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RESUMEN

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

Unidad de Alto Riesgo Neonatal.
Lic. Maria Evelyn Alviarez V, MSc. Elsa Velazco. Laboratorio de Bacteriologia Anaerbbica
“Roberto Gabaldén™. Depto de Microbiologia y Parasitologia. Universidad de los Andes. Mérida.

Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (SARM) es un patégeno intrahospitalatio importante; este
microorganismo se ha logrado aislar en modernas unidades'tie éuidados intensivos, produciendo el 50% de
cuadros de sepsis severa. Para la adecuada vigilancia y prevencién de infecciones intrahospitalarias
ocasionadas por cepas de SARM, sc han sugerido diferentes medios de cultivo, entre ellos, el agar Manitol
Salado suplementado con 6 ug de oxacilina. En el presente estudio se utilizo 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 resulté portador de cepas SARM heterorresistentes en fosas nasales. El mayor
porcentaje de portadores estuvo representado por el personal de enfermeria con un 58,33%. el 7,9% del
personal muestreado presenté cepas SARM heterorresistentes en manos, encontrandose sélo en el personal
de enfermeria con un 15%. Se realizaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a todas las cepas SARM,
por los métodos de difusion en disco o Kirby Bauer y dilucion en agar. Ademas de la resistencia a la
oxacilina el 52,9% de las cepas estudiadas mostré resistencia a la eritromicina y kanamicina, y un 47% de
resistencia a gentamicina. Al comparar la sensibilidad y especificad de diferentes técnicas para la deteccion de
cepas SARM se encontré 100% de sensibilidad y 100% especificidad en 1a técnica Kirby-Baiier con disco de
1 pg/mL de oxacilina, al compararlo con ¢l método de cribado. El estudio pldsmidico revel6 que el 25% de
cepas SARG mostraron presencia de formas plasmidicas, con un peso molecular aproximado de 23Kb y CIM
igual o superior a 256 pg/mL, que procedian en su mayoria de portadores nasales del personal de enfermeria.
En cepas provenientes de estudios previos de portador y pacientes de afios anteriores (1998-2002), se pudo
encontrar similitud en el peso molecular, de las formas plasmidicas, al compararlas con las cepas aisladas en
el 2003. Este estudio sugiere que las enfermeras siguen siendo fuente importante de diseminacién de cepas
SARM, por ello, es necesario continuar con las medidas de control como lavado de manos antes y después de

1a manipulacion de pacientes.
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1.-INTRODUCCION

Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM), representa en Latinoamérica y
el mundo, uno de las principales microorganismos responsables de brotes de infeccion
nosocomial. Estas cepas se identificaron poco tiempo después de la introduccion de la
meticilina a la terapedtica. Los primeros brotes de infeccién nosocomial por estas
cepas se describieron en hospitales Europeos-al ‘inicio de los afios sesenta, desde
entonces, su prevalencia ha ido en aumento en la mayoria de las areas geogréficas

(Camarena y Sénchez, 1998).

La vulnerabilidad a la colonizacion e infeccion por SARM, depende de factores tales
como, la duracion de los pacientes dentro del recinto hospitalario, terapias en cuidados
intensivos, tratamiento con antibidticos de alto espectro y los pacientes con heridas
quirurgicas y catéteres que facilitan la entrada de este tipo de cepas (Wagenvoort,

2000).

La colonizacion por SARM estd favorecida por la presencia de cuerpos extrafios,
lesiones persistentes en la superficie mucocutanea y las punciones frecuentes; la tasa
de colonizacion en pacientes hospitalizados o‘scila entre del 25% al 45% y en el
personal de salud de 50% y 70%. El vestibulo nasal se considera el reservorio por
excelencia de cepas SARM en el hombre, especialmente en el personal que tiene

acceso a pacientes, como las enfermeras y los médicos. La colonizacion de las manos



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 mas estudiado, es la produccién
de una proteina modificada de union a la penicilina de la pared celular (PBP;A), la
cual impide la unién de los antibioticos betala&émicos, permitiendo la supervivencia
del microorganismo a concentraciones elevadas del antibiético que en ausencia de
dicha proteina, 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
proteinas PBP,A descritas anteriormente, denominado mec4. Este gen esta localizado
en las islas de patogenicidad o IP, extensas regiones del genoma bacteriano presentes
en la mayoria de las bacterias patogenas, midiendo en ciertas ocasiones, hasta 200kb

(Schmidt y Hensel, 2004).

Para la adecuada vigilancia y prevencién de las infecciones intrahospitalarias
ocasionadas por cepas SARM, se han sugerido diferentes medios de cultivo para su
deteccion, entre ellos, el agar manitol salado suplementado con 6 pg/mL de oxacilina y
4% de cloruro de sodio, ya que se ha demostrado que identifica de una manera répida 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 incubacion

(Apfalter y col. 2002 ).



Ademas de la utilizacién de medios suplementados como los métodos de cribado,
existen otras técnicas para la identificacion de cepas SARM multirresistentes, entre
ellos se utiliza el método de difusion en disco Kirby Baitier utilizando el disco de 1
pg/mL de oxacilina (Calvo y col. 2004). En afios recientes, el Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2005), recomienda la determinacion de la Concentracion
Inhibitoria Minima o CIM, tanto por dilucién en agar o E test, como por microdilucion
en caldo, en el estudio de cepas SARM dentré del ambiente hospitalario. También
recomienda el disco de cefoxitin de 30 ug/mL en agar Mueller Hinton, ya que la zona
de inhibicién 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 antibiéticos
diferentes a los B_lactamicos como los aminoglucdsidos, macrolidos y mupirocina, es
importante que en estudios de vigilancia y control se incluyan ademas de los métodos
convencionales para la 'detecci()n de SARM, métodos de tipificacion tales como analisis

plasmidicos, fagotipia y/ o reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Conociendo la importancia que tiene SARM como patégeno nosocomial en pacientes
neonatos, vy la importancia de los portadores nasales y de manos en la transmision de
estas cepas, basandose en estudios previos (Velazco, 2002), se planted el siguiente

trabajo, el cual tiene como objetivo determinar la frecuencia de portadores de SARM en



el personal de salud de la Unidad de Alto Riesgo Neonatal (UARN) del Instituto

Autonomo Hospital Universitario de los Andes (IAHULA), asi como también, realizar
estudios microbiologicos, a las cepas de SARM y determinar el perfil plasmidico a las
cepas de S. aureus resistentes a gentamicina (SARG) aisladas en Julio del 2003, cuando

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

unidad.



2.-MARCO TEQRICO
2.1 Stahylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM):

Los primeros brotes por SARM se descubren en hospitales europeos, la rapida
respuesta adaptativa frente a los cambios del medio y su continua diseminacion en los
hospitales de todo el mundo, han hecho que esta Ba{;:teda se convierta en una residente
habitual de los recintos intahospitalarios y ha supuesto uno de los retos terapéuticos y
de control de infeccion mas importantes en los tltimos afios (Camarena y Sanchez,
1998; Dominguez y Rodriguez, 2003). En la década de los 90, se consider6 un
patégeno principalmente nosocomial pero en los tltimos afios ha adquirido importancia
como patégeno comunitario (Navascues y col. 2004). Cepas SARM han emergido en la
actualidad de forma significativa como patégenos comunitarios, especialmente en nifios
no inmnosuprimidos y con factores de riesgos minimos, 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, lo que implica resistencia a todos los antibidticos betalactdmicos. La
resistencia a la meticilina ha sido definida cuando el CIM de meticilina presenta
valores iguales o mayores a 16 pg/ml o valores del CIM de oxacilina iguales o mayores

a 4 pg/mL (Salgado y col. 2003).



Entre los factores de riesgo que seleccionan y condicionan la colonizacién por este tipo
de cepas, se sefialan: las hospitalizaciones prolongadas, las intervenciones quirargicas,
la permanencia en unidades de cuidados intensivos, el uso indiscriminado de
antibiéticos 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 dispersiéon en el ambiente hogpitalaﬁo (Hernandez y col, 2003).
SARM representa un importante reto para los /servicios de salud publica 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

atencion sanitaria (Struelens, 2000).

