
UNIVERSIDAD DE LOS ANDES

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGÍA Y PARASITOLOGÍA

POSTGRADO EN MICROBIOLOGÍA CLÍNICA

PERSONAL DE SALUD COMO RESERVORlO DE Staphylococcus aureus

RESISTENTE A METICILINA EN UNA UNIDAD DE ALTO RIESGO

NEONATAL

Maria Evelyn Alviárez Vargas

Tutora: MSc. Eisa Velazco

Mérida, Noviembre de12006

§fRez
A!5"A.:;=



RESUMEN

Personal de Salud como Reservorio de Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina en una

Unidad de Alto Riesgo Neonatal.

Lic. María Evelyn Alviarez V, MSc. EIsa Velazco. Laboratorio de Bacteriología Anaeróbica

"Roberto Gabaldón". Depto de Microbiología y Parasitología. Universidad de los Andes. Mérida.

Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (SARM) es un patógeno intrahospitalario importante; este

microorganismo se ha logrado aislar en modernas unidades'de cuidados intensivos, produciendo el 50% de

cuadros de sepsis severa. Para la adecuada vigilancia y prevención de infecciones intrahospitalarias

ocasionadas por cepas de SARM, se han sugerido diferentes medios de cultivo, entre ellos, el agar Manitol

Salado suplementado con 6 ug de oxacilina En el presente estudio se utilizó este medio para detectar cepas

SARM en el personal de salud de la Unidad de Alto Riesgo Neonatal (UARN), del IAHULA, donde el

31,58% de dicho personal resultó portador de cepas SARM heterorresistentes en fosas nasales. El mayor

porcentaje de portadores estuvo representado por el personal de enfermería con un 58,33%. el 7,90/0 del

personal muestreado presentó cepas SARM heterorresistentes en manos, encontrándose sólo en el personal

de enfermería con un 15%. Se realizaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a todas las cepas SARM,

por los métodos de difusión en disco o Kirby Baner y dilución en agar. Además de la resistencia a la

oxacilina el 52,90/0 de las cepas estudiadas mostró resistencia a la eritromicina y kanamicina, y un 47% de

resistencia a gentamicina. Al comparar la sensibilidad y especificad de diferentes técnicas para la detección de

cepas SARM se encontró 100% de sensibilidad y 100% especificidad en la técnica Kirby-Baüer con disco de

1 flglmL de oxacilina, al compararlo con el método de cnbado. El estudio plásmidico reveló que el 25% de

cepas SARG mostraron presencia de formas plasmídicas, con un peso molecular aproximado de 23Kb y CIM

igual o superior a 256 flglmL, que procedian en su mayoría de portadores nasales del personal de enfermeria

En cepas provenientes de estudios previos de portador y pacientes de años anteriores (1998-2002), se pudo

encontrar similitud en el peso molecular, de las formas pIasmídicas, al compararlas con las cepas aisladas en

el 2003. Este estudio sugiere que las enfermeras siguen siendo fuente importante de diseminación de cepas

SARM, por ello, es necesario continuar con las medidas de control como lavado de manos antes y después de

la manipulación de pacientes.
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l.-INTRODUCCIÓN

Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM), representa en Latinoamérica y

el mundo, uno de las principales microorganismos responsables de brotes de infección

nosocomial. Estas cepas se identificaron poco tiempo después de la introducción de la

meticilina a la terapeútica. Los primeros brotes de infección nosocomial por estas

cepas se describieron en hospitales Europeos" ál'inicio de los años sesenta, desde

entonces, su prevalencia ha ido en aumento en la mayoría de las áreas geográficas

(Camarena y Sánchez, 1998).

La vulnerabilidad a la colonización e infección por SARM, depende de factores tales

como, la duración de los pacientes dentro del recinto hospitalario, terapias en cuidados

intensivos, tratamiento con antibióticos de alto espectro y los pacientes con heridas

quirúrgicas y catéteres que facilitan la entrada de este tipo de cepas rwagenvoort,

2000).

La colonización por SARM está favorecida por la presencia de cuerpos extraños,

lesiones persistentes en la superficie mucocutánea y las punciones frecuentes; la tasa

de colonización en pacientes hospitalizados oscila entre del 25% al 45% Y en el

personal de salud de 50% y 70%. El vestíbulo nasal se considera el reservorío por

excelencia de cepas SARM en el hombre, especialmente en el personal que tiene

acceso a pacientes, como las enfermeras y los médicos. La colonización de las manos
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suele ocurrir en forma transitoria, sin embargo, puede persistir hasta varias horas

después propagando este tipo de cepas tanto a pacientes como a objetos inanimados

(Sanabria y col. 2003; Aravind y col. 1999).

El mecanismo molecular de resistencia a la meticilina más estudiado, es la producción

de una proteína modificada de unión a la penicilina de la pared celular (PBP2A), la

cual impide la unión de los antibióticos betalactámicos, permitiendo la supervivencia

del microorganismo a concentraciones elevadas del antibiótico que en ausencia de

dicha proteína, pudieran llegar a ser letales a dicho micoorganismo (Torroba y col.

2005). Se conoce un gen asociado a la resistencia a la meticilina, que codifica a las

proteínas PBP2A descritas anteriormente, denominado mecA. Este gen esta localizado

en las islas de patogenicidad o IP, extensas regiones del genoma bacteriano presentes

en la mayoría de las bacterias patógenas, midiendo en ciertas ocasiones, hasta 200kb

(Schmidt y Rensel, 2004).

Para la adecuada vigilancia y prevención de las infecciones intrahospitalarias

ocasionadas por cepas SARM, se han sugerido diferentes medios de cultivo para su

detección, entre ellos, el agar manitol salado suplementado con 6 JiglmL de oxacilina y

4% de cloruro de sodio, ya que se ha demostrado que identifica de una manera rápida y

eficaz cepas SARM heterorresistentes (Mir y col. 1998). También se puede utilizar

medios que contienen indicadores cromogénicos como el ORSA (Oxacillin Resistant

Screen Agar) el cual identifica colonias SARM, luego de 48 horas de incubación

(Apfalter y col. 2002 ).
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Además de la utilización de medios suplementados como los métodos de cribado,

existen otras técnicas para la identificación de cepas SARM multirresistentes, entre

ellos se utiliza el método de difusión en disco Kirby Baüer utilizando el disco de 1

Jlg/rnL de oxacilina (Calvo y col. 2004). En años recientes, el Clinical and Laboratory

Standard Institute (CLSL 2005), recomienda la detenninación de la Concentración

Inhibitoria Mínima o CIM, tanto por dilución en agar o E test, como por microdilución

en caldo, en el estudio de cepas SARM dentro del ambiente hospitalario. También

recomienda el disco de cefoxitin de 30 Jlg/rnL en agar Mueller Hinton, ya que la zona

de inhibición producida por este disco se correlaciona con la presencia del gen mecA

(palecinos, 2002) .

En virtud de encontrarse cepas de S. aureus muchas veces resistentes a otros antibióticos

diferentes a los PJáctamicos como los arninoglucósidos, macrólidos y mupirocina, es

importante que en estudios de vigilancia y control se incluyan además de los métodos

convencionales para la detección de SARM, métodos de tipificación tales como análisis

plasmídicos, fagotipia y/ o reacción en cadena de la polimerasa (PCR).

Conociendo la importancia que tiene SARM como patógeno nosocomial en pacientes

neonatos, y la importancia de los portadores nasales y de manos en la transmisión de

estas cepas, basándose en estudios previos (Velazco, 2002), se planteó el siguiente

trabajo, el cual tiene como objetivo determinar la frecuencia de portadores de SARM en
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el personal de salud de la Unidad de Alto Riesgo Neonatal (UARN) del Instituto

Autónomo Hospital Universitario de los Andes (IAHULA), así como también, realizar

estudios microbiológicos, a las cepas de SARM y determinar el perfil plasmídico a las

cepas de S. aureus resistentes a gentamicina (SARG) aisladas en Julio del 2003, cuando

se reportó un aumento en la frecuencia de infecciones por SARM en la mencionada

unidad.

4



2.-MARCO TEÓRICO

2.1 Stahylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM):

Los primeros brotes por SARM se descubren en hospitales europeos, la rápida

respuesta adaptativa frente a los cambios del medio y su continua diseminación en los

hospitales de todo el mundo, han hecho que esta bacteria se convierta en una residente

habitual de los recintos intahospitalarios y ha supuesto uno de los retos terapéuticos y

de control de infección más importantes en los últimos años (Camarena y Sánchez,

1998; Domínguez y Rodríguez, 2003). En la década de los 90, se consideró un

patógeno principalmente nosocomial pero en los últimos años ha adquirido importancia

como patógeno comunitario (Navascues y col. 2004). Cepas SARM han emergido en la

actualidad de forma significativa como patógenos comunitarios, especialmente en niños

no inmnosuprimidos y con factores de riesgos mínimos, asociado con infecciones de

piel y tejidos blandos (abscesos y celulitis) (Eady y Cove, 2003).

Se ha definido como SARM aquellas cepas resistentes a la meticilina, oxacilina y

nafcilina, 10 que implica resistencia a todos los antibióticos betalactámicos. La

resistencia a la meticilina ha sido definida cuando el CIM de meticilina presenta

valores iguales o mayores a 16 Ilglml o valores del CIM de oxacilina iguales o mayores

a 41lglmL (Salgado y col. 2003).
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Entre los factores de riesgo que seleccionan y condicionan la colonización por este tipo

de cepas, se señalan: las hospitalizaciones prolongadas, las intervenciones quirúrgicas,

la permanencia en unidades de cuidados intensivos, el uso indiscriminado de

antibióticos y la proximidad al personal médico u otros pacientes colonizados o

infectados por SARM. Los portadores nasales de este tipo de cepas representan una

fuente importante de dispersión en el ambiente hospitalario (Hernández y col, 2003).

SARM representa un importante reto para los servicios de salud pública de muchas

instituciones sanitarias de todo el mundo. Este microorganismo es causa frecuente de

brotes y es transmisible entre personas y en muchas regiones ha llegado a ser

endémicos, aumentando considerablemente la morbilidad, mortalidad y los costos de la

atención sanitaria (Struelens, 2000).

Las cepas SARM son introducidas al ambiente hospitalario a través de los visitantes o el

personal sanitario. El reservorío fundamental de este microorganismo lo constituyen los

pacientes ingresados, infectados o colonizados. En el hombre, SARM coloniza

normalmente la porción anterior de las fosas nasales. Otros sitios del cuerpo que pueden

colonizarse con SARM incluyen: heridas abiertas, tracto respiratorio, perineo, ombligo

(en los infantes), tracto urinario y en las axilas (Boyce y col., 1998).

Las manos del personal sanitario representan la principal vía de infecci6n cruzada de

brotes por SARM, aumentando el número de portadores nasales, los cuales constituyen

la principal fuente de infecci6n en este tipo de ambientes. El personal que labora en las

instituciones hospitalarias (médicos, enfermeras, etc.), son fuentes de diseminaci6n de

SARM. En algunos casos, el paciente puede ser colonizado y a su vez, transmitir el
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microorganismo a otros pacientes del mismo ambiente hospitalario (Al Haddad y col.

