003. 195(12): p. 701-3; discussion 694.

Bernardo, W.L., et al., Staphylococcus aureus ampicillin-resistant from the odontological clinic
environment. Rev Inst Med Trop Sao Paulo, 2005. 47(1): p. 19-24.

Huws, S.A., et al., Amoebae promote persistence of epidemic strains of MRSA. Environ Microbiol, 2006.
8(6): p. 1130-3.

Delgado, I., S.A. Amich, and S. Prieto, Laboratorio Clinico Microbiologia. 1a ed, ed. M.G. Hill. 1994.

Baird, P.A., An inproved diagnostic and selective medium for isolating coagulase positive staphylococci
Journal of applied Bacteriology, 1962. 25(1): p. 12-19.

Perry, J.D., et al., Development and evaluation of a chromogenic agar medium for methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. J Clin Microbiol, 2004. 42(10): p. 4519-23.

38



17. Graham, P.L., 3rd, S.X. Lin, and E.L. Larson, A U.S. population-based survey of Staphylococcus aureus
colonization. Ann Intern Med, 2006. 144(5): p. 318-25.

18. Nakamura, M.M., et al., Prevalence of methicillin-resistant Staphylococcus aureus nasal carriage in the
community pediatric population. Pediatr Infect Dis J, 2002. 21(10): p. 917-22.

19. Hart, |., A test for the early detection of MRSA: clinical benefits and financial savings Clinical Laboratory
2004 28(7): p. 36,37,.

20. Rubinovitch, B. and D. Pittet, Screening for methicillin-resistant Staphylococcus aureus in the endemic
hospital: what have we learned? J Hosp Infect, 2001. 47(1): p. 9-18.

21. Malhotra-Kumar, S., et al., Effect of azithromycin and clarithromycin therapy on pharyngeal carriage of
macrolide-resistant streptococci in healthy volunteers: a randomised, double-blind, placebo-controlled
study. Lancet, 2007. 369(9560): p. 482-90.

22. Deurenberg, R.H., et al., The molecular evolution of methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Clin
Microbiol Infect, 2007. 13(3): p. 222-35.

39



Fig 1. Morfologia microscopica de S. aureus
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Fig 2. S. aureus es positivo a la tincion de Gram.s
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Fig 3 La identificacion de MRSA fenotipicamente se da en medios de cultivo cromogénicoss.

Fig 4. Crecimiento de S. aureus en medio Baird Parker (Chromagar Microbiology, Paris)

Fig 5 Crecimiento de S. aureus (medio Chromagar staph aureus) segun el fabricante, izg.
Y crecimiento obtenido de la encuesta, der.
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N POSITIVOS
%
PACIENTES PEDIATRICOS 60 41 68
PACIENTES NEONATALES 100 56 73
TOTAL DE MUESTRAS 160 97 61

Tabla 1 Distribucion de la poblacion y porcentaje de individuos portadores de S. aureus

Fig 6 Crecimiento de colonias caracteristicas de MRSA segun el fabricante izqg. Y crecimiento obtenido en la encuesta der.
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Fig 7Porcentaje de individuos que han sido hospitalizados en los Ultimos 6 meses. Los portadores de MRSA se encuentran en el area azul
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NO 44% S1 44%

Fig 8 porcentajes de pacientes que han tenido contacto con areas clinicas resientemente.
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