Las cepas SARM son introducidas al ambiente hospitalario a través de los visitantes o el
personal sanitario. El reservorio fundamental de este microorganismo lo constituyen los
pacientes ingresados, 'infectados o colonizados. En el hombre, SARM coloniza
normalmente la porcion 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 via de infeccion cruzada de
brotes por SARM, aumentando el niimero de portadores nasales, los cuales constituyen
la principal fuente de ihfeccién en este tipo de ambientes. El personal que labora en las
instituciones hospitalarias (médicos, enfermeras, etc.), son fuentes de diseminacion de

SARM. En algunos casos, el paciente puede ser colonizado y a su vez, transmitir el



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 furinculos, abscesos localizados, en donde, en algunas
ocasiones, se produce necrosis, (Lara, 2003). Por otra parte, la transmision 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 Neonatologia (Camarena y Sanchez 1998).

En los tultimos 7 afios, 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 asociacién que existe entre los portadores de dichas cepas, conformados por
los trabajadores de lasAmencionadas 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 mayoria 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

colonizacién por este microorganismo. Las infecciones mas frecuentemente
encontradas son las de heridas quirirgicas y lesiones de quemaduras (Sopena, 2001).

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



transmitirlo a otras personas fuera y dentro del ambiente hospitalario, asi como también
puede darse el caso de la transmision por medio del uso de material contaminado,
objetos inanimados o aparatos de ventilacion mecanica y utensilios personales (Aravind

y col. 1999).

En los dltimos 20 afios se ha presentado un repunte en el desarrollo de ciertas
infecciones producidas por S. aureus resistentes a la meticilina y a los
aminoglucosidos, 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 nifios con
infecciones de piel, tales como, abscesos, impétigo y celulitis, se ha incrementado en
los Gltimos afios en un 54,6% comparado con la década pasada. Este tipo de lesiones

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

pacientes quemados o con heridas quirdrgicas infectadas.

Vagquero y col. (2005) realizaron un estudio sobre la colonizacion e infeccién de SARM
en un servicio de Angiologia, donde se evaluo a todos los pacientes ingresados para
cirugia vascular, encontrando colonizacion de cepas SARM en un 40% de los casos;
por su parte, Machado y col. (2002) indican que en pacientes pediatricos se han visto

implicadas cepas SARM en un 69% de los casos, como agente causal de abscesos de
valvulas cardiacas y protesis de valvulas, llevando posteriormente a sufrir de una

sepsis.



La neumonia por SARM representa entre el 1 y 10% de las neumonias
extrahospitalarias y hasta un 16% de las neumonias de origen nosocomial. Se producen
habitualmente por microaspiracion, aunque también pueden ser de origen hematogeno;
suelen presentarse en forma de empiema o de bronquitis cronica en algunos casos. Las
neumonias nosocomiales por SARM se producen habitualmente en areas como UCI,
quirofanos y unidades de quemados, siempre relacionados con ventilacién mecanica

(Fagon 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 mayoria se asocia a
pacientes hospitalizados cronicos. Se suelen presentar del 15% al 30% de frecuencia en
pacientes con cateterismos vasculares, infecciones de heridas quirGrgicas y de partes
blandas. (Pujol y col. 1996). En unidades de larga estancia y en centros de
hemodialisis, los pacientes con sondas urinarias, son generalmente colonizados por
cepas SARM, llegandé a presentar con un 25% de frecuencia infecciones del tracto
urinario, que desencadenan bacteremias y sepsis nosocomial (Dominguez y Pujol,

200S; Sopena, 2001).

En la actualidad, SARM ha emergido significativamente como patégeno comunitario,
especialmente en nifios 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) sefialan que las infecciones por SARM en la comunidad
pueden presentar modificaciones epidemioldgicas que suelen estar directamente

relacionadas con cambios en la resistencia de la bacteria, aumentando asi, el riesgo



potencial al diseminarse en la poblacion. Recientes informes relacionan a SARM de
origen comunitario como patogeno responsable de muchos cuadros clinicos asociados
con hacinamientos en carceles, debido principalmente a las condiciones insalubres de
los centros penitenciarios. Estas infecciones son generalmente infecciones de piel y
tejidos, como celulitis, abscesos, artritis séptica, neumonia 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, sefialan que existe un
incremento global de la prevalencia de SARM, por ejemplo, se puede indicar que en
paises 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 (Velasquez

y col. 2002).

En Europa, especificamente en Alemania, los estudios de vigilancia epidemiolégica
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 antibi6ticos ampliando los métodos de vigilancia y control. Desde el
2001, en los Paises Bajos Europeos, se han observado numerosas cepas SARM
heterorresistentes, la diseminacion de este tipo de cepas suele pasar desapercibida ya
que llegan a presentar valores relativamente bajos de CIM entre 4-24 mg/L, alterando

la resistencia fenotipica a los antibidticos betalactimicos (Wannet, 2002).
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En virtud de la gran preocupacion a nivel mundial, sobre esta problematica, Jones en
1996, disefia un programa denominado SENTRY, el cual establece lineamientos acerca
de las infecciones producidas por bacterias nosocomiales, entre ellas, cepas SARM.
Este programa esta conformado por 25 paises de los cinco continentes del mundo, entre
los cuales figura Venezuela y otros paises 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 betalactdmicos que se ha
mantenido durante varios afios, presentando una prevalencia del 91 al 97%, situacion
similar a otros paises latinoamericanos. Por otra parte, Velazco y col. en el afio 2002,
encontraron una prevalencia del 20% de cepas SARM aisladas en la unidad de alto
riesgo neonatal del Instituto Auténomo Hospital Universitario de los Andes en Mérida,
de neonatos que cursaban con algun tipo de infeccion de origen nosocomial, siendo la

conjuntivitis y la sepsis, las entidades clinicas mas frecuentes.

Entre las medidas generales de control en caso de brotes por SARM, entre las se pueden
sefialar:
> Estudios microbiologicos: Confirmacion de la presencia del gen mecA de las cepas

recibidas mediante PCR.

» Estudios de sensibilidad a los antibidticos mediante métodos clésicos de
antibiograma, método de microdilucion, y E-test, a meticilina (oxacilina),
aminoglucésidos y macrélidos.

» Tratamiento antimicrobiano especifico y apropiado.

11



> Investigacion de origen del brote: si es una adquisicion comunitaria 0 nosocomial,
ésta se determina observando si el paciente la desarrollé 48 horas después de haber

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

La confirmacién de un brote infeccioso nosocomial o comunitario producido por
SARM, vy el adecuado estudio de portadores, requiere el aislamiento e identificacion
del microorganismo a partir de muestras clinicaé. éon el fin de establecer la identidad
mas precisa de dicho microorganismo se han desarrollado una gran variedad de
métodos de tipificacion (Sopena, 2001). En la actualidad, las técnicas de tipificacion
por biologia molecular, tales como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),

ribotipificacién, electroforesis en gel de campo pulsado.

El anilisis del ADN plasmidico fue el primer método molecular utilizado para el
estudio de la clonalidad bacteriana. Se basa en la hipétesis de que todos los aislados
de una misma cepa conﬁenen el mismo niimero de plasmidos, con pesos moleculares y
patrones de restriccion similares (Samburook y Maniatic, 1989). Los plasmidos pueden
conferir resistencia a los antibioticos en las bacterias que los poseen, como en el caso
de cepas de S. aureus. Los factores R contienen de forma caracteristica genes que
codifican enzimas que son capaces de destruir o modificar antibiéticos y no estan
integrados al cromosoma bacteriano, como es el caso de los plasmidos que confieren
resistencia al cloranfenicol, la kanamicina y la ampicilina (Prescott y col. 2004).
También se han encontrado otro tipo de plasmidos que potencian la patogenicidad de la

bacteria y se denominan plasmidos de virulencia, estos tienen la capacidad de mediar la
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produccidn 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 plasmidos relacionados con la

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

Tabla 1 : Plasmidos relacionados con resistencia a diferentes

antimicrobianos en S. qureus

Plasmido Descripcion Resistencia a
PG0400 Plasmido de 33.8 kb Mupirocin
conjugativo
PG0401 Plasmido de 44.1 kb Mupirocin
conjugativo
PG0403 Plasmido de 48.2 kb Mupirocina
conjugativo
PG0402 Plasmido de 11.1 kb Tetraciclina
digerido con EcoRI-A
PG0407 Plasmido de 2.4 kb Tetraciclina
digerido con EcoRI-E
PGO0460 Plasmido de 4.4 kb Tetraciclina
digerido con EcoRI-G
PG0423 Plasmido de 7.8 kb Ampicilina
digerido con EcoRI-Cla I
PG0435 Plasmido de 4.6 kb Ampicilina
digerido con Hind 111
PSK41 Plasmido conjugativo Aminoglucésiodos, Antisépticos
transportado por el y Desinfectantes
transposon Tn4001
18257 Plasmido <2 kb Aminoglucosidos
PSK1 Contiene el gen gacA 'y Meticilina y Betalactamicos

son transportados por el
transposon TN552

(Morton y col. 1995; Firth y col.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 analogos se unen e inactivan lgs proteinas de union PBPs que se
encuentran en la pared bacteriana. Se han descriflo de 4 a 6 mecanismos de resistencia a
meticilina en cepas de S. aureus; uno de ellos es la disminucion de los niveles de
resistencia de la bacteria, que generalmente es el resultado de la hiperproduccion de
beta-lactamasas y por produccion de meticilinasas, reguladas por plasmidos
principalmente. El mecanismo de resistencia a la meticilina mas estudiado es el
originado por la presencia del gen mecA el cual se encuentra localizado en el
cromosoma bacteriano, este gen codifica la proteina alterada, la PBP,A con actividad
transpeptidasa, que no permite la unién de la meticilina y de otros betalactamicos a la

pared celular (Fluit y col. 2001).