2001).

Una vez traspasadas las barreras de la piel, las cepas SARM se diseminan en los tejidos

y se multiplican, produciendo furúnculos, abscesos localizados, en donde, en algunas

ocasiones, se produce necrosis, (Lara, 2003). Por otra parte, la transmisión a través de
,- /

los objetos inanimados es de gran importancia en poblaciones especiales, tales como

pacientes pertenecientes a la unidad de cuidados intensivos, unidad de quemados y

unidades de cuidados especiales en Neonatología (Camarena y Sánchez 1998).

En los últimos 7 años, en hospitales Europeos y en la India, se ha demostrado la

presencia de SARM en 28,4% y 33.5%, respectivamente, en barridos realizados en

unidades de cuidados especiales de recién nacidos. Este porcentaje puede aumentar

debido a la asociación que existe entre los portadores de dichas cepas, conformados por

los trabajadores de las mencionadas unidades, y los factores de riesgo asociados a los

recién nacidos, como bajo peso al nacer, enfermedades congénitas, el empleo de

catéteres intraumbilicales y la malas condiciones de higiene (Aravind y col. 1999)

SARM produce la mayoría de infecciones ocasionadas por las cepas sensibles a la

meticilina (SASM), pero a diferencia de estas cepas, las cepas SARM son aisladas del

ambiente intrahospitalario de pacientes con factores predisponentes que favorecen la

colonización por este microorganismo. Las infecciones más frecuentemente

encontradas son las de heridas quirúrgicas y lesiones de quemaduras (Sopena, 2001).

Un individuo colonizado por cepas SARM, en fosas nasales, garganta o manos, puede

7



transmitirlo a otras personas fuera y dentro del ambiente hospitalario, así como también

puede darse el caso de la transmisión por medio del uso de material contaminado,

objetos inanimados o aparatos de ventilación mecánica y utensilios personales (Aravind

y col. 1999).

En los últimos 20 años se ha presentado un repunte en el desarrollo de ciertas

infecciones producidas por S. aureus resistentes a la meticilina y a los

aminoglucósidos, aisladas de hemocultivos provenientes de pacientes de edad avanzada

que cursaban con sepsis y que se encontraban recluidos en unidades de cuidados

intensivos. Prego y col. (2004), indican que la presencia de SARM en niños con

infecciones de piel, tales como, abscesos, impétigo y celulitis, se ha incrementado en

los últimos años en un 54,6% comparado con la década pasada. Este tipo de lesiones

aumentan la posibilidad de colonización por este tipo de cepas, en especial, en

pacientes quemados o con heridas quirúrgicas infectadas.

Vaquero y coL (2005) realizaron un estudio sobre la colonización e infección de SARM

en un servicio de Angiología, donde se evaluó a todos los pacientes ingresados para

cirugía vascular, encontrando colonización de cepas SARM en un 40% de los casos;

por su parte, Machado y col. (2002) indican que en pacientes pediátricos se han visto

implicadas cepas SARM en un 69% de los casos, como agente causal de abscesos de

válvulas cardíacas y prótesis de válvulas, llevando posteriormente a sufrir de una

sepsis.
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La neumonía por SARM representa entre el 1 y 10% de las neumonías

extrahospitalarias y hasta un 16% de las neumonías de origen nosocomia1. Se producen

habitualmente por microaspiración, aunque también pueden ser de origen hematógeno;

suelen presentarse en forma de empiema o de bronquitis crónica en algunos casos. Las

neumonías nosocomiales por SARM se producen habitualmente en áreas como DCI,

quirófanos y unidades de quemados, siempre relacionados con ventilación mecánica

(Fagón y col. 1998).

En el caso de las bacteremias, suelen ser de origen nosocomial, aunque también se han

descrito cuadros provenientes de la comunidad, pero la gran mayoría se asocia a

pacientes hospitalizados crónicos. Se suelen presentar del 15% al 30% de frecuencia en

pacientes con cateterismos vasculares, infecciones de heridas quirúrgicas y de partes

blandas. (Pujol y col. 1996). En unidades de larga estancia y en centros de

hemodiálisis, los pacientes con sondas urinarias, son generalmente colonizados por

cepas SARM, llegando a presentar con un 25% de frecuencia infecciones del tracto

urinario, que desencadenan bacteremias y sepsis nosocomial (Domínguez y Pujol,

2005; Sopena, 2001).

En la actualidad, SARM ha emergido significativamente como patógeno comunitario,

especialmente en niños con factores de riesgo no precisados y predominantemente,

asociados a infecciones de piel y tejidos blandos (abscesos y celulitis) (Eady y Cove,

2003). Salgado y col. (2003) señalan que las infecciones por SARM en la comunidad

pueden presentar modificaciones epidemiológicas que suelen estar directamente

relacionadas con cambios en la resistencia de la bacteria, aumentando aSÍ, el riesgo
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potencial al diseminarse en la población. Recientes informes relacionan a SARM de

origen comunitario como patógeno responsable de muchos cuadros clínicos asociados

con hacinamientos en cárceles, debido principalmente a las condiciones insalubres de

los centros penitenciarios. Estas infecciones son generalmente infecciones de piel y

tejidos, como celulitis, abscesos, artritis séptica, neumonía y sepsis (Vourli y col.

2005).

2.2-.Vigilancia y Control de las Infecciones por SARM.

Diversos estudios de vigilancia de las infecciones por SARM, señalan que existe un

incremento global de la prevalencia de SARM, por ejemplo, se puede indicar que en

países como Estados Unidos es del 42%, Europa posee una prevalencia del 26,32%,

mientras que Colombia y Argentina poseen 8,6% y 42,7%, respectivamente (Velásquez

y col. 2002).

En Europa, específicamente en Alemania, los estudios de vigilancia epidemiológica

han demostrado la presencia de nuevos brotes epidémicos; lo cual sugiere la necesidad

de mejorar y coordinar planes de mayor envergadura destinados a controlar la

resistencia a los antibióticos ampliando los métodos de vigilancia y controL Desde el

2001, en los Países Bajos Europeos, se han observado numerosas cepas SARM

heterorresistentes, la diseminación de este tipo de cepas suele pasar desapercibida ya

que llegan a presentar valores relativamente bajos de CIM entre 4-24 mgIL, alterando

la resistencia fenotípica a los antibióticos betalactámicos (Wannet, 2002).
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En virtud de la gran preocupación a nivel mundial, sobre esta problemática, Jones en

1996, diseña un programa denominado SENTRY, el cual establece lineamientos acerca

de las infecciones producidas por bacterias nosocomiales, entre ellas, cepas SARM.

Este programa está conformado por 25 países de los cinco continentes del mundo, entre

los cuales figura Venezuela y otros países de Latinoamérica. Su principal objetivo es

registrar los microorganismos involucrados en los procesos infecciosos con su

respectivo perfil de resistencia a los antimicrobianos.

SARM, presenta en Venezuela una tasa de resistencia a los betalactámicos que se ha

mantenido durante varios años, presentando una prevalencia del 91 al 97%, situación

similar a otros países latinoamericanos. Por otra parte, Velazco y col. en el año 2002,

encontraron una prevalencia del 20% de cepas SARM aisladas en la unidad de alto

riesgo neonatal del Instituto Autónomo Hospital Universitario de los Andes en Mérida,

de neonatos que cursaban con algún tipo de infección de origen nosocomial, siendo la

conjuntivitis y la sepsis, las entidades clínicas más frecuentes.

Entre las medidas generales de control en caso de brotes por SARM, entre las se pueden

señalar:

~ Estudios microbiológicos: Confirmación de la presencia del gen mecA de las cepas

recibidas mediante PCR.

~ Estudios de sensibilidad a los antibióticos mediante métodos clásicos de

antibiograma, método de microdilución, y E-test, a meticilina (oxacilina),

aminoglucósidos y macrólidos.

)o> Tratamiento antimicrobiano específico y apropiado.
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~ Investigación de origen del brote: si es una adquisición comunitaria o nosocomial,

ésta se determina observando si el paciente la desarrolló 48 horas después de haber

ingresado a la institución hospitalaria (Dominguez y Rodriguez, 2003).

La confIrmación de un brote infeccioso nosocomial o comunitario producido por

SARM, y el adecuado estudio de portadores, requiere el aislamiento e identifIcación

del microorganismo a partir de muestras clínicas. Con el fIn de establecer la identidad

más precisa de dicho microorganismo se han desarrollado una gran variedad de

métodos de tipificación (Sopena, 2001). En la actualidad, las técnicas de tipificación

por biología molecular, tales como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR),

ribotipificación, eleetroforesis en gel de campo pulsado.

El análisis del ADN plasmídico fue el primer método molecular utilizado para el

estudio de la clonalidad bacteriana. Se basa en la hipótesis de que todos los aislados

de una misma cepa contienen el mismo número de plásmidos, con pesos moleculares y

patrones de restricción similares (Samburook y Maniatic, 1989). Los plásmidos pueden

conferir resistencia a los antibióticos en las bacterias que los poseen, como en el caso

de cepas de S. aureus. Los factores R contienen de forma característica genes que

codifIcan enzimas que son capaces de destruir o modifIcar antibióticos y no están

integrados al cromosoma bacteriano, como es el caso de los plásmidos que confieren

resistencia al cloranfenicol, la kanamicina y la ampicilina (prescott y col. 2004).

También se han encontrado otro tipo de plásmidos que potencian la patogenicidad de la

bacteria y se denominan plásmidos de virulencia, estos tienen la capacidad de mediar la
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producción toxinas, como es el caso de la cepas enterotoxigénicas de E. coli (Luque y

Herraez, 2001, Prescott y col. 2004).

En la tabla 1 se pueden observar las diferentes clases de plásmidos relacionados con la

resistencia a algunos agentes antimicrobianos, en cepas de S. aureus.

Tabla 1 : Plásmidos relacionados con resistencia a diferentes

antimicrobianos en S. aureus

Plásmido

PG0400

PG0401

PG0403

PG0402

PG0407

PG0460

PG0423

PG0435

PSK41

18257
PSKl

Descripción

Plasmido de 33.8 kb
conjugativo

Plásmido de 44.1 kb
conjugativo

Plásmido de 48.2 kb
conjugativo

Plásmido de 11.1 kb
digerido con EcoRI-A

Plásmido de 2.4 kb
digerido con EcoRI-E

Plásmido de 4.4 kb
digerido con EcoRI-G

Plásmido de 7.8 kb
digerido con EcoRI-C/a ]

Plásmido de 4.6 kb
digerido con HindJI]
Plásmido conjugativo

transportado por el
transposon Tn4001

Plásmido S 2 kb
Contiene el gen gacA y
son transportados por el

transposon TN552

Resistencia a

Mupirocin

Mupirocin

Mupirocina

Tetraciclina

Tetraciclina

Tetraciclina

Ampicilina

Ampicilina

Aminoglucósiodos,Antisépticos
y Desinfectantes

Aminoglucosidos
Meticilina y Betalactámicos

( Morton y col. 1995; Firth Yco1.2000)
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2.3.- Mecanismos de resistencia de Staphylococus aureus a la meticilina y a otros agentes

antimicrobianos

~ Resistencia a la meticilina

La meticilina y sus análogos se unen e inactivan las proteínas de unión PBPs que se

encuentran en la pared bacteriana. Se han descrito de 4 a 6 mecanismos de resistencia a

meticilina en cepas de S. aureus; uno de ellos es la disminución de los niveles de

resistencia de la bacteria, que generalmente es el resultado de la hiperproducción de

beta-lactamasas y por producción de meticilinasas, reguladas por plásmidos

principalmente. El mecanismo de resistencia a la meticilina más estudiado es el

originado por la presencia del gen mecA el cual se encuentra localizado en el

cromosoma bacteriano, este gen codifica la proteína alterada, la PBP2A con actividad

transpeptidasa, que no permite la unión de la meticilina y de otros betalactámicos a la

pared celular (Fluit y col. 2001).