En presencia de los antibidticos B-lactamicos, todas las PBP propias de S. aureus estan
inhibidas con excepcion de la PBP;A, la cual es la responsable de continuar con la
sintesis de la pared celular bacteriana. Por lo tanto, los estafilococos portadores del gen
mecA, en consecuencia, productores de la proteina PBP;A deben considerarse
resistentes a todos los antibidticos B-lactamicos sin excepcidn, incluyendo carbapenem

y cefepime (Ruiz y Moreno, 2006).
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El gen mecA de aproximadamente 2 kb, se encuentra integrando el ADN cromésomico
bacteriano, asociado a un ntimero variable de otros determinantes genéticos, entre los
que pueden encontrarse secuencias de origen plasmidico, transposones, secuencias de
insercion y por lo tanto, genes que contribuyen a expresar resistencia a los antibidticos
no B-lactamicos. Esta zona genética que acompafia al gen mecA, en funcion de su
composicion presenta un tamafio variable entre 20 y 40 kb. (Koneman, 2001; Murray,

2002).

Ademis del gen mecA, existen otros genes que son transcriptores regulatorios,
localizados inmediatamente cerca del promotor del gen mecA, estos genes se
denominan mec/ y mecRI, genes similares en organizacion molecular, estructura,
funcién y mecanismo de regulacion, a los elementos regulatorios para las enzimas beta-

lactamasas en S. aureus (genes blal y blaR1) (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 varian de acuerdo a las
condiciones del cultivo y a los antibioticos B-lactamicos que se utilicen. La mayoria de
estas cepas son susceptibles a concentraciones bajas de antibiGticos B-lactamicos.
Algunas de ellas pueden presentar clones mutantes altamente resistentes denominados
poblacién homogénea, que crecen en concentraciones de meticilina mayores de 50-100

pg/ml (Chambers, 1997).
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» Resistencia a desinfectantes y antisépticos

Reynaldo y col. (2004) estudian la accién de biocidas tales como el digluconato de
clorhexidina, la yodopovidona, y el glutaraldehido 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
quimicos. En este estudio se encontro que los bidblid;s evaluados fueron eficaces contra
la mayoria de las cepas empleadas en este estudio. Por su parte Mota y Rivero (1999),
sefialan en su trabajo, sobre evaluacidn microbiololégica de antisépticos y
desinfectantes utilizados en el IAHULA, que el cloruro de benzalcomio redujo de
manera efectiva cepas de S. aureus y otros microorganismos aislados en el area de

Neonatologia.

Sin embargo, se han descrito numerosas cepas SARM responsables de sepsis
intrahospitalaria, que boseen plasmidos que median la resistencia de estas cepas a
algunos desinfectantes. Se ha podido demostrar la relacion entre el incremento de la
resistencia de cepas SARM productores de beta-lactamasas y a cuatro agentes
quimicos, 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 quimicos como el amonio cuaternario y €l bromuro de
etidio; los primeros estudios que se realizaron al respecto, sefialan que este tipo de
resistencia estd mediada por la presencia de genes denominados gac4 y gacC, 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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» Resistencia a los aminoglucdsidos

Los aminoglucosidos actGan interfiriendo la sintesis proteica. Su mecanismo de accion
comprende 3 pasos: la unién a la membrana externa, el paso a través de la pared
bacteriana externa y la unién a las proteinas de la subunidad 30S, donde interfiere con la

sintesis de ARN mensajero (Lorenzo y col. 2005)

En los afios mas recientes, se ha demostrado que algunas cepas SARM presentan
resistencia a la gentamicina, al igual que a otros aminoglucosidos como la tobramicina
y la netilmicina. Algunas cepas SARM producen enzimas modificadoras de
aminoglucosidos, v en el caso de la tobramicina, se ha reportado que las cepas que
poseen el gen aadD, poseen altos niveles de resistencia a este antibidtico (Chambers,
1997). El mecanismo de resistencia, de los aminoglucésidos puede deberse a tres
procesos: 1. Modificacion estructural de las proteinas diana ribosémicas por mutacion,
de los genes que las 'codiﬂcan, este tipo de resistencia es cromosomica y afecta
primordialmente a la estreptomicina. 2. Alteracion de la permeabilidad a los
aminoglucoésidos por mutaciones en el sistema de transporte ribosomal y 3.
Modificacion enzimatica del antibidtico, este mecanismo es muy usual encontrarlo en
cepas SARM y esta codificado a nivel plasmidicb o cromosomico, manifiestandose con

diferentes fenotipos y con valores de resistencia y CIM variables (Sopena, 2001).
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Estudios realizados por Carrol y col. (1989) muestran dos grupos fenotipicos, ligados a
la resistencia a la gentamicina, en cepas SARM aisladas en el Hospital St. James de
Dublin, Irlanda, siendo el fenotipo II representado por meticilina, gentamicina,
kanamicina y estreptomicina el mas usual. Lemaitre y col. (1998), sefialan que el 40%
de las cepas SARM estudiadas presentaron resistencia a la gentamicina, ademas la
mayoria de ellas poseian el fenotipo kanamicina, tobramicina, amikacina y neomicina,

determinado por CIM en caldo.

En el servicio de Microbiologia de la Universidad de Monash, Australia, cepas de S.
aureus exhiben resistencia a los aminoglucosidos, representada por el patron
gentamicina, tobramicina y kanamicina. Esta resistencia la relacionan con la presencia
del transposon Tn4001, que esta compuesto por 2 copias invertidas de secuencias de
insercion de 1.3kb, y que pertenece al grupo pSK1 de plasmidos multirresistente.
Ademas de conferirle resistencia a los aminoglucosidos, estos plasmidos median la
resistencia a desinfect#ntes 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
aminoglucésidos en 381 aislados clinicos de SARM, la mayoria de estas cepas
presentaban valores de CIM para gentamicina y tobramicina mayores a 8 pg/ml; en
estas cepas, dichos autores lograron aislar los genes aac(6’)-aph(2’) en 61,7% de los
aislados, y en 84,5% el gen ant(4’). Estos 2 genes juntos pueden conferirle resistencia

a los aminoglucoésidos.
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» Resistencia a los macrélidos

Los macrélidos son un grupo de antibiticos alternativos en el tratamiento de las
infecciones por S. aureus y algunas cepas SARM. Estos antibidticos actian en la
subunidad 23S del ribosoma, inhibiendo la translocacion de la cadena peptidica de la

sintesis proteica (Sopena, 2001).

La resistencia a los macrélidos se produce generalmente por 3 mecanismos: 1.-
Inhibiendo la penetraciéon del antibiético al interior de la bacteria, 2.- Modificacion
enzimitica de la diana cromosémica y 3.- Modificacion enzimatica de los antibioticos
siendo este ultimo de escasa incidencia (Lorenzo y col. 2005). Fhiit y col. (2001),
encontraron diferentes genes, tales como, ermA, ermB, ermC, ered 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 mas cominmente encontrado en estas cepas (88%).

El gen ermA es frecuentemente transportado por el transposon 7n554, relacionado
también con la resistencia a la tobramicina; el gen ermB es asociado al transposon
Tn551, y el gen ermC, estudiado por primera vez en la década de los 70, esta localizado
en pequefios plasmidos multicopias de tamafio pequefio (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 antibidticos de espectro reducido. Los mas
utilizados en cepas de S. aureus resistentes a otros antimicrobianos son la vancomicina
y la teicoplamina. Estos agentes inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana y por
ello presentan una actividad excelente frente a orgmﬁsmos gram positivos, incluyendo

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

La resistencia a la vancomicina esta mediada por un grupo de genes denominados van y
sus subtipos, vand, vanB y vanC. Algunas cepas SARM poseen el gen vand , 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 paises tales como, Japén, Francia, y Estados Unidos, siendo la
mayoria de ellas, aisladas de pacientes con enfermedades subyacentes y crénicas, que
han sido tratados durahte largos periodos de tiempo con glucopéptidos . En el Estado
de Michigan en Estados Unidos, se han reportado recientemente dos casos de infeccion
por SARM resistente a vancomicina, con CIM que oscilan entre 64 pg/mL y 1024
ug/mL, ambas cepas eran portadoras del gen van A, y estas cepas no se relacionaban

epidemiologicamente entre si (Ruiz y Moreno, 2006).
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» Resistencia a la mupirocina

La mupirocina o acido pseudoménico, actia inhibiendo 1a sintesis proteica bacteriana.
Es un antibidtico topico, especialmente 1til en el control de la diseminacion
hospitalaria de SARM. En afios recientes, la resistencia de alto nivel a la mupirocina se
ha ido incrementando por el uso indiscriminado y excesivo del antibidtico (Lorenzo,

2005).

Pérez-Roth (2005), realizaron una investigaciéon en el Hospital Nuestra Sefiora de la
Candelaria, en Tenerife, en una diversidad clonal de cepas SARM, a las cuales se les
determiné por medio de PCR, el gen iles-2. Este gen le conferia resistencia a estas
cepas a la mupirocina y también le confirié la capacidad de transferir horizontalmente
dicha resistencia. Ademas identificaron 9 plasmidos de la familia pMUP, mostrando
cada uno de ellos diferentes frecuencias de transferencia conjugativa. En la Tabla 2 se
pueden observar difereﬁtes 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 antibidticos

Antibiético Blanco Mecanismo de  Mecanismo de resistencia
celular accion
Aminoglucosido Sintesis de Unidén a la Inactivacion del antbidtico
proteinas subunidad 30S (Enz modificadora de
del ribosoma aminoglucosidos)
Rifampicina Sintesis de Inhibicion de la  Mutacién de los genes que
ADN molécula de se encuentran en la ARN
ADN polimerasa
dependiente de
la ARN
polimerasa
*TMP-SMZ Metabolismo Inhibicién Formacion de uniones
celular competitiva de ineficaces y mutacion de
las enzimas los genes gyrasa
relacionadas
con la sintesis
del acido folico
Clindamicina Sintesis de Unién a la Alteracion en la mutilacion
proteinas unidad 50S del ribosomal
ribosoma
Vancomicina y Vias celulares Interferencia Hiperproduccion de
teicoplamina ‘ en las vias para precursores de la pared
la sintesis celular de la célula
celular e bacteriana
inhibicion de la
polimerizacion
del
peptidoglicano

*TMP-SMZ: Trimetoprin-Sulfametoxasol

(Salaria y Shing, 2001)
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2.4.-Métodos de deteccion de SARM
» Mbétodos 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 metodologia clésicé para la identificacion de S. aureus,
" como tincion de gram, prueba de coagulasa y deteccion de la proteina A (Swenson y

col. 2001)

Estudios recientes, sefialan la presencia de cepas SARM heterorresistentes, que
presentan MIC de oxacilina inferiores a los 4 pg/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 afic de 1985, Lally y col. describen
un método para la recuperacion de especies SARM, utilizando manitol salado
suplementado con 4 pg/ml de oxacilina. Al comparar con pruebas de concentracion
inhibitoria minima, se demostré que usando este medio de facil preparacidn, se logra

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

Van Enk y Thompson en 1992, utilizan un medio de aislamiento primario para cepas
SARM, denominado Oxacillin Resistance Screen Agar (ORSA), y lo comparan con
métodos convencionaies e inmunolédgicos como la aglutinacién con particulas de latex
utilizados para la identificacion de este tipo de microorganismo. Estos autores

recomiendan el uso de ORSA para detectar cepas SARM en un lapso de tiempo menor,

23



acompafiado de otras pruebas convencionales de identificacién, ya que un porcentaje

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

MacKenzie y col. (1995), sefialan en su investigacion que se pueden aislar cepas
SARM, sustituyendo el agar Miieller Hinton, suplementandolo con 6 pg/mL de
meticilina y 4% de cloruro de sodio, por un agar béasico como tripticasa soya
obteniendo como resultado la observacion J 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 pg
de meticilina bajo incubacion durante toda la noche a 37 °C, 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 pg/mL) en medio Miieller 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 pg/mL de oxacilina,
con un incubado de 48 horas a una temperatura de 35 °C. La aparicion de colonias
sefiala la presencia de cepas SARM. Este método posee como ventaja, el aislamiento
de este tipo de microorganismo en un periodo de tiempo menor al de las otras técnicas
anteriormente sefialadas. 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.

Apf;alter y col. en el 2002, disefiaron 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 relacion con
medios caseros de manitol salado suplementado 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 mecA4; se demostr6é
ademas, que este medio tiene altos indices de especificidad por lo que se recomienda

para ser utilizado en la deteccion de rutina de SARM.

Smyth y Kahimeter (2005) , utilizan un medio de cribado para la deteccion 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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» Meétodo de difusion en disco Kirby-Baiier

Para conocer la resistencia a la oxacilina en cepas de S. aureus, se utiliza un disco de
oxacilina de 1 pg/mL en agar Miieller Hinton con 2% con NaCl (CLSL 2005). A
partir del afio 2005, el CLSI recomienda el uso del disco de cefoxitin de 30 ug en agar
Miueller 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 Policlinica Metropolitana de Caracas, encontrando que el 88%
de los aislados de S. aureus mostraron resistencia a la oxacilina, utilizando el método
de difusioén en agar con 1 pg de oxacilina (homogénea 57% y heterogénea 31%), la
CIM, el crecimiento en agar manito! salado suplementado con 6 pg/ml de oxacilina
mostraron 88% de resultados positivos cada uno y el disco de cefoxitin detecté 86% de

cepas resistentes a oxacilina.

De igual manera, Salimnia y Brown (2005), comparan el rendimiento del método de
difusion en agar con el disco de cefoxitin y con el disco de 1 pg de oxacilina y métodos
automatizados para determinar la CIM, encontrando que los métodos de CIM tenian una
confiabilidad del 99,7 %, al igual que el método de difusion con cefoxitin para la
deteccion de S. aureus con resistencia a la meticilina, resultados ligeramente superiores al

método de difusién con el disco de 1 pg de oxacilina que arrojé6 un 93,3% de

confiabilidad.
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» Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

a.- Prueba de dilucién en agar: Los ensayos para determinar la susceptibilidad son
basados solo en la presencia o ausencia de un halo de inhibicion pero no son suficientes
para la deteccion adecuada de cepas SARM. Para obtener resultados confiables es
recomendable determinar la CIM mediante ensayos de dilucion en agar (CLSI, 2005).
La prueba se fundamenta en la siembra de una/suspensién estandarizada de bacterias
ajustada al patrén 0,5 de McFarland, sobre la superficie de una serie de placas de agar,
cada una de las cuales contiene una concentracion diferente del antibi6tico, que abarca
los limites terapéuticos de la droga. Generalmente se utilizan diluciones que van desde

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

Para mejorar el rendimiento, el CLSI en el 2005 recomienda una incubacion de 48
horas de este tipo de cepas, sefialando que este método tiene hasta 100% de
especificidad y 95% de sensibilidad tanto para cepas de S. awureus como para
Staphylococcus coagulasa negativo (Chambers, 2001). Kohner y col. (1999), utilizaron
aislados de SARM vy de Staphylococcus coagulasa negativo como controles, para
evaluar las pruebas de dilucién en agar, difusion en disco y deteccion de gen mecA por
PCR, logrando un 97,6% de especificidad en los ensayos por dilucién, siempre y
cuando se suplemente el agar Miueller Hinton y el caldo con 2% de NaCl, y se utilice
una temperatura que oscile entre los 30 °C a 35 °C por un periodo de incubacién mayor

a las 48 horas.
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» Meétodo Inmunologico: Deteccion de la proteina modificada PBP,A.