En presencia de los antibióticos 6-lactámicos, todas las PBP propias de S. aureus están

inhibidas con excepción de la PBP2A, la cual es la responsable de continuar con la

síntesis de la pared celular bacteriana. Por lo tanto, los estafilococos portadores del gen

mecA, en consecuencia, productores de la proteína PBP2A deben considerarse

resistentes a todos los antibióticos 6-1actámicos sin excepción, incluyendo carbapenem

y cefepime (Ruiz y Moreno, 2006).
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El gen mecA de aproximadamente 2 kb, se encuentra integrando el ADN cromósomico

bacteriano, asociado a un número variable de otros detenninantes genéticos, entre los

que pueden encontrarse secuencias de origen plasmídico, transposones, secuencias de

inserción y por lo tanto, genes que contribuyen a expresar resistencia a los antibióticos

no B-Iactámicos. Esta zona genética que acompaña al gen mecA, en función de su

composición presenta un tamaño variable entre 20 y 40 kb. (K.oneman, 2001; Murray,

2002).

Además del gen mecA, existen otros genes que son transcriptores regulatorios,

localizados inmediatamente cerca del promotor del gen mecA, estos genes se

denominan mecI y mecRI, genes similares en organización molecular, estructura,

función y mecanismo de regulación, a los elementos regulatorios para las enzimas beta­

lactamasas en S. aureus (genes blaI y blaRl) (Chambers, 1997; Fluit y col. 2001).

Algunas cepas SARM, presentan un tipo de resistencia denominada heterogénea, este

mecanismo se refiere a que los niveles de resistencia varían de acuerdo a las

condiciones del cultivo y a los antibióticos B-lactámicos que se utilicen. La mayoría de

estas cepas son susceptibles a concentraciones bajas de antibióticos B-Iactámicos.

Algunas de ellas pueden presentar clones mutantes altamente resistentes denominados

población homogénea, que crecen en concentraciones de meticilina mayores de 50-100

~g1ml (Chambers, 1997).
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~ Resistencia a desinfectantes y antisépticos

Reynaldo y col. (2004) estudian la acción de biocidas tales como el digluconato de

clorhexidina, la yodopovidona, y el glutaraldehído alcalinos, en cepas de S. aureus

resistentes y sensibles a meticilina empleando el ensayo Kelsey-Sykes el cual, que

permite establecer las concentraciones bactericidas eficaces de los compuestos

químicos. En este estudio se encontró que los biocidas evaluados fueron eficaces contra

la mayoría de las cepas empleadas en este estudio. Por su parte Mota y Rivero (1999),

señalan en su trabajo, sobre evaluación microbiolológica de antisépticos y

desinfectantes utilizados en el IAHUL~ que el cloruro de benzalcomio redujo de

manera efectiva cepas de S. aureus y otros microorganismos aislados en el área de

Neonatología.

Sin embargo, se han descrito numerosas cepas SARM responsables de sepsis

intrahospitalaria, que poseen plásmidos que median la resistencia de estas cepas a

algunos desinfectantes. Se ha podido demostrar la relación entre el incremento de la

resistencia de cepas SARM productores de beta-Iactamasas y a cuatro agentes

químicos, como la clorhexidina, cloruro de benzalconium, hexamina y acriflavina (Mc

Donnell y RusselL 1999). Diferentes ensayos moleculares de cepas SARM, exhiben la

resistencia a otros agentes químicos como el amonio cuaternario y el bromuro de

etidio; los primeros estudios que se realizaron al respecto, señalan que este tipo de

resistencia está mediada por la presencia de genes denominados gacA y gace, y son los

mismos que codifican la resistencia a algunos agentes desinfectantes en cepas de

Staphylococcus coagulasa negativo (Fluit y col. 2001; Lyon y Skurray, 1987».
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}o> Resistencia a los aminoglucósidos

Los aminoglucósidos actúan interfiriendo la síntesis proteica. Su mecanismo de acción

comprende 3 pasos: la unión a la membrana externa, el paso a través de la pared

bacteriana externa y la unión a las proteínas de la subunidad 30S, donde interfiere con la

síntesis de ARN mensajero (Lorenzo y col. 2005)

En los años más recientes, se ha demostrado que algunas cepas SARM presentan

resistencia a la gentamicina, al igual que a otros aminoglucósidos como la tobramicina

y la netilmicina. Algunas cepas SARM producen enzimas modificadoras de

aminoglucósidos, y en el caso de la tobramicina, se ha reportado que las cepas que

poseen el gen aadD, poseen altos niveles de resistencia a este antibiótico (Chambers,

1997). El mecanismo de resistencia, de los aminoglucósidos puede deberse a tres

procesos: 1. Modificación estructural de las proteínas diana ribosómicas por mutación,

de los genes que las codifican, este tipo de resistencia es cromosómica y afecta

primordialmente a la estreptomicina. 2. Alteración de la permeabilidad a los

aminoglucósidos por mutaciones en el sistema de transporte ribosomal y 3.

Modificación enzimática del antibiótico, este mecanismo es muy usual encontrarlo en

cepas SARM y está codificado a nivel plasmídico o cromosómico, manifiestandose con

diferentes fenotipos y con valores de resistencia y CIM variables (Sopena, 2001).
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Estudios realizados por Carral y col. (1989) muestran dos grupos fenotípicos, ligados a

la resistencia a la gentamicina, en cepas SARM aisladas en el Hospital Sto James de

Dublín, Irlanda, siendo el fenotipo TI representado por meticilina, gentamicina,

kanamicina y estreptomicina el más usual. Lemaitre y col. (1998), señalan que el 40%

de las cepas SARM estudiadas presentaron resistencia a la gentamicina, además la

mayoría de ellas poseían el fenotipo kanamicina, tobramicina, amikacina y neomicina,

determinado por CIM en caldo.

En el servicio de Microbiología de la Universidad de Monash, Australia, cepas de S.

aureus exhiben resistencia a los aminoglucósidos, representada por el patrón

gentamicina, tobramicina y kanamicina. Esta resistencia la relacionan con la presencia

del transposon Tn4001, que está compuesto por 2 copias invertidas de secuencias de

inserción de l.3kb, y que pertenece al grupo pSK1 de plásmidos multirresistente.

Además de conferirle resistencia a los aminoglucósidos, estos plásmidos median la

resistencia a desinfectantes como el amonio cuaternario y el bromuro de etidio (Byrne

y col. 1990).

Ida y col. (2001) identifican por PCR, genes que codifican la resistencia a los

aminoglucósidos en 381 aislados clínicos de SARM, la mayoría de estas cepas

presentaban valores de CIM para gentamicina y tobramicina mayores a 8 1lg/m1; en

estas cepas, dichos autores lograron aislar los genes aac(6j-aph(2 ') en 61,7% de los

aislados, yen 84,5% el gen ant(4 'j. Estos 2 genes juntos pueden conferirle resistencia

a los aminoglucósidos.
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~ Resistencia a los macrólidos

Los macrólidos son un grupo de antibióticos alternativos en el tratamiento de las

infecciones por 8. aureus y algunas cepas SARM. Estos antibióticos actúan en la

subunidad 238 del ribosoma, inhibiendo la translocación de la cadena peptídica de la

síntesis proteica (Sopena, 2001).

La resistencia a los macrólidos se produce generalmente por 3 mecanismos: 1.·

Inhibiendo la penetración del antibiótico al interior de la bacteria, 2.- Modificación

enzimática de la diana cromosómica y 3.- Modificación enzimática de los antibióticos

siendo este último de escasa incidencia (Lorenzo y col. 2005). Fluit y col. (2001),

encontraron diferentes genes, tales como, ermA, ermB, ermC, ereA y ereB, mediante

PCR en 493 cepas de SARM resistentes a eritromicina, aisladas de pacientes

provenientes de 24 hospitales universitarios europeos, consiguiendo que el gen ermA

fué el más comúnmente encontrado en estas cepas (88%).

El gen ermA es frecuentemente transportado por el transposon Tn554, relacionado

también con la resistencia a la tobramicina; el gen ermB es asociado al transposon

Tn551, yel gen ermC, estudiado por primera vez en la década de los 70, está localizado

en pequeños plásmidos multicopias de tamaño pequeño (2,4 a 5 kb) denominados

PE194 y PE1764 (Lyon y Skurray, 1987; Goyal y col. 2004).
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);> Resistencia a los glucopéptidos

Los glucopéptidos son un grupo de antibióticos de espectro reducido. Los más

utilizados en cepas de S. aureus resistentes a otros antimicrobianos son la vancomicina

y la teicoplamina. Estos agentes inhiben la síntesis de la pared celular bacteriana y por

ello presentan una actividad excelente frente a organismos gram positivos, incluyendo

cepas resistentes a las penicilinas y meticilina (Lorenzo y col. 2005).

La resistencia a la vancomicina está mediada por un grupo de genes denominados van y

sus subtipos, vanA, vanB y vanC. Algunas cepas SARM poseen el gen vanA , a pesar

de que los valores de la CIM se encuentran dentro de los niveles terapéuticos (Fluit y

col. 2001). Por otra parte, se han observado cepas SARM con resistencia intermedia a

la vancomicina en países tales como, Japón, Francia, y Estados Unidos, siendo la

mayoría de ellas, aisladas de pacientes con enfermedades subyacentes y crónicas, que

han sido tratados durante largos períodos de tiempo con glucopéptidos . En el Estado

de Michigan en Estados Unidos, se han reportado recientemente dos casos de infección

por SARM resistente a vancomicina, con CIM que oscilan entre 64 Jlg/rnL y 1024

Jlg/rnL, ambas cepas eran portadoras del gen van A, y estas cepas no se relacionaban

epidemiológicamente entre sí (Ruiz y Moreno, 2006).
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~ Resistencia a la mupirocina

La mupirocina o ácido pseudomónico, actúa inhibiendo la síntesis proteica bacteriana.

Es un antibiótico tópico, especialmente útil en el control de la diseminación

hospitalaria de SARM. En años recientes, la resistencia de alto nivel a la mupirocina se

ha ido incrementando por el uso indiscriminado y excesivo del antibiótico (Lorenzo,

2005).