Cepas SARM se caracterizan por la produccion de una proteina de baja afinidad a la
penicilina denominada PBP,A, esta proteina enlazante modificada es codificada por el
gen mecA, que ademas le confiere a estas cepas las resistencia a todos los antibiéticos B~
lactamicos. Esta proteina posee una membrana que puede ser removida sin afectar la

union de tipo cinética con el anillo B lactamico (Maltezou y Gramarellou, 2006).

La proteina PBP,A se puede detectar mediante la utilizacion de una técnica de
aglutinacion con particulas de latex. Esta técnica se utiliza generalmente, como prueba
de rutina en muchos laboratorios, pero se sugiere que se corroboren los resultados
mediante PCR para la deteccion del gen mecA (Griethuysen y col. 1999; Van Leeuwen

y col. 1999).
» Deteccion por PCR del gen mecA:

Esta técnica se ha definido como la amplificacion directa de un gen o fragmento de
ADN o indirecta de un ARN, presentes en mezclas de muy diferentes fuentes, sin

necesidad de una purificacion previa de la muestra original (Luque y Herraez, 2001).

El principio del método se basa en la aplicacion de ciclos, y cada ciclo consta de tres
etapas: 1) Desnaturalizacién del ADN, 2) Hibridacion especifica de la hebra sencilla
con un oligonucledtido, también se denomina etapa del templado, y 3) Etapa de

elongacion, que es la replicacién de la hebra sencilla por una ADN polimerasa a partir
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de un oligonucledtido anterior que actiia como cebador. Es la etapa de amplificacion
propiamente dicha (72 °C-75 °C) de 1 a 3 minutos, en la que la ADN polimerasa
termoestable elonga los cebadores empleados como moldes de ambas hebras originales.

La replicacién ocurre en direccion 5” a 3’ empleando 4dNTPS (Herveg y Barcia, 2004).

La rapida identificacion de cepas SARM en la actualidad se basa en la PCR, ya que
este tipo de técnica permite la toma de decisiones rapidas, y a su vez, un efectivo y
adecuado tratamiento (Jonas y col. 2002). Muchos autores han resefiado en sus trabajos
el uso de técnicas basadas en variantes de la PCR, en primer lugar, en la década de los
90 se empez6 a usar la PCR simple para el diagnostico de cepas SARM,

especificamente la identificacion del gen mecA (Fluit y col. 2001).

Kohner y col. en 1999 evaluaron la susceptibilidad a la oxacilina mediante tres métodos
previos a la utilizacion de la PCR, como el método de difusion en disco utilizando
taxos de oxacilina de 1 pug y agar Mueller Hinton suplementado con 6 pg 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 vy la sensibilidad a la oxacilina, en agar
Miieller Hinton suplementado con cloruro de sodio, y encontraron una correlacion 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 aglutinacion.
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Otra variante utilizada para la deteccion de cepas SARM es la PCR doble o diplex, que
se basa en la deteccion de dos tipos de genes relacionados con la resistencia a
meticilina/oxacilina, en el comun de los casos se encuentran el gen mecA y los genes
Jfem y sus subtipos. Towner y col. en el afio 1998, desarrollaron y evaluaron un PCR
para la rapida deteccion 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 disefié la PCR triple, lo cual es una variante de la
PCR original o simple pero que utiliza tres primers especificos para cada gen, entre los
cuales estan el mecA, el fem B y la fraccion 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, ademas, se detect6 el gen de la nucleasa
termoestable o nuc. Las muestras fueron comparadas con especies ATCC de SARM y

ATCC de Staphylococcus coagulasa negativo como cepas controles.

Por ser la PCR el método estandar de oro “Gold Standard’ para la identificacion de
SARM, algunos investigadores actualmente buscan la presencia de otros genes y
fracciones cromosomales, que indiquen, ademas 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 antibioticos 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 mayoria de las cepas estudiadas poseian 3 o 4 genes, confiriéndoles resistencia a

estas dos clases de antimicrobianos.
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2.5.- Alternativas terapéuticas utilizadas para SARM

El tratamiento de portadores o personas colonizadas por SARM consiste en la aplicacion
por via tdpica de mupirocina, complementando con el adecuado lavado con antisépticos.
Este antimicrobiano suele administrarse durante varios dias. En los casos de portadores de
cepas SARM resistentes a mupirocina, existe la( altemaﬁva de bacitracina, utilizado

también por via topica (Zelaya y col. 2001).

Debido a la resistencia que presentan las cepas SARM a la mayoria de los antibidticos
usados en el tratamiento de las infecciones, como los B-lactamicos, macrélidos y
aminoglucosidos, la vancomicina continua siendo la droga de eleccion para el tratamiento
de SARM multirresistente. Otro antibidtico utilizado en la actualidad es la teicoplamina,
glucopéptido muy semejante a la vancomicina, que tiene un mecanismo de acciéon y un
espectro de accion amplio, A diferencia de la vancomicina, este antibidtico se puede
administrar por via 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 Sanchez, 1998). Por otra parte, a partir del afio 2003, se han
prescrito nuevos antibioticos para el adecuado tratamiento de especies SARM, como las

oxazolidonas con su representante, el linezolid, 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 varia 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 Auténomo Hospital Universitario de los Andes, mediante un barrido

microbiologico realizado en Julio del 2003 (IAHULA).

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 Especificos:

1. Evaluar la sensibilidad y especificidad del Medio Manitol Salado con oxacilina en
relacion con el método de difusion en agar con disco de 1ug/mL de oxacilina para

la deteccion de cepas SARM.

2. Evaluar la sensibilidad y especificidad del Medio Manitol Salado con oxacilina en
relacion con la utilizacion del disco de cefoxitin de 30pug/mlL., para la deteccion de

cepas SARM.

3. Determinar la presencia de la proteina de union PBP,A en cepas SARM, mediante
un método de aglutinacion con particulas de latex y comparar la sensibilidad y

especificidad con el Medio Manitol Salado con oxacilina
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4. Determinar los perfiles de resistencia de cepas SARM por el método de difusion en

disco Kirby-Batier.

5. Determinar la Concentracion inhibitoria minima (CIM) por diluciéon en agar de

diferentes agentes antimicrobianos (CIMyy y CIMs) ante cepas SARM.,

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

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

Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM) es un importante patégeno
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.
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5.- MATERIALES Y METODOS
5.1.- Poblacion y Muestra:

Se estudiaron muestras provenientes de manos y fosas nasales del personal que labora
en la UARN del IJAHULA conformado por: 2 médicos especialistas, 4 médicos
residentes de 3° afio, 2 médicos residentes de i° afio, 1 médico residente de 1° afio, 20
enfermeras, 4 estudiantes de medicina, 1 técnico en esterilizacion y 4 camareras. Dicha
actividad se realizé en Julio del 2003, cuando el jefe de la unidad informé 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 realizo en la Unidad de Alto Riesgo Neonatal

(UARN) del IAHULA, en los turnos mafiana, tarde y noche.
El estudio Microbioldgico se realizd en el Laboratorio de Bacteriologia Anaerdbica

“Dr. Roberto Gabaldon”, adscrito al Departamento de Microbiologia y Parasitologia de

la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de los Andes.
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La extraccion de ADN plasmidico se llevd a cabo en el laboratorio de Genética y
Quimica Celular “GeQuimCel” adscrito al Departamento de Biologia de la Facultad de

Ciencias de la Universidad de los Andes.
5.3.- Estudio Microbiologico

» Deteccion de portadores de Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina en el

personal que labora en la UARN del IAHULA.

Para la deteccion de portadores de SARM en el personal de salud, se procedi6 a la toma
de muestra de fosas nasales y manos de acuerdo al procedimiento descrito en Isemberg
(1992). Utilizando un hisopo estéril humedecido con solucion fisiologica estéril, se
procedié a tomar muestra de cada una de las fosas nasales por separado, y se inoculé en
agar manitol salado (Hi-Media) y en agar manitol salado suplementado con 6 pg/mL
de oxacilina y 4% de NéCl (Jayaretne y Rutherford 1999). Posteriormente se incubaron
las placas a 35°C durante 72 horas. La muestra de las manos se tomo de los dedos
pulgar, indice y medio por el método de impronta en placas RODAC conteniendo agar
manitol salado (Hi-Media) y agar manitol salado con 6ug/ml de oxacilina. Todas las
placas se incubaron a 35°C durante 72 horas (Marshéll, 1992), este procedimiento se

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

a lo descrito en Koneman, (1999).

» Pruebas para determinar la susceptibilidad antimicrobiana;

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

susceptibilidad a los siguientes antimicrobianos: gentamicina 10 ug, eritromicina 15 ug
cloranfenicol 30 pg, tobramicina 10 pg, kanamicina 30 pg, amikacina 30 pg,
vancomicina 30 pg, estreptomicina 10ug, trimetropin suifametoxasol 23,75 pg y 1,25
ug, clindamicina 2 pg y rifampicina 5pg, mediante el método de difusion en disco
Kirby-Bauer. Los antibidticos utilizados provenian de la casa comercial Difco. La
susceptibilidad a la oxacilina se corrobord utilizando el disco de oxacilina de 1 pg
(Difco) y Agar Miieller-Hinton (Hi-Media) con 2% de NaCl. Las placas se incubaron a
35 °C entre 18-24 horas para oxacilina y 37 °C para el resto de antimicrobianos

(NCCLS, 2003) (Esquema 2)

b.- Método de dilucion en agar: La concentracion inhibitoria minima (CIM) de

oxacilina, eritromicina, gentamicina, tobramicina, amikacina y kanamicina, ante las
cepas de SARM, se determiné segun 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 empled agar

Miieller Hinton (Hi-Media) suplementado con 2% de NaCl para la CIM de oxacilina y
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agar Miieller Hinton (Hi-Media) sin suplemento para la CIM de aminoglucdsidos y
eritromicina. Las placas se incubaron para CIM de oxacilina a 35 °C entre 24 a 48

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

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

le corrobord la resistencia a la meticilina empleando el disco de cefoxitin de 30 pg/mL,
del Laboratorio Becton Dickinson, segun el procedimiento descrito en CLSI, 2005. Se

empleo agar Miieller Hinton (Hi-Media) (Esquema 5).

d.- Deteccion de la proteina de union PBP,A: A todas las cepas SARM se les determind

la presencia de la PBP;A, mediante un kit comercial denominado MRSA-Screen, de

acuerdo a las especificaciones sefialadas por la casa comercial Denka Seiken Co., Ltd.
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Muestra del paciente
( Secr. nasal, mano, etc.)
Siembra directa
Agar manitol salado con 4% de NaCl v 6 pg/mL de oxacilina

Incubacién en estufa 35°C por 72 horas

Crecimiento: Presencia de cepas heterorresistentes

Siembra en medios: Tripticasa soya, BHI, manitol salado

Pruebas de identificaciéon
Catalasa

Coagulasa

Coloracién de Gram

Proteina A

Pruebas de sensibilidad

Fuente: Mir y col. 1998

Esquema 1. Método de cribado para determinar resistencia de cepas de SARM
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Cepa de S. aureus

1

Suspensién bacteriana equivalente al patrén de 0,5
McFarland

Para otros agentes
antimicrobianos Agar MH 2% HaQl i
\ ' \ | Para oxacilina

Secar el in6culo a temperatura

ambiente
G,E,Cd.C,T.R. o | ok TN
. Ts. Va. K Ak.Es ' Colocar disco del antimicrobiano ox ny
Preincubacion

Temperatura de 4 °C x 10 minutos

Incubar en estufa a 37 °C (24 horas) Incubar en estufa a 37 °C (24-48
para otros agentes antimicrobianos horas) para oxacilina

Lectura de los halos de inhibicién

Sensible Resistente

Cepas controles S. aureus ATCC 25923

Ox:oxacilina,G : gentamicina, E : eritromicina.

Cd : Clindamicina,C: cloranfenicol, Ts: trimetoprin.sulfa,

K: kanamicina,Ak: amikacina, V: vancomicina, R: Rifampicina Fuente: CLSI, 2005
Es: Estreptomicina, MH: Agar Mueller Hinton

Esquema 2. Susceptibilidad a la oxacilina y a otros agentes antimicrobianos por el Método
Kirby Baiier
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Agar Mueller Hinton con 2% de NaCl

Diluciones de oxacilina 0,5-1028 pg/mL

Cepas SARM vy control
Suspension 0,5 MacFarland
Dilucion 1:10

Inocular 10pL de la suspension en
Placas de Agar Mueller Hinton + Diluciones de oxacilina

0 &= T—=

Incubar a 35 °C por 24-48 horas

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

Esquema 3: Concentracion inhibitoria minima (CIM) a la oxacilina ante cepas SARM
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Agar Miieller Hinton

e —

1 - 1024(pg/mL) gentamicina
0.25 - 1024 (pg/mL) eritromicina
0.25- 150 (ug/mL) kanamicina
4- 256 (ug/mL) amikacina

0.5 — 64 (ng/mL) tobramicina

Cepas SARM,SASM y controles
Suspensién 0,5 MacFarland
Dilucion 1:10

Inocular 10pL de la suspension en
Placas de Agar Mueller Hinton + Diluciones del antimicrobiano

) &= T—=

Incubar a 37 °C por 18 - 24 horas

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

Esquema 4: Concentracion inhibitoria minima (CIM) de diferentes agentes
antimicrobianos ante cepas de S. aureus resistentes y sensibles a oxacilina
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Cepas SARM

Suspension al 0,5 MacFarland

Agar Miieller- Hinton

Disco
. cefoxitin '

Incubacion a 35 °C 18-24 horas

Cefoxitin:
S:>20 mm
Lectura ¢ interpretacién de los halos de inhibicién R:< 19 mm

Cepa control: S. aureus ATCC25923
Fuente: CLSI, 2005

Esquema 5: Determinacion de la susceptibilidad al disco de cefoxitin de 30 pg/mL en
cepas SARM
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5.4.-Estudio Plasmidico

El anélisis plasmidico se llevé a cabo en cepas SARM y cepas SASM resistentes a
gentamicina, seleccionadas de acuerdo a los valores de la concentracion inhibitoria
minima. Se realiz6 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

metodologia se utilizaron las siguientes soluciories:

Solucion I:
Buffer TEG: 25 MmTris, 10mM de EDTA, 50 mM de glucosa, pH 8.0 (Las soluciones
concentradas pueden tener las siguientes concentraciones : Tris 1M pH 8.0, EDTA

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

Solucién IT:
200 mM de NaOH

1% de Duodecil Sulfato de Sodio (SDS).

Solucién IT:

Preparar una solucion de AcOH/AcOK pH 5.2 como se describen a continuacion:
Preparar una solucién madre de acetato de potasio 5M (294.4 g en agua destilada,
llevar a un volumen final de 600 mL). Mezclar 300 mL de Acetato de Potasio SM, 60
mL de Acido acético glacial y 140 mL de agua destilada. El pH de la solucién final

debe ser de 52 a 56. Autoclavar y guardar a temperatura ambiente.
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Caldo LB: Crecimiento de cepas

Transferir 1.5 mL a tubo de
microcentrifuga

Centrifugar por 2 minutos

Remover por aspiracion

Resuspender en sol 1 fria:
Afiadir RNAasa
Ariadir lisostafina o lisosima

Incubar a 37 °C por 1 hora

Afiadir soluc. I preparada
al momento (fresca)

Colocar en hielo 10 minutos

Centrifugar por 20 minutos

Transferir 700 pl de sobrenadante

Afiadir un volumen de alcohol-isoamilico
fenol-cloroformo

Repetir el paso anterior

Afiadir 0.8 volumenes de isopropanol
y precipitar el ADN plasmidico por
30 mina -20°C

Centrifugar por 10 minutos

Adicionar de 20 a 50 pl de buffer TAE

Carga del gel de agarosa al 0,8%

Electroforesis 80V por | hora

Esquema 6: Extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina

Fuente:Samburook y Maniatic, 1992



5.5.- Diserio de Andlisis

En este trabajo de investigacion, descriptivo de tipo transversal, para el procesamiento de
los datos contenidos en las planillas del PIN y las respectivas muestras, se disefié una base
de datos en el conocido programa informativo Excel. A la informacion que genero la base
de datos se le aplicd un anlisis descriptivo por medio de tablas y graficos, empleando el

programa del paquete estadistico SPSS version 10.0’en espafiol.