Pérez-Roth (2005), realizaron una investigación en el Hospital Nuestra Señora de la

Candelaria, en Tenerife, en una diversidad clonal de cepas SARM, a las cuales se les

determinó por medio de PCR, el gen iles-2. Este gen le confería resistencia a estas

cepas a la mupirocina y también le conftrió la capacidad de transferir horizontalmente

dicha resistencia. Además identificaron 9 plásmidos de la familia pMUP, mostrando

cada uno de ellos diferentes frecuencias de transferencia conjugativa. En la Tabla 2 se

pueden observar diferentes antimicrobianos y el mecanismo de resistencia en cepas de

S. aureus
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Tabla 2. Mecanismo de resistencia de S. aureus a diferentes antibióticos

~

Antibiótico Blanco Mecanismo de Mecanismo de resistencia

celular acción

---_.~.~~ ---- -
Aminoglucósido Síntesis de Unión a la Inactivación del antbiótico

proteínas subunidad 30S (Enz modificadora de
del ribosoma aminoglucósidos)

Rifampicina Síntesis de Inhibición de la Mutación de los genes que
ADN molécula de se encuentran en la ARN

ADN polimerasa
dependiente de

laARN
polimerasa

*TMP-SMZ Metabolismo Inhibición Formación de uniones
celular competitiva de

.
ineficaces y mutación de

las enzimas los genes gyrasa
relacionadas

con la síntesis
del ácido fólico

Clindamicina Síntesis de Unión a la Alteración en la mutilación
proteínas unidad 50S del ribosomal

ribosoma
Vancomicina y Vías celulares Interferencia Hiperproducción de
teicoplamina en las vías para precursores de la pared

la síntesis celular de la célula
celular e bacteriana

inhibición de la
polimerización

del
peptidoglicano

*TMP-SMZ: Trimetoprin-Slllfumetoxasol
(Salaria y Shing, 2001)
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2.4.-Métodos de detección de SARM

~ Métodos de cribado:

A partir de la década de los 80, se empiezan a utilizar diversos medios suplementados

con meticilina/oxacilina (métodos de cribado), para comprobar el crecimiento de cepas

SARM, conjuntamente con metodología clásica para la identificación de S. aureus,

como tinción de gram, prueba de coagulasa y detección de la proteina A (Swenson y

col. 2001)

Estudios recientes, señalan la presencia de cepas SARM heterorresistentes, que

presentan MIC de oxacilina inferiores a los 4 f1g/mL de oxacilina. Debido a la

dificultad de aislamiento de este tipo de microorganismo, se crearon los métodos de

Screening o de Cribado (Rohrer y col. 2003). En el año de 1985, LalIy y col. describen

un método para la recuperación de especies SARM, utilizando manitol salado

suplementado con 4 f1g/mL de oxacilina. Al comparar con pruebas de concentración

inhibitoria mínima, se demostró que usando este medio de fácil preparación, se logra

aumentar la confiabilidad y reducir la presencia de falsos positivos y negativos.

Van Enk YThompson en 1992, utilizan un medio de aislamiento primario para cepas

SARM, denominado Oxacillin Resistance Screen Agar (ORSA), y lo comparan con

métodos convencionales e inmunológicos como la aglutinación con partículas de látex

utilizados para la identificación de este tipo de microorganismo. Estos autores

recomiendan el uso de ORSA para detectar cepas SARM en un lapso de tiempo menor,
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acompañado de otras pruebas convencionales de identificación, ya que un porcentaje

menor de especies de Staphylococcus coagulasa negativo pueden crecer en este medio.

MacKenzie y col. (1995), señalan en su investigación que se pueden aislar cepas

SARM, sustituyendo el agar Müeller Hinton, suplementándolo con 6 J-lglrnL de

meticilina y 4% de cloruro de sodio, por un agar básico como tripticasa soya

obteniendo como resultado la observación de colonias sugestivas de cepas

heterorresistentes de SARM. Towner y col.(1998), por su parte, describen un método

para SARM utilizando agar nutriente suplementado con 7% de cloruro de sodio y 4 J-lg

de meticilina bajo incubación durante toda la noche a 37 oC, obteniendo un

crecimiento abundante de cepas de S. aureus sugestivas de ser resistentes a meticilina.

Una de las desventajas de utilizar este medio, es que se tienen que realizar pruebas

confirmatorias, tales como discos de oxacilina (1 J-lg/rnL) en medio Müeller Hinton.

Mir Y col. (1998) describen un método para determinar la susceptibilidad a la

meticilina, usando manitol salado con 4% de cloruro de sodio y 6 J-lglrnL de oxacHina,

con un incubado de 48 horas a una temperatura de 35 oC. La aparición de colonias

señala la presencia de cepas SARM. Este método posee como ventaja, el aislamiento

de este tipo de microorganismo en un período de tiempo menor al de las otras técnicas

anteriormente señaladas. Por su parte, Jayaratne y Rutherford (1999), comparan el

crecimiento de cepas SARM en un medio denominado MSO-6 que contiene manitol

salado suplementado con oxacilina y cloruro de sodio con los resultados obtenidos

mediante PCR para el gen mecA de cepas SARM, y obtienen como resultado relevante
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que el 95% de las muestras crecidas en el medio MSO-6 resultaron positivas por PCR

para el gen mecA.

Apfalter y col. en el 2002, diseñaron un método cromogénico (ORSAB) para

determinar la resistencia a oxacilina de cepas de S. aureus, e identifican en forma

presuntiva las cepas SARM. Comparando el rendimiento de este medio en relación con

medios caseros de manitol salado suplementadó con oxacilina, y PCR, los autores

encontraron que 236 (86%) cepas de las 284 muestreadas inicialmente, resultaron

positivas por el ORSAB, medios convencionales y PCR para el gen mecA; se demostró

además, que este medio tiene altos índices de especificidad por lo que se recomienda

para ser utilizado en la detección de rutina de SARM.

Smyth y Kablmeter (2005) , utilizan un medio de cribado para la detección de SARM,

compuesto por manitol salado, sangre de cordero y 4% de cefoxitin, encontrando que el

96,6% de las cepas desarrolladas en este medio, resultaron portadoras del gen mecA,

concluyendo que este tipo de medio selectivo con cefoxitin presenta mejor rendimiento

al compararlo con los medios que han sido suplementados con oxacilina (Esquema 3).
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);;> Método de difusión en disco Kirby-Baüer

Para conocer la resistencia a la oxacilina en cepas de S. aureus, se utiliza un disco de

oxacilina de 1 J.lglmL en agar Müeller Hinton con 2% con NaCI (CLSL 2005). A

partir del año 2005, el CLSI recomienda el uso del disco de cefoxitin de 30 J.lg en agar

Müeller Hinton para detectar la resistencia a la meticilina, ya que este disco es

indicador indirecto de la presencia del gen mecA en cepas de S. aureus. Torres y col.

(2005), realizaron un trabajo comparativo para hallar la resistencia a la meticilina en

cepas de S. aureus en la Policlínica Metropolitana de Caracas, encontrando que el 88%

de los aislados de S. aureus mostraron resistencia a la oxacilina, utilizando el método

de difusión en agar con 1 J.lg de oxacilina (homogénea 57% y heterogénea 31%), la

CIM, el crecimiento en agar manitol salado suplementado con 6 J.lglml de oxacilina

mostraron 88% de resultados positivos cada uno y el disco de cefoxitin detectó 86% de

cepas resistentes a oxacilina.

De igual manera, Salimnia y Brown (2005), comparan el rendimiento del método de

difusión en agar con el disco de cefoxitin y con el disco de 1 J.lg de oxacilina y métodos

automatizados para determinar la CIM, encontrando que los métodos de CIM tenían una

confiabilidad del 99,7 %, al igual que el método de difusión con cefoxitin para la

detección de S. aureus con resistencia a la meticilina, resultados ligeramente superiores al

método de difusión con el disco de 1 J.lg de oxacilina que arrojó un 93,3% de

confiabilidad.
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)o- Concentración Inhibítoria Mínima (CIM)

a.- Prueba de dilución en agar: Los ensayos para determinar la susceptibilidad son

basados solo en la presencia o ausencia de un halo de inhibición pero no son suficientes

para la detección adecuada de cepas SARM. Para obtener resultados confiables es

recomendable determinar la CIM mediante ensayos de dilución en agar (CLSI, 2005).

La prueba se fundamenta en la siembra de una suspensión estandarizada de bacterias

ajustada al patrón 0,5 de McFarland, sobre la superficie de una serie de placas de agar,

cada una de las cuales contiene una concentración diferente del antibiótico, que abarca

los límites terapéuticos de la droga. Generalmente se utilizan diluciones que van desde

0,5 hasta 32 Ilglml, como en el caso de oxacilina (Koneman y col. 2001).

Para mejorar el rendimiento, el CLSI en el 2005 recomienda una incubación de 48

horas de este tipo de cepas, señalando que este método tiene hasta 100% de

especificidad y 95% de sensibilidad tanto para cepas de S. aureus como para

Staphy/ococcus coagulasa negativo (Chambers, 2001). Kohner y col. (1999), utilizaron

aislados de SARM y de Staphylococcus coagulasa negativo como controles, para

evaluar las pruebas de dilución en agar, difusión en disco y detección de gen mecA por

PCR, logrando un 97,6% de especificidad en los ensayos por dilución, siempre y

cuando se suplemente el agar MüeIler Hinton y el caldo con 2% de NaCI, y se utilice

una temperatura que oscile entre los 30 oC a 35 oC por un período de incubación mayor

a las 48 horas.
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). Método Inmunológico: Detección de laproteína modificada PBP2A.

Cepas SARM se caracterizan por la producción de una proteína de baja afinidad a la

penicilina denominada PBP2A, esta proteína enlazante modificada es codificada por el

gen mecA, que además le confiere a estas cepas las resistencia a todos los antibióticos ~­

lactámicos. Esta proteína posee una membrana que puede ser removida sin afectar la

unión de tipo cinética con el anillo ~ lactámico (Maltezou y Gramarellou, 2006).

La proteína PBP2A se puede detectar mediante la utilización de una técnica de

aglutinación con partículas de látex. Esta técnica se utiliza generalmente, como prueba

de rutina en muchos laboratorios, pero se sugiere que se corroboren los resultados

mediante PCR para la detección del gen mecA (Griethuysen y col. 1999; Van Leeuwen

y col. 1999).

). Detección por PCR del gen mecA:

Está técnica se ha definido como la amplificación directa de un gen o fragmento de

ADN o indirecta de un ARN, presentes en mezclas de muy diferentes fuentes, sin

necesidad de una purificación previa de la muestra original (Luque y Herráez, 2001).

El principio del método se basa en la aplicación de ciclos, y cada ciclo consta de tres

etapas: 1) Desnaturalización del ADN, 2) Hibridación específica de la hebra sencilla

con un oligonucleótido, también se denomina etapa del templado, y 3) Etapa de

elongación, que es la replicación de la hebra sencilla por una ADN polimerasa a partir
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de un oligonucleótido anterior que actúa como cebador. Es la etapa de amplificación

propiamente dicha (72 °C-75 OC) de 1 a 3 minutos, en la que la ADN polimerasa

termoestable elonga los cebadores empleados como moldes de ambas hebras originales.