Los calculos para especificidad y sensibilidad se realizaron segun lo descrito por Soloaga y
col. (2004), de la siguiente manera:

» Calculo de la Sensibilidad: Se realizo dividiendo el nimero 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.

» Calculo de la Especificidad: Se dividio el mimero 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 HUL.A, en los turnos mafiana, tarde y
noche, el 39,47% (15/38) fue portador de cepas SARM, utilizando el método de cribado
con manitol salado suplementado con 6 pg/mL de oxacilina. El 31,58% (12/38) del
personal fue portador nasal de SARM y se observé la mayor frecuencia en el personal de
enfermeria con un 58,33% (7/12), seguido de camareras con un 25% (3/12). El 7,9% del
personal muestreado presenté cepas SARM en manos, encontrandose sélo en 15% (3/20)

del personal de enfermeria.

En la tabla 3 se aprecia que el mayor porcentaje de portadores de SARM (en fosas nasales y
manos) se encontro 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
determiné 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 logro establecer 8 perfiles de resistencia (Tabla 5), observandose que el mayor
nimero de cepas SARM se ubicaron en el perfil II (gentamicina® eritromicina®

kanamicina®)y perfil IIT (gentamicina® eritromicina® kanamicina® tobramicina®).

El 100% de las cepas SARM mostré altos niveles de resistencia a la oxacilina
(CIMgo=128ug/ml) (Tabla 6 ). El 46,6% de estas cepas, mostraron ademas, elevados

niveles de resistencia a los macrélidos (CIMsp=64pug/mLde eritromicina). Asi mismo, estas
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cepas presentaron resistencia a los aminoglucosidos, el 66,6% (CIMyy=256pg/mL) y 33,3%

(CIMgo=128ug/mL) de las cepas estudiadas mostraron resistencia a la gentamicina y

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

nasales como de manos.

Tabla 3: Portadores totales de SARM en fosas nasales y manos segun la ocupacion.

Ocupacion Ne° Portadores de SARM %
Enfermeras 20 9 60
Meédicos 3 20
Camareras 3 20
Estudiantes de 4 - -
Medicina
Técnico en 1 - -
Esterilizacion
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 difusion en disco (Kirby Baiier)

Antibiético N° de cepas %
Bremcina e 55
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 0 0
Gindamicina 5 o
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Tabla 5: Perfiles de resistencia de cepas SARM aisladas en fosas nasales y manos del
personal que labora en la UARN del TAHULA- Julio 2003 (Kirby-Baiier).

Perfiles de resistencia N° de cepas %
1 oxacilina®eritromicina® 1 666
H oxacilina® gentamicina® eritromicina® 3 20
kanamicina®
III oxacilina® gentamicina® eritromicina® 3 20
kanamicina®
Tobramicina®
IV oxacilina® gentamicina® eritromicina® 1 6,66
kanamicina®
cloranfenicol®™ tobramicina® rifampicina®
trimetropin-sulfa®
V oxacilina® gentamicina® kanamicina® 1 6,66
tobramicina® rifampicina® trimetropin-sulfa®
VI oxacilina® eritromicina® kanamicina® 1 6,66
VI oxacilina® kanamicina® 1 6,66
VI oxacilina” 4 26,66
Total de cepas evaluadas 15 100
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Tabla 6: Concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de varios agentes antimicrobianos

ante cepas SARM
__Antibidtico CIMS0 (ug/mL) CIM90 (ug/mL) % de Resistencia
Oxacilina - 128 100
Gentamicina 16 - 256 66,6
Tobramicina 32 64 60
Kanamicina 12 >400 53,3
Eritromicina 1 64 46,6
Amikacina 16 128 33,3

Oxacilina : R>4ug/ml, S<Qug/ml
Eritromicina: R>8ug/m!, $<0,5 ug/mi}
Gentamicina: R>8ug/ml, 8<2 ug/ml
Tobramicina: R>8 ug/ml, $<4 ug/mi
Kanamicina: R>25 ug/ml, S<6 ug/ml
Amikacina: R>32 ug/ml, S<16 ug/ml
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Se realizaron cilculos de sensibilidad y especificidad para evaluar el rendimiento de los
métodos utilizados en este estudio para la deteccion de cepas SARM, observandose que el
al comparar la técnica de Kirby Baiier con 1 pg/mL de oxacilina con el método de cribado
se obtuvo una sensibilidad y especificidad del 100%. De igual manera al realizar la
comparacion de la técnica Kirby Baiier con el disco de cefoxitin y la deteccion de la
PBP;A, 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 deteccion de SARM

en comparacion con el método de cribado

Técnica para deteccion de Sensibilidad (%) Especificidad (%)
SARM
Kirby Bauer con disco de 1 100 100
pg/mL
Kirby Bauer con disco de 93,3 100

cefoxitin 30 pg

Deteccion de la PBP,A 93,3 100
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El analisis plasmidico revel6 que de 28 cepas SARG, 7 (25%) mostraron la presencia de
formas plasmidicas al realizar su extraccion mediante el método de lisis alcalina. Cinco de
estas cepas, procedian de portadores nasales y dos de portadores de mano (Tabla 8). Se
puede inferir que estas formas plasmidicas 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 Lamda/Hind III) (Figura 2)

En cuanto a las cepas caracterizadas en estudios previos, también se observan formas
plasmidicas con peso molecular similar, estas cepas provenian de portador nasal y
neonatos, que se encontraban en la UARN entre los afios de 1998 al 2002 (Figura 2) (Tabla

9.

Cabe destacar, que 5 de las 7 (71,42%) de las cepas SARG aisladas de la UARN en el 2003
donde se observaron formas plasmidicas, la CIM de gentamicina fue superior o igual a 256
ug/mL (Figura 3). Resultados similares encontramos en las cepas utilizadas como controles
provenientes de los barridos realizados desde 1998 al 2002 en la mencionada area, de las

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

ug/mL (Figura 4).



Tabla 8: Caracteristicas de las cepas SARG provenientes del personal de salud de la

UARN (Julio 2003)
Cepa SARG Personal de Portadores . - CIM Plasmido
Salud gentamicina
(ng/mL)*
FND1.1 Médico Fosa nasal 256 +
FNI8.2 Camarera Fosa nasal >256 +
FND19.1 Enfermera Fosa nasal 256 +
FND20.4 Enfermera Fosa nasal 256 +
FNI22.3 Enfermera Fosa nasal 8 +
M34.1 Enfermera Mano 256 +
M36.1 Enfermera Mano >64 +

*CIM gentamicina: R: >8 pg/mL S: <2 pg/mL
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Tabla 9: Caracteristicas de las cepas SARG provenientes de neonatos y personal de salud
de la UARN caracterizadas en estudios previos (1998-2002)

Cepa SARG Aiio UARN  Origendela CIM  Pldsmido
Muestra gentamicina
(ng/mL)*
088 1998 Neonato Sangre 512
428 1998 Neonato Secrecion de 256
herida
quirargica

526-B 1998 Neonato Sangre 256
FNI20.1 2002 Enfermera Fosa Nasal 128

*CIM gentamicina: R: >8 pg/mL S: < 2 pg/mL
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23.1kb

9.4 kb

1 Fago Lamda/Hind 11

2 088

3428

4526-B 1998-2002
5 FNI20.1
6FND 1.1
7 FND8.2
8 FNDI19.1
9 FND20.4
10 FNI22.3
11 M34.3
12 M36.1
13 Gibco 1Kb (marcador de peso molecular)

2003

Figura 2. Formas plasmidicas de cepas SARG provenientes de portadores de fosas nasales
y manos aisladas del personal de la UARN (2003). Cepas barridos anteriores
(afios 1998, 2002).
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Figura 3: Concentracion inhibitoria minima (CIM) de gentamicina ante cepas SARG con

formas plasmidicas aisladas del personal de la UARN (2003)
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Figura 4: Concentracion inhibitoria minima (CIM) de gentamicina ante cepas SARG con
formas plasmidicas aisladas de neonatos y portador de la UARN (periodo 1998-2002).
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7.- DISCUSION

S. aureus es un patégeno notablemente versatil, capaz de producir una variedad de
infecciones mucho mas amplia que la mayoria de las bacterias (Junco y col. 2000). En
Venezuela, desde principios de los afios 80, las cepas de S. auwreus resistente a
oxacilina/meticilina, se han visto relacionadas a la prgducci()n de diferentes infecciones de
_ origen nosocomial, tales como las infecciones de biel y tejidos blandos, principalmente, en
areas 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 areas 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 area de Neonatologia, 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
comparacion al encontrado en el afio 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, Hernandez y col. realizan una investigacion para detectar cepas SARM en fosas
nasales de nifios cubanos, encontrando que el 0,35% de los nifios sanos y el 2% de los nifios
hospitalizados, eran portadores nasales de cepas SARM, utilizando el medio OMSA
(Oxacilina Manitol Sal Agar) para deteccion de SARM, valores inferiores comparados con

este estudio. Ademas, estudiando los indices de resistencia por el método de difusion en
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disco Kirby Baiier, las cepas aisladas en ambos grupos de estudio, también mostraron altos
niveles de resistencia a antibiGticos, 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 Concentracion inhibitoria minima (CIM).