La replicación ocurre en dirección 5' a 3' empleando 4dNTPS (Herveg y Barcia, 2004).

La rápida identificación de cepas SARM en la actualidad se basa en la PCR, ya que

este tipo de técnica permite la toma de decisiones rápidas, y a su vez, un efectivo y

adecuado tratamiento (Jonas y col. 2002). Muchos autores han reseñado en sus trabajos

el uso de técnicas basadas en variantes de la PCR, en primer lugar, en la década de los

90 se empezó a usar la PCR simple para el diagnóstico de cepas SARM,

específicamente la identificación del gen mecA (Fluit y col. 2001).

Kohner y col. en 1999 evaluaron la susceptibilidad a la oxacilina mediante tres métodos

previos a la utilización de la PCR, como el método de difusión en disco utilizando

taxos de oxacilina de 1 ¡.tg Yagar Mueller Hinton suplementado con 6 ¡.tg de oxacilina y

4% de NaCl, demostrando que el 100% de las cepas desarrolladas en este medio eran

portadores del gen mecA. Por su parte Ulloa y col. (2002) realizaron pruebas

comparativas entre la PCR en cepas SARM y la sensibilidad a la oxacilina, en agar

MüelIer Hinton suplementado con cloruro de sodio, y encontraron una correlación del

100%, en el momento de identificar el gen mecA en las muestras resistentes a oxacilina

tanto en el método de cribado como en el método de aglutinación.
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Otra variante utilizada para la detección de cepas SARM es la PCR doble o dúplex, que

se basa en la detección de dos tipos de genes relacionados con la resistencia a

meticilinaioxacilina, en el común de los casos se encuentran el gen mecA y los genes

fem y sus subtipos. Towner y col. en el año 1998, desarrollaron y evaluaron un PCR

para la rápida detección de cepas SARM utilizando 2 primers, uno dirigido hacia el gen

mecA y otro hacia el gen femB. De 146 cepas examinadas, 30 que constituyen el

20,54%, resultaron resistentes a la meticilina por métodos convencionales y a su vez

portadoras de los genes anteriormente mencionados.

A partir de mediados de los 90 se diseñó la PCR triple, lo cual es una variante de la

PCR original o simple pero que utiliza tres primers específicos para cada gen, entre los

cuales están el mecA, elfem B y la fracción 16SrRNA (Vannufel y col. 1995) Maes y

col. (2002), realizan un PCR a partir de hemocultivos positivos de 40 pacientes con

sepsis, las cuales fueron producidas por cepas SARM previamente identificadas a partir

del método automatizado ID32 Staph System y un método de cribado. Los autores

determinaron que las muestras presentaban 2 genes diferentes relacionados con la

resistencia a meticilina como el mecA, fem B, además, se detectó el gen de la nucleasa

termoestable o nuco Las muestras fueron comparadas con especies ATCC de SARM y

ATCC de Staphylococcus coagulasa negativo como cepas controles.

Por ser la PCR el método estándar de oro "Gold Standard' para la identificación de

SARM, algunos investigadores actualmente buscan la presencia de otros genes y

fracciones cromosomales, que indiquen, además de la resistencia a la meticilina en S.

aureus, la presencia de genes que confieran resistencia a otros grupos de
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antimicrobianos. En tal sentido, Pérez-Roth y col. (2001) en cepas SARM, buscan la

presencia de los genes mecA y fem B, y los comparan con otros 2 genes que codifican

resistencia a otros antibióticos como lo son los genes mupA y mupB, y el gen ile-S que

le confiere a estas bacterias altos niveles de resistencia a mupirocina; encontrando que

la mayoría de las cepas estudiadas poseían 3 o 4 genes, confiriéndoles resistencia a

estas dos clases de antimicrobianos.

:2 minutos ... n !lr:

Figura 1 : Ciclos de (Herveg y Barcia, 2004).
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2.5.- Alternativas terapéuticas utilizadas para SARM

El tratamiento de portadores o personas colonizadas por SARM consiste en la aplicación

por vía tópica de mupirocina, complementando con el adecuado lavado con antisépticos.

Este antimicrobiano suele administrarse durante varios días. En los casos de portadores de

cepas SARM resistentes a mupirocina, existe la alternativa de bacitracina, utilizado

también por vía tópica (Zelaya y col. 2001).

Debido a la resistencia que presentan las cepas SARM a la mayoría de los antibióticos

usados en el tratamiento de las infecciones, como los ~-lactámicos, macrólidos y

aminoglucósidos, la vancomicina continúa siendo la droga de elección para el tratamiento

de SARM multirresistente. Otro antibiótico utilizado en la actualidad es la teicoplamina,

glucopéptido muy semejante a la vancomicina, que tiene un mecanismo de acción y un

espectro de acción amplio, A diferencia de la vancomicina, este antibiótico se puede

administrar por vía intramuscular, distribuyéndose ampliamente en los tejidos, utilizado

generalmente en infecciones de piel y tejidos blandos ocasionados por cepas SARM (Ruiz

y Moreno, 2006).

Algunas fluoroquinolonas (trovafloxacino), estreptograminas (quinupristin-dalfopristina),

y derivados carbapenémicos, son agentes antibacterianos con potente actividad frente a

SARM (Camarena y Sánchez, 1998). Por otra parte, a partir del año 2003, se han

prescrito nuevos antibioticos para el adecuado tratamiento de especies SARM, como las

oxazolidonas con su representante, ellinezolid, antimicrobiano activo frente a S. aureus
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(tanto cepas de Staphylococcus aureus sensibles a meticilina como cepas SARM) con

una CIM90 que varía 1-4 mg/l. La CIM no se afecta por la resistencia a meticilina,

ciprofloxacino o glucopéptidos, aunque se han encontrado cepas con sensibilidad

intermedia a estos antimicrobianos (Ruiz y Moreno, 2006).
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3.- OBJETIVOS:

3.1.- Objetivos Generales:

1. Determinar la presencia de SARM en el personal de Alto Riesgo Neonatal (UARN)

del Instituto Autónomo Hospital Universitario de los Andes, mediante un barrido

microbiológico realizado en Julio del 2003 (lAHULA).

2. Determinar el porcentaje de portadores de cepas SARM en fosas nasales y manos

del personal que labora en la UARN del IAHULA

3.2.- Objetivos Específicos:

1. Evaluar la sensibilidad y especificidad del Medio Manitol Salado con oxacilina en

relación con el método de difusión en agar con disco de 1~g1mL de oxacilina para

la detección de cepas SARM.

2. Evaluar la sensibilidad y especificidad del Medio Manitol Salado con oxacilina en

relación con la utilización del disco de cefoxitin de 30J.l.g1mL, para la detección de

cepas SARM.

3. Determinar la presencia de la proteína de unión PBP2A en cepas SARM, mediante

un método de aglutinación con partículas de látex y comparar la sensibilidad y

especificidad con el Medio Manitol Salado con oxacilina

34



4. Determinar los perfiles de resistencia de cepas SARM por el método de difusión en

disco Kirby-Baüer.

5. Determinar la Concentración inhibitoría mínima (CIM) por dilución en agar de

diferentes agentes antimicrobianos (CIM:9Q y CIM:50) ante cepas SARM.,

6. Determinar formas plasmídicas en cepas de S. aureus Resistentes a gentamicina

(SARG), aisladas del personal de salud que labora en la UARN del IAHULA.
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4.- HlPOTESIS

Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM) es un importante patógeno

nosocomial, implicado en las infecciones intrahospitalarias y el personal de salud

que labora en la Unidad de Alto Riesgo Neonatal (UARN) continua siendo el

principal reservorio de dicho microorganismo.

36



5.- MATERIALES y MÉTODOS

5.1.- Población y Muestra:

Se estudiaron muestras provenientes de manos y fosas nasales del personal que labora

en la UARN del IAHULA conformado por: 2 médicos especialistas, 4 médicos

residentes de 3o año, 2 médicos residentes de 20 año, 1 médico residente de 10 año, 20

enfermeras, 4 estudiantes de medicina, 1 técnico en esterilización y 4 camareras. Dicha

actividad se realizó en Julio del 2003, cuando el jefe de la unidad informó sobre un

aumento en la frecuencia de infecciones por SARM en los neonatos recluidos en la

misma. Todos los datos del personal muestreado fueron recolectado en planillas del PIN

(proyecto de Infecciones Nosocomiales) (Anexo 1).

5.2.- Ambiente

La toma de muestra de los portadores se realizó en la Unidad de Alto Riesgo Neonatal

(UARN) del IAHULA, en los tumos mañana, tarde y noche.

El estudio Microbiológico se realizó en el Laboratorio de Bacteriología Anaeróbica

"Dr. Roberto Gabaldón", adscrito al Departamento de Microbiología y Parasitología de

la Facultad de Farmacia y Bioanálisis de la Universidad de los Andes.
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La extracción de ADN plásmidico se llevó a cabo en el laboratorio de Genética y

Química Celular "GeQuimCel" adscrito al Departamento de Biología de la Facultad de

Ciencias de la Universidad de los Andes.

5.3.- Estudio Microbiológico

~ Detección de portadores de Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina en el

personal que labora en la UARN delIAHULA.

Para la detección de portadores de SARM en el personal de salud, se procedió a la toma

de muestra de fosas nasales y manos de acuerdo al procedimiento descrito en Isemberg

(1992). Utilizando un hisopo estéril humedecido con solución fisiológica estéril, se

procedió a tomar muestra de cada una de las fosas nasales por separado, y se inoculó en

agar manitol salado (Hi-Media) yen agar manitol salado suplementado con 6 JlglrnL

de oxacilina y 4% de NaCI (Jayaretne y Rutherford 1999). Posteriormente se incubaron

las placas a 35°C durante 72 horas. La muestra de las manos se tomó de los dedos

pulgar, índice y medio por el método de impronta en placas RODAC conteniendo agar

manitol salado (Hi-Media) y agar manitol salado con 6Jlg/mL de oxacilina. Todas las

placas se incubaron a 35°C durante 72 horas (Marshall, 1992), este procedimiento se

ilustra en el Esquema 1.
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La identificación a nivel de género y especie de las cepas aisladas se realizó de acuerdo

a lo descrito en Koneman, (1999).