La via mas frecuente de transmision 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 actiia 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 investigacion, 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 diseminacidon dentro del area
hospitalaria estudiada en la presente investigacion, aunado al hecho de que estas cepas son

multirresistentes.

En el servicio de Microbiologia de la Universidad de Monash en Australia, cepas de S.
aureus, procedentes de diferentes muestras clinicas, exhiben resistencia a los
aminoglucosidos, representado por el patron gentamicina, tobramicina y kanamicina,
resultado similar al encontrado en esta investigacion cuando se realizaron los perfiles de
resistencia por el método de Kirby-Batier, confirmado luego por la CIM, mediante el cual

el 20% de las cepas presentaron un patréon de resistencia similar. Esta resistencia se ha
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asociado con la presencia del transposon 7n4001, el cual estd compuesto por 2 copias
invertidas de secuencias de insercion de 1,3 Kb, y pertenecen al grupo pSK/ de plasmidos
multirresistentes; ademas, estos plasmidos 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 aminoglucésigios en cepas SARM, provenientes de
diferentes hospitales de Japon, observaron en 61,67% (235/381) de los aislados, valores de
CIM superiores a 8 ug/ml para gentamicina y para tobramicina niveles superiores a 128
pg/mL, 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

(CIMyo =256 pug/mL) y el 60% a la tobramicina (CIMg, = 64 ng/mlL).

En el afio 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 pg/mL 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 pg/ml oxacilina, se les realizé6 CIM ante oxacilina, encontrando
que el 100% (CIMgp= 128 png/ml) eran realmente cepas SARM, los autores anteriormente
sefialados sugieren, que cuando se realiza un barrido para la basqueda de este tipo de cepas
utilizando este medio de cultivo, es necesario que éste sea respaldado por estudios de

antibiotipia y biologia molecular (PCR).
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En la investigacion de la colonizacion por SARM, la rapida deteccion 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 Batier
utilizando el disco de 1 pg/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 realiz6 el método de difusién Kirby
Baiier con el disco de 1 pug/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 deteccion del gen mecA

El método de difusién en disco con cefoxitin de 30 pg/mL, es actualmente el mejor
indicador para la deteccion de la resistencia a la oxacilina en cepas de S. aureus,
recomendada por el NCCLS (actualmente CLSI), en el 2003. Smyth y Kahlmeter (2005),
sefialan, que empleando disco se lograron identificar un 96,6% de cepas SARM, mecA
positivas por PCR, indicando que la utilizacion dé esta técnica es mas especifica y rapida, a
diferencia del uso de medios suplementados con oxacilina. En el presente estudio se logr
demostrar un 93% de sensibilidad y 100% de especificidad, cuando se empled el disco de.

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

A partir de la década de los 90, en distintos laboratorios microbioldgicos de rutina, se
realiza la deteccion de la proteina enlazante PBP,A mediante un método de aglutinacion
con particulas de latex denominado MRSA-Screen. En el presente trabajo, se realizo la
comparacion 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 deteccién de la PBP,A
con el método de cribado arrojando un 93,6% de sensibilidad, respectivamente, porcentajes
similares a los obtenidos en la presente investigacion. Cabe destacar, que la deteccion por
aglutinacion de particulas de latex de la PBP,A,, 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 investigacion se lograron observar formas plasmidicas en cepas SARG en un
25% de los portadores de fosas nasales y manos. Estos plasmidos aproximadamente poseen
23 kb, al igual que los plasmidos extraidos de las cepas utilizadas como controles,
pertenecientes a neonatos y portador nasal de barridos realizados en el periodo 1997-2002.
El tamafio de los plasmidos relacionados con la resistencia a los aminoglucocidos oscila
entre 25 Kb a S0Kb, ademas estas formas plasmidicas en su mayoria pertenecen a la
familia PSK y PGO, y estan relacionados con la resistencia a gentamicina, trimetoprin y

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

En bacterias gram positivas, se presenta la limitacion, como en el caso de S. aureus, que
para poder aislar y observar adecuadamente bandas de ADN plasmidico es necesario que la

concentracion de ADN sea igual o superior a 1 pg/mL (Samburook y Maniatic, 1987).

Carrol y col. (1989), sefialan en su estudio sobre plasmidos asociados con la resistencia a la
gentamicina, que en la mayoria de las cepas de S. aureus resistentes a este antimicrobiano,
expresaban niveles de CIM de gentamicina elevadas, con un promedio de 120 pg/mL.

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

los portadores nasales, de manos y en la mayoria 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 enfermeria. Cepas SARM con un similar patron
plasmidico, circulan en la mencionada area desde los primeros barridos realizadqs en la
mencionada unidad desde el afio 1998 hasta la presente fecha. Este importante hallazgo
sugiere que dicho personal de salud actia como fuente de diseminacién de SARM de
personal a neonato, de manera similar a lo encontrado en estudios realizados previamente

en la mencionada area (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 pg/mL de oxacilina

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

enfermeras con un 60%.

» Mediante la técnica de difusién en disco Kirby Baiier, las cepas SARM evaluadas
mostraron resistencia a eritromicina y kanamicina (52.9% cada uno) , seguido de la
gentamicina con un 47%, siendo el perfil II (gentamicina, eritromicina,

kanamicina), el mas frecuentemente encontrado.

> El 100% de las cepas SARM mostraron altos niveles de resistencia a oxacilina
(CIMge=128 pg/mlL), ademas, la mayoria de estas cepas mostraron altos niveles de

resistencia a macrélidos (CIMgy=64 pg/ml) y aminoglucosidos (CIMy=256

pg/mL).
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» Se obtuvieron valores de sensibilidad y especificidad elevados al comparar la
técnica de difusion Kirby Baiier utilizando el disco de 1pg/mlL de oxacilina, disco
de cefoxitin de 30 pg/mL y la deteccion de la proteina modificada PBP,A con la

técnica de cribado con manitol salado suplementado con oxacilina.

> Al realizar el anélisis plasmidico se pudo observar que €l 25% de las cepas SARG
analizadas mostraron, formas plasmidicas de aproximadamente 23Kb, estas cepas
ademas presentaban en su mayoria, una CIM mayor o igual a 256 pg/mlL. Asi
mismo se pudo demostrar que el 100% de las cepas SARG, también eran resistentes

a meticilina.

> Del analisis plasmidico de las cepas SARG, se infiere que el personal de salud que
labora en la UARN puede haber actuado como reservorio y fuente de transmision

de este tipo de cepas a los neonatos.

» El personal de salud de la UARN del IAHULA, principalmente las enfermeras,

permanece como principal reservorio de cepas SARM multirresistente.
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9.- RECOMENDACIONES

> Realizar en forma permanente barridos microbiologicos para la deteccion de
SARM, en la UARN y en otra areas de hospitalizacion del TAHULA, en el
momento en que se reporte un incremento en la frecuencia de dicho

microorganismo.

» Realizar la tipificacion de las cepas SARM que se aislen de todo el personal de
salud, que pertenezcan a diferentes areas intrahospitalarias mediante analisis de

ADN plasmidico, y otras técnicas moleculares, como la PCR.

» Seguir utilizando el medio de cribado con manitol salado suplementado con 6
pg/mL de oxacilina, para barridos microbiol6gicos 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.

» Eldisco de 1 ug/mL de oxacilina es Gtil para la evaluacion de la susceptibilidad a la
meticilina en cualquiera de los laboratorios microbiologicos, siempre y cuando se

cuiden las condiciones de incubacién y preparacion 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 actiie como reservorio de este

tipo de cepas.
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