~ Pruebas para determinar la susceptibilidad antimicrobiana;.

a.-Método de difusión en disco: A cada cepa de SARM, se le determinó la

susceptibilidad a los siguientes antimicrobianos: gentamicina 1O~g, eritromicina 15 ~g

c1oranfenicol 30 ~g, tobramicina 1O ~g, kanamicina 30 flg, amikacina 30 ¡.tg,

vancomicina 30 ¡.tg, estreptomicina lO~g, trimetropin sulfametoxasol 23,75 ¡.tg Y 1,25

Ilg, clindamicina 2 Ilg Y rifampicina 5¡.tg, mediante el método de difusión en disco

Kirby-Bauer. Los antibióticos utilizados provenían de la casa comercial Difco. La

susceptibilidad a la oxacilina se corroboró utilizando el disco de oxacilina de 1 ~g

(Difco) y Agar Müeller-Hinton (Hi-Media) con 2% de NaCl. Las placas se incubaron a

35 oC entre 18-24 horas para oxacilina y 37 oC para el resto de antimicrobianos

(NCCLS, 2003) (Esquema 2)

b.- Método de dilución en agar: La concentración inhibitoria mínima (CIM) de

oxacilina, eritromicina, gentamicina, tobramicina, amikacina y kanamicina, ante las

cepas de SARM, se determinó según el procedimiento descrito por CLSI (2005). Las

drogas utilizadas para el presente estudio fueron suministradas por Laboratorios

Valmorca, Becton Dickinson y Schering Ploug El porcentaje de pureza de los

antimicrobianos fue el siguiente: oxacilina 85%, eritromicina 61,8%, gentamicina

100%, kanamicina 100% , tobramicina 100% Y amikacina 90%. Se empleó agar

Müeller Hinton (Hi-Media) suplementado con 2% de NaCI para la CIM de oxacilina y
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agar Müeller Hinton (Hi-Media) sin suplemento para la CIM de aminoglucósidos y

eritromicina. Las placas se incubaron para CIM de oxacilina a 35 oC entre 24 a 48

horas, y para el resto de antimicrobianos a 37 oC entre 18 a 24 horas (Esquema 3 y 4).

c.- Detección de cepas SARM utilizando el disco de Cefoxitin: A cada cepa SARM se

le corroboró la resistencia a la meticilina empleando el disco de cefoxitin de 30 J.lg/mL,

del Laboratorio Becton Dickinson, según el procedimiento descrito en CLSI, 2005. Se

empleó agar Müeller Hinton (Hi-Media) (Esquema 5).

d.- Detección de la proteína de unión PBP2A: A todas las cepas SARM se les determinó

la presencia de la PBP2~ mediante un kit comercial denominado MRSA-Screen, de

acuerdo a las especificaciones señaladas por la casa comercial Denka Seiken Co., Ud.
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Muestra del paciente

( Secr. nasal, mano, etc.)

Siembra directa

Agar manitol salado con ..j.% de NaCl y 6 Jlg/mL de oxacilina

Incubación en estufa 35"C por 72 horas

Crecimiento: Presencia de cepas heterorresistentes

Siembra en medios: Tripticasa soya, BID, manitol salado

Pruebas de identificación

Catalasa

Coagulasa

Coloración de Gram

Proteína A

Pruebas de sensibilidad

Fuente: Mir Ycol. 1998

Esquema l. Método de cribado para detenninar resistencia de cepas de SARM
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Cepa de S. aureus

Suspensión bacteriana equivalente al patrón de 0,5 D'DJ
McFarland OO

Para otros agentes
antimícrobianos Agar

Secar el ínóculo a temperatura
ambiente

Colocar disco del antimícrobiano

Preincubación
Tempemtura de 4 oC x 10 minutos

~
~

Incubar en estufa a 37 oC (24 homs)
para otros agentes antimicrobianos

Lectura de los halos de inhibición

Incubar en estufa a 37°C (24-48
homs) pam oxacilina

Sensible

Cepas controles S. aureus ATCC 25923
Ox:oxacilina,G: gentamicina, E: eritromicina
Cd : Clindamicína,C: cloranfenícol, Ts: trimetoprin.sulfa,
K: kanamicina,Ak: amikacina, V: vancomicina, R: Rífampicina
Es: Estreptomicina, MIl: Agar Mueller Hínton

Resistente

Fuente: CLSI, 2005

Esquema 2. Susceptibilidad a la oxacilina y a otros agentes antimicrobianos por el Método
Kirby Baüer
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Agar Mueller Hínton con 20/(1 de NaCl

Diluciones de oxacilina 0,5-1028 J.lg/rnL

Cepas SARM y control
Suspensión 0,5 MacFarland

Dilución 1: lO

Inocular 1OlJ,L de la suspensión en
Placas de Agar Mueller Hinton + Diluciones de oxacilina

[--3 [--3 E--3

Cepa control: S. aureus ATCC 25923

Incubar a 35 oC por 24-48 horas

Fuente: CLSI, 2005

Esquema 3: Concentración inhibitoria mínima (CIM) a la oxacilina ante cepas SARM
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Agaf Mtieller Hínton

E---J
1 - 1024(¡.tglmL) gentamicina
0.25 - 1024 (¡.tg/mL) eritromícina
0.25- 150 (¡.tglmL) kanamícina
4- 256 (llglmL) amíkacina
0.5 - 64 (¡.tglmL) tobramícina

Cepas SARM,SASM y controles
Suspensión 0,5 MacFarland

Dilución 1:1O

Inocular 10¡.tI. de la suspensión en
Placas de Agar Mueller Hinton + Diluciones del antimícrobiano

[--3 E--J E--3

Incubar a 37 oC por 18 - 24 horas

Cepa control: S. aureus ATCC 25923
Fuente: CLSI, 2005

Esquema 4: Concentración inhibitoria mínima (CIM) de diferentes agentes
antimicrobianos ante cepas de S. aureus resistentes y sensibles a oxacilina
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Cepas SARIv1

Suspensión al 0,5 MacFarland

Agar Müeller- Hinton

Disco
cefoxitin

Incubación a 35 oC 18-24 horas

Lectura e interpretación de los halos de inhibición

Cepa control: S. aureus ATCC25923

Cefoxitin:
S: ~20mm
R::S 19mm

Fuente: CLSI, 2005

Esquema 5: Determinación de la susceptibilidad al disco de cefoxitin de 30 flg/rnL en

cepas SARM
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5.4.-Estudio Plasmídico

El análisis plasmídico se llevó a cabo en cepas SARM y cepas SASM resistentes a

gentamicina, seleccionadas de acuerdo a los valores de la concentración inhibitoria

mínima. Se realizó el método de lisis alcalina (Esquema 5) de acuerdo a lo descrito por

Birboim y Doli (1979) citado en Samburook y Maniatic (1992). Para llevar a cabo la

metodología se utilizaron las siguientes soluciones:

Solución 1:

Buffer TEG: 25 MmTris, lOmM de EDTA, 50 mM de glucosa, pH 8.0 (Las soluciones

concentradas pueden tener las siguientes concentraciones: Tris 1M pH 8.0, EDrA

0,25M pH 8.0. Autoclavar a 121°C por 15 minutos).

Solución ll:

200 mM de NaOH

1% de Duodecil Sulfato de Sodio (SDS).

Solución III:

Preparar una solución de AcOH/AcOK pH 5.2 como se describen a continuación:

Preparar una solución madre de acetato de potasio 5M (294.4 g en agua destilada,

llevar a un volumen final de 600 rnL). Mezclar 300 rnL de Acetato de Potasio 5M, 60

mL de Acido acético glacial y 140 mL de agua destilada. El pH de la solución final

debe ser de 5.2 a 5.6. Autoclavar y guardar a temperatura ambiente.
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Caldo LB: Crecimiento de cepas

Transferir 1.5 mL a tubo de
microcentrífuga

Centrifugar por 2 minutos
Remoyer por aspiración

Resuspellder en sol I fría:
Afiadir RNAasa
Añadir lisostafina o lisosima

Incubar a 37 oC por 1 hora

Afiadir solue. Il preparada
al momento (fresca)

Colocar en hielo 10 minutos

Centrifugar por 20 minutos

Transferir 700 ~ de sobrenadante

Afiadir un volumen de alcohol-isoaDÚlico
fenol-cloroformo

Repetü el paso anterior

A11adir 0.8 '-olúmenes de isopropanol
y precipitar el ADN plasmídico por

30 min a -20 oC

Centrifugar por 10 minutos

Adicionar de 20 a 50 J.1l de buffer TAE

Carga del gel de agarosa al 0,8%

Electroforesis SOV por 1110m

Esquema 6: Extracción de ADN plasmídico por lisis alcalina

Fuente:Samburook y Maniatic, 1992



5.5.- Diseño de Análisis

En este trabajo de investigación, descriptivo de tipo transversal, para el procesamiento de

los datos contenidos en las planillas del PIN y las respectivas muestras, se diseñó una base

de datos en el conocido programa informativo Excel. A la información que generó la base

de datos se le aplicó un análisis descriptivo por medio de tablas y gráficos, empleando el

programa del paquete estadístico SPSS versión 1O.O'en español.

Los cálculos para especificidad y sensibilidad se realizaron según lo descrito por Soloaga y

col. (2004), de la siguiente manera:

~ Cálculo de la Sensibilidad: Se realizó dividiendo el número de cepas resistentes

detectadas por cada método, por el total de cepas que evidenciaron la presencia de

cepas heterorresistentes evidenciadas por el método de cribado.

~ Cálculo de la Especificidad: Se dividió el número de cepas sensibles detectadas

por cada método, por el total de las cepas que no demostraron la presencia de

cepas heterorresistentes evidenciadas por el método de cribado.
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6.- RESULTADOS

De 38 personas que laboran en la UARN del lA.H.U.L.A, en los tumos mañana, tarde y

noche, el 39,47% (15/38) fue portador de cepas SARM, utilizando el método de cribado

con manitol salado suplementado con 6 flglrnL de oxacilina. El 31,58% (12/38) del

personal fue portador nasal de SARM y se observó la mayor frecuencia en el personal de

enfermería con un 58,33% (7/12), seguido de camareras con un 25% (3/12). El 7,9% del

personal muestreado presentó cepas SARM en manos, encontrándose sólo en 15% (3/20)

del personal de enfermería.

En la tabla 3 se aprecia que el mayor porcentaje de portadores de SARM (en fosas nasales y

manos) se encontró en las enfermeras, representado por un 60%, seguido de las camareras y

médicos con 20%, cada uno de ellos. Al realizar el método de Kirby Bauer (Tabla 4), se

determinó que las cepas de SARM evaluadas, mostraron resistencia ante la eritromicina y

kanamicina (52,9%), seguido de la gentamicina con un 47%.

Por otra parte, de acuerdo a la susceptibilidad antimicrobiana, por la técnica de Kirby

Bauer, se logró establecer 8 perfiles de resistencia (Tabla 5), observándose que el mayor

número de cepas SARM se ubicaron en el perfil II (gentamicinaR eritromicinaR

kanamicinaR)y perfil ID (gentarnicinaReritromicinaRkanamicinaRtobramicinaR).

El 100% de las cepas SARM mostró altos niveles de resistencia a la oxacilina

(CIM90=128flg/rnL) (Tabla 6). El 46,6% de estas cepas, mostraron además, elevados

niveles de resistencia a los macrólidos (CIM90=64flglrnLde eritromicina). Así mismo, estas
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1

cepas presentaron resistencia a los aminoglucósidos, el 66,6% (CIM90=256J.lglmL) y 33,3%

(CIM90=128J.lglmL) de las cepas estudiadas mostraron resistencia a la gentamicina y

amikacina, respectivamente; ubicándose en este grupo cepas SARM, tanto de portadores

nasales como de manos.

Tabla 3: Portadores totales de SARM en fosas nasales y manos según la ocupación.

Ocupación N° Portadores de SARM %
---_."---~-----------"-~-----_._------ - -- -~._-_..,--- ..------~~ ._---------_ ..-._-------------,----~ ~-_.--~~ .._---_.._-----",.----~------------_._ ..,~ -_.~--------_._----

Enfermeras 20 9 60

Médicos 9 3 20

Camareras 4 3 20

Estudiantes de 4

Medicina

Técnico en

Esterilización

Total 38 15 100
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Tabla 4: Porcentaje de resistencia de 15 cepas SARM ante 11 agentes antimicrobianos por

el método de difusión en disco (Kirby Baüer)

Antibiótico N° de cepas %

Eritromicina 9 52,9

Kanamicina 9 52,9

Gentamicina 8 47

Tobramicina 5 29,4

Cloranfenicol 2 11,7

Rifampicina 2 11,7

Trimetoprin-Sulfimetoxasol 2 11,7

Estreptomicina 1 5,8

Vancomicina O O

Clindamicina O O

51



Tabla 5: Perfiles de resistencia de cepas SARM aisladas en fosas nasales y manos del

personal que labora en la UARN del IAHULA- Julio 2003 (Kirby-Baüer).

Perfiles de resistencia

Iox:~cÜiIlaReritio~ciIl~l

n oxacilinaR gentamicinaR eritromicinaR

kanamicinaR

ID oxacilinaR gentamicinaR eritromicinaR

kanamicinaR

TobramicinaR

IV oxacilinaR gentamicinaR eritromicinaR

kanamicinaR

cloranfenicolR tobramicinaR rifampicinaR

trimetropin-sulfaR

V oxacilinaR gentamicinaR kanamicinaR

tobramicinaR rifampicinaR trimetropin-sulfaR

VI oxacilinaR eritromicinaR kanamicinaR

VD oxacilinaR kanamicinaR

N° de ~epas

1

3

3

1

1

1

1

%

6,66

20

20

6,66

6,66

6,66

6,66

VID oxacilinaR 4 26,66
_~~_~~._~__~~._~~~ ~__~~ ~_~~~u_ .._~._~ ~,~~·~~"~~~~.-~~._'_~~~~_~~~_.~'~'~_~~M"~~_~ "__'~~~"~_-W__~.._~~_~ ."'.,~_~~_._

Total de ~epas evaluadas 15 100
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Tabla 6: Concentraciones inhibitorias mínimas (CIM) de varios agentes antimicrobianos
ante cepas SARM

Oxacilina

Gentamicina

Tobramicina

Kanamicina

Eritromicina

Amikacina

16

32

12

1

16

128

256

64

2::400

64

128

100

66,6

60

53,3

46,6

33,3

'""O~cili~a :~g/~,S$2~g¡;¡-'"~-"""'-'--~'_._-~.__o _ ••_--"'"•••"-_••••"""-~••__._~,-,---,,-"'••<•••••••_.~_.'_.--'."--""-.'._""

Eritromicina: R28ug/mI, 8g),5 ug/m]
Gentamicina: R28ug/mI, 8:52 ug/mI
Tobramicina: R28 ug/mI, 8:54 ug/mI
Kanamicina: R225 ug/mI, S::;6 ug/mI
Amikacina: R232 ug/mI, 8S16 ug/mI
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Se realizaron cálculos de sensibilidad y especificidad para evaluar el rendimiento de los

métodos utilizados en este estudio para la detección de cepas SARM, observándose que el

al comparar la técnica de Kirby Baüer con 1 llg/rnL de oxacilina con el método de cribado

se obtuvo una sensibilidad y especificidad del 100%. De igual manera al realizar la

comparación de la técnica Kirby Baüer con el disco de cefoxitin y la detección de la

PBP2A, con el método de cribado se obtuvieron iguales valores de sensibilidad (93,3%) de

especificidad (100%) (Tabla 7).

Tabla 7: Sensibilidad y especificidad de tres técnicas utilizadas en la detección de SARM

en comparación con el método de cribado

Técnica para detección de

SARM

Kirby Bauer con disco de 1

Kirby Bauer con disco de

cefoxitin 30 Ilg

Detección de la PBP21\

Sensibilidad (0/0)

100

93,3

93,3

Especificidad (%)

100

100

100
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El análisis plasmídico reveló que de 28 cepas SARG, 7 (25%) mostraron la presencia de

formas plasmídicas al realizar su extracción mediante el método de lisis alcalina. Cinco de

estas cepas, procedían de portadores nasales y dos de portadores de mano (Tabla 8). Se

puede inferir que estas formas plásmidicas poseen un peso molecular aproximado a 23 kb,

al igual que los controles utilizados provenientes de barridos anteriores, al compararlos con

la escalera de peso molecular utilizada (Fago LamdalHind III) (Figura 2)

En cuanto a las cepas caracterizadas en estudios previos, también se observan formas

plasmídicas con peso molecular similar, estas cepas provenían de portador nasal y

neonatos, que se encontraban en la UARN entre los años de 1998 al 2002 (Figura 2) (Tabla

9).

Cabe destacar, que 5 de las 7 (71,42%) de las cepas SARG aísladas de la UARN en el 2003

donde se observaron formas plasmídicas, la CIM de gentamícina fue superior o igual a 256

J.lg/mL (Figura 3). Resultados similares encontramos en las cepas utilizadas como controles

provenientes de los barridos realizados desde 1998 al 2002 en la mencionada área, de las

cuales, el 50% de cepas SARG (2/4) presentaron un valor de CIM igualo superior a 256

J.lg/mL (Figura 4).
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Tabla 8: Características de las cepas SARG provenientes del personal de salud de la

UARN (Julio 2003)

CepaSARG Personal de Portadores, CIM Plásmido

Fosa nasal 2::256 +

Fosa nasal 256 +

Fosa nasal 256 +

Fosa nasal 8 +

Mano 256 +

Mano 2::64 +

Salud gentamicina

(,.,g/mL)*
·'.~"~.'_'.'._'~ ~_T.""""' ' ~OO<', ~__~.~.T".T,"'A_~_'__~"~'_~~T~~.'~_T'_T~ _T__,~. ,·_~__•.~ ~__~~k'_'_~,~_~_,~_~'<~ __ ~__'_."~_<.T,~,~_·_'_~ .h__~__~TW.__.~.•.~~__.•._.~~_~~,.__·.M~•.T"~~_'~'~'_·"

Fosa nasal 256 +FND1.1 Médico

FNI8.2 Camarera

FND19.1 Enfermera

FND20A Enfermera

FNI22.3 Enfermera

M34.1 Enfermera

M36.1 Enfermera
___~.~_""""'"';>...-...__ """..x_......".~-"=

*CIM gentamicina: R: ~ pglrnL s: S 2 pglrnL
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Tabla 9: Características de las cepas SARG provenientes de neonatos y personal de salud

de la UARN caracterizadas en estudios previos (1998-2002)

UARNAñoCepaSARG Origen de la CIM Plásmido

Muestra gentamicina

(JlglmL)*
__~__~_.~ ~. w~~.~_~_~_~_.~_·~ __"_~~ ...~_·...~~~_~_."_~"' __~_~_.~_~_ ..~~_~'_~_~_~~ ~~ ~~~_w_~ ~_~·__·~__ ._.'_'__~ '

088 1998 Neonato Sangre 512 +

428 1998 Neonato Secreción de 256 +
herida

quirúrgica
526-B 1998 Neonato Sangre 256 +

FNI20.1 2002 Enfermera Fosa Nasal 128 +
«~~__K"""_-=...M<I<__'~_"'A"""""''''''''''''''~,,...•,,.,,,,,,,.;."~,,,,_,, ••,.,,,\,,,,,A.''' "'~-"_"",W~_~"'_""'''.''~_'';'~:·''''K~·=;''''''':''''''''f'"_~'''''~_'''.''~:''''''"'''''-''''"""'''' ..: "....-...,''..._''''_.c_..,..'''.._'''''''''''.''''''~_<·''''''.'''''·'''''''''";.,,,.,-...,.;._ ..'....A'>";6,. ,-.' ..... ~"",,,,,,",,,,.,,,,,,>,,,,,,,,:,,_ ...,,,,,,.,,,_,,"_,

"CIM gentamicina: R:~ pglmL s: ~ 211g/mL
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

23.1 kb ¡-.
9Akb ¡-.

2003

1998-2002

1 Fago LamdalHind III
2088
3428
4526-B
5 FNI20.1
6FND 1.1
7FND8.2
8 FND19.1
9FND20.-4:
10 FNI22.3
11 M3-4:.3
12 M36.1
13 Gibco lKb (marcador de peso molecular)

Figura 2: Formas plasmídicas de cepas SARG provenientes de portadores de fosas nasales
y manos aisladas del personal de la UARN (2003). Cepas barridos anteriores

(años 1998,2002).
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Figura 3: Concentración inhibitoria mínima (CIM) de gentamicina ante cepas SARG con
formas plasmídicas aisladas del personal de la UARN (2003)

59



50

45

40

35

~ 30
~
CII

!. 25
CII
u

./'/.'''CII
"O 20
'#. //

/

15
//

10
"1",,

/'

5

O
128 256 512

Concentracion inhibitoria minlma de gentamicina
(ug/mL)

Figura 4: Concentración inhibitoria mínima (CIM) de gentamicina ante cepas SARG con
formas plasmídicas aisladas de neonatos y portador de la UARN (periodo 1998-2002).
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7.- DISCUSIÓN

S. aureus es un patógeno notablemente versátil, capaz de producir una variedad de

infecciones mucho más amplia que la mayoría de las bacterias (Junco y col. 2000). En

Venezuela, desde principios de los años 80, las cepas de S. aureus resistente a

oxacilina/meticilina, se han visto relacionadas a la producción de diferentes infecciones de

origen nosocomial, tales como las infecciones de piel y tejidos blandos, principalmente, en

áreas de cuidados intensivos. Esta clase de cepas también se han aislado tanto de fosas

nasales como de las manos, en el personal que labora en las áreas hospitalarias (Comegna y

col. 2000).

Mendoza y col. (2001) reportan un 44,4% (8/18) de portadores de SARM en el personal

que labora en un área de Neonatología, encontrando un 70% de portadores nasales.

Resultados similares se pudieron encontrar en este trabajo, en el cual, 31,58% del personal

era portador nasal de SARM (12/38). Sin embargo, el porcentaje es elevado en

comparación al encontrado en el año 2002 por Velazco y col., quienes reportaron que el

22% del personal que prestaba servicio en la UARN del IAHULA, era portador de cepas

SARM en fosas nasales.

En el 2003, Hernández y col. realizan una investigación para detectar cepas SARM en fosas

nasales de niños cubanos, encontrando que el 0,35% de los niños sanos y el 2% de los niños

hospitalizados, eran portadores nasales de cepas SARM, utilizando el medio OMSA

(Oxacilina Manitol Sal Agar) para detección de SARM, valores inferiores comparados con

este estudio. Además, estudiando los índices de resistencia por el método de difusión en
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disco Kirby Baüer, las cepas aisladas en ambos grupos de estudio, también mostraron altos

niveles de resistencia a antibióticos, tales como penicilina y eritromicina. Por otra parte,

Sanabria y col. (2001) estudiaron al personal hospitalario de diferentes centros

asistenciales, buscando portadores nasales de S. aureus, obteniendo que el 21% (9/43) de

las mencionada cepas aisladas resultaron resistentes a meticilina, el 28%(12/43) resistentes

a gentamicina, por Concentración inhibitoria mínima (CIM).

La vía más frecuente de transmisión de SARM, son las manos del personal, y por lo

general, las cepas son introducidas en el ambiente intrahospitalario cuando ingresa un

paciente infectado o colonizado, quien actúa como reservorio. También puede ocurrir, que

un trabajador de la salud se colonice a si mismo al tocarse la nariz, sin haberse efectuado un

apropiado lavado de manos u omitido el uso de barreras, luego del contacto con un paciente

colonizado por SARM (Zelaya, 2001). En esta investigación, también se detectaron cepas

de SARM en manos, en un porcentaje menor, 7,9% (3/38); no obstante, se le debe dar

importancia, ya que esto sirve como fuente segura de diseminación dentro del área

hospitalaria estudiada en la presente investigación, aunado al hecho de que estas cepas son

multirresistentes.

En el servicio de Microbiología de la Universidad de Monash en Australia, cepas de S.

aureus, procedentes de diferentes muestras clínicas, exhiben resistencia a los

aminoglucósidos, representado por el patrón gentamicina, tobramicina y kanamicina,

resultado similar al encontrado en esta investigación cuando se realizaron los perfiles de

resistencia por el método de Kirby-Baüer, confirmado luego por la CIM, mediante el cual

el 20% de las cepas presentaron un patrón de resistencia similar. Esta resistencia se ha
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asociado con la presencia del transposon Tn4001, el cual está compuesto por 2 copias

invertidas de secuencias de inserción de 1,3 Kb, Ypertenecen al grupo pSKl de plásmidos

multirresistentes; además, estos plásmidos median la resistencia a desinfectantes como el

amonio cuaternario y el bromuro de etidio (Byrne y col. 1990).

Ida y col. (2001), al realizar CIM para aminoglucósidos en cepas SARM, provenientes de

diferentes hospitales de Japón, observaron en 61,67% (235/381) de los aislados, valores de

CIM superiores a 8 J.1g/mL para gentamicina y para tobramicina niveles superiores a 128

J.1g/rnL, resultados que se asemejan con los obtenidos en este estudio, donde el 66,6% las

cepas SARM aisladas mostraron un elevado nivel de resistencia para la gentamicina

(CIM90 =256 J.1g/mL) Y el 60% a la tobramicina (ClM90 = 64 J.1g/rnL).

En el año de 1999, Jayaratne y Rutherford, realizaron un barrido para determinar cepas

SARM en pacientes hospitalizados, utilizando como medio principal agar manitol salado

suplementado con 6 J.1g/rnL de oxacilina, encontrando que el 38,6% de las cepas

desarrolladas en este medio, presentaban los genes mecA y nuc, relacionadas con la

resistencia a la meticilina, identificados por PCR. En este estudio las cepas aisladas en el

medio manitol salado con 6 JIg/mI oxacilina, se les realizó ClM ante oxacilina, encontrando

que el 100% (CIM90= 128 J.Lg/rnL) eran realmente cepas SARM, los autores anteriormente

señalados sugieren, que cuando se realiza un barrido para la búsqueda de este tipo de cepas

utilizando este medio de cultivo, es necesario que éste sea respaldado por estudios de

antibiotipia y biología molecular (PCR).
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En la investigación de la colonización por SARM, la rápida detección de SARM en el

personal de salud, como enfermeras y médico, de este tipo de cepas es' de suma

importancia. Al comparar el medio de cribado con oxacilina con la técnica Kirby Baüer

utilizando el disco de 1 Jlg/mL de oxacilina, la sensibilidad fue del 100%, al igual que la

especificidad, resultados similares fueron encontrados por Kampf y col. (1998), quienes

demostraron un 97,6% de especificidad cuando se les realizó el método de difusión Kirby

Baüer con el disco de 1 Jlg/mL de oxacilina, y un 98,1% de sensibilidad y 95,1% de

especificidad utilizando el agar manitol salado suplementado con oxacilina, al compararlos

con la PCR para la detección del gen mecA

El método de difusión en disco con cefoxitin de 30 Jlg/mL, es actualmente el mejor

indicador para la detección de la resistencia a la oxacilina en cepas de S. aureus,

recomendada por el NCCLS (actualmente CLSI), en el 2003. Smyth y Kahlmeter (2005),

señalan, que empleando disco se lograron identificar un 96,6% de cepas SARM, mecA

positivas por PCR, indicando que la utilización de esta técnica es más específica y rápida, a

diferencia del uso de medios suplementados con oxacilina. En el presente estudio se logró

demostrar un 93% de sensibilidad y 100% de especificidad, cuando se empleó el disco de

cefoxitin, al compararlo con el método de cribado con oxacilina.

A partir de la década de los 90, en distintos laboratorios microbiológicos de rutina, se

realiza la detección de la proteína enlazante PBP2A mediante un método de aglutinación

con partículas de látex denominado MRSA-Screen. En el presente trabajo, se realizó la

comparación de este método con el de de cribado con oxacilina, hallando valores

significativos de sensibilidad y especificidad. Por su parteVan Leeuwen y col. (1999) y
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Van Griethuysen y col, (1999) realizan estudios para comparar la detección de la PBP2A

con el método de cribado arrojando un 93,6% de sensibilidad, respectivamente, porcentajes

similares a los obtenidos en la presente investigación. Cabe destacar, que la detección por

aglutinación de partículas de látex de la PBP2A" reduce el tiempo de reporte y entrega de

resultados, al ser comparado con los métodos de cribado que utilizan oxacilina y con

aquellos que emplean suplementos con cefoxitin (Soloaga y coL 2004).

En la presente investigación se lograron observar formas plasrnídicas en cepas SARG en un

25% de los portadores de fosas nasales y manos. Estos plásrnidos aproximadamente poseen

23 kb, al igual que los plásmidos extraídos de las cepas utilizadas como controles,

pertenecientes a neonatos y portador nasal de barridos realizados en el periodo 1997-2002.

El tamaño de los plásmidos relacionados con la resistencia a los aminoglucócidos oscila

entre 25 Kb a 50Kb, además estas formas plasmídicas en su mayoría pertenecen a la

familia PSK y PGO, Y están relacionados con la resistencia a gentamicina, trimetoprin y

compuestos de amonio cuaternario (Morton y col. 1995; Firth Ycol. 2000).

En bacterias gram positivas, se presenta la limitación, como en el caso de S. aureus, que

para poder aislar y observar adecuadamente bandas de ADN plasmídico es necesario que la

concentración de ADN sea igualo superior a 1 J.lg/rnL (Samburook y Maniatic, 1987).

Carrol y col. (1989), sefialan en su estudio sobre plásmidos asociados con la resistencia a la

gentamicina, que en la mayoría de las cepas de S. aureus resistentes a este antimicrobiano,

expresaban niveles de CIM de gentamicina elevadas, con un promedio de 120 J.lglmL.

Resultados similares se han encontrado en esta investigación, donde las cepas SARG con
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formas plasmídicas presentaban una CIM de gentamicina mayor o igual a 256 flg/mL, en

los portadores nasales, de manos y en la mayoría de las cepas de los barridos anteriores.

De acuerdo a los resultados del presente estudio el principal reservorio de SARM en la

UARN continua siendo el personal de enfermería. Cepas SARM con un similar patrón

plasmídico, circulan en la mencionada área desde los primeros barridos realizados en la

mencionada unidad desde el año 1998 hasta la presente fecha. Este importante hallazgo

sugiere que dicho personal de salud actúa como fuente de diseminación de SARM de

personal a neonato, de manera similar a lo encontrado en estudios realizados previamente

en la mencionada área (Velazco, 2000).
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8.- CONCLUSIONES:

» Durante el periodo estudiado, se aislaron cepas SARM en un 39,47% procedente de

fosas nasales y manos de portadores pertenecientes al personal que labora en la

Unidad de alto Riesgo Neonatal del IAHULA, utilizando el método de cribado de

manitol salado suplementado con 6 IlglmL de oxacilina

.> El mayor porcentaje de portadores nasales y de manos estuvo representado por las

enfermeras con un 60%.

» Mediante la técnica de difusión en disco Kirby Baüer, las cepas SARM evaluadas

mostraron resistencia a eritromicina y kanamicina (52.9% cada uno) , seguido de la

gentamicina con un 47%, siendo el perfil JI (gentamicina, eritromicina,

kanamicina), el más frecuentemente encontrado.

» El 100% de las cepas SARM mostraron altos niveles de resistencia a oxacilina

(ClM90=128 l!g1mL), además, la mayoría de estas cepas mostraron altos niveles de

resistencia a macrólidos (CIM9o=64 Ilg/rnL) y aminoglucósidos (CIM90=256

IlglmL).
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~ Se obtuvieron valores de sensibilidad y especificidad elevados al comparar la

técnica de difusión Kirby Baüer utilizando el disco de 1)lg/rnL de oxacilina, disco

de cefoxitin de 30 )lg/rnL Y la detección de la proteína modificada PBP~ con la

técnica de cribado con manitol salado suplementado con oxacilina.

~ Al realizar el análisis plasmídico se pudo observar que el 25% de las cepas SARG

analizadas mostraron, formas plásmidicas de aproximadamente 23Kb, estas cepas

además presentaban en su mayoría, una CIM mayor o igual a 256 )lg/mL. Así

mismo se pudo demostrar que el 100% de las cepas SARG, también eran resistentes

a meticilina.

);> Del análisis plásmidico de las cepas SARG, se infiere que el personal de salud que

labora en la UARN puede haber actuado como reservorio y fuente de transmisión

de este tipo de cepas a los neonatos.

);> El personal de salud de la UARN del IAHULA, principalmente las enfermeras,

permanece como principal reservorlo de cepas SARM multirresistente.
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9.- RECOMENDACIONES

~ Realizar en forma permanente barridos microbiológicos para la detección de

SARM, en la UARN Y en otra áreas de hospitalización del IAHUL~ en el

momento en que se reporte un incremento en la frecuencia de dicho

microorganismo.

~ Realizar la tipificación de las cepas SARM que se aíslen de todo el personal de

salud, que pertenezcan a diferentes áreas intrahospitalarias mediante análisis de

ADN plásmidico, y otras técnicas moleculares, como la peR.

~ Seguir utilizando el medio de cribado con manitol salado suplementado con 6

p.g/rnL de oxacilina, para barridos microbiológicos cuando se sospeche de brotes

por SARM ya que como podemos observar en el presente estudio, nos permite

obtener resultados confiables a un bajo costo.

). El disco de 1 p.g/mL de oxacilina es útil para la evaluación de la susceptibilidad a la

meticilina en cualquiera de los laboratorios microbiológicos, siempre y cuando se

cuiden las condiciones de incubación y preparación del medio de cultivo.

~ Continuar con la vigilancia y control de portadores de cepas SARM, promoviendo

el lavado de manos y el tratamiento del personal que actúe como reservorío de este

tipo de cepas.
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