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Capitulo 1

1.1 Introduccion

Las infecciones ocasionadas por cepas de Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina
(SARM), son un problema de salud publica importante en todo el mundo, produciendo
infecciones como osteomielitis, endocarditis invasora, artritis séptica y septicemia, siendo
un namero pequefio de clonas las responsables de las infecciones estafilococicas. El
problema mayor se presenta sobre todo en los hospitales, debido al descuido de las técnicas
asépticas, hecho que se agrava por la aparicion de cepas resistentes a los antimicrobianos,
ya que desde la aparicion de los antibidticos, Staphylococcus aureus ha expresado una
excepcional capacidad para producir variantes resistentes [Duerden BIl, 1993; Heymann

DL, 2005; Velasquez Meza ME, 2005].

El tratamiento farmacoldgico utilizado para contrarrestar las infecciones causadas por
Staphylococcus aureus es variado, a nivel hospitalario encontramos: penicilinas resistentes
a betalactamasas, tetraciclinas, aminoglucdsidos, eritromicina y vancomicina. Entre las
penicilinas resistentes a las betalactamasas se encuentran la meticilina, oxacilina,
cloxacilina, dicloxacilina y fluctoxacilina [Brooks Geo F, 2002; Katzung BG, 2002]

SARM se describié por primera vez en 1961 en Inglaterra, dos afios después de la
introduccion de la meticilina, desde entonces la prevalencia ha ido aumentando. La
distribucion geografica de SARM es muy variable, de tal forma que en Hong Kong ha
llegado a suponer mas del 50% de los aislamientos, mientras que en paises del norte de

Europa el porcentaje de SARM es menor que en los paises del sur [Grundmann H, 2006].



Durante el afio 2006 y 2007, Hajo Grundmann y col. llevaron a cabo en Europa una
investigacion que incluyd 26 paises del continente. Uno de los objetivos de este estudio fue
colectar aislamientos de pacientes con infeccion invasiva de Staphylococcus aureus,
encontrdndose como resultado un porcentaje total de resistencia del 33.5 % [Grundmann H,

2010].

SARM es ya la principal causa de infeccién nosocomial en América Latina. Con la ayuda
de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y La Agencia de Estados Unidos para
el Desarrollo Internacional (USAID), se cre6 una red de vigilancia epidemioldgica de
SARM en la mayoria de los paises de Latinoamérica. Manuel Guzman Blanco y col.
llevaron a cabo una revision de dicha vigilancia epidemiolégica y reportaron para el afio
2004 una prevalencia de SARM de 80% en Chile y Pert, 59% en Uruguay y 57% en
Colombia, ademas una prevalencia en Centro América de un 64% en Guatemala, 58% en
Costa Rica, 20% en Nicaragua y 12% en Honduras [Buitrago G, 2008; Casellas J, 2006;
Lisboa T, 2007; Loureiro MM, 2002; Otth RL, 2008; Pan American Health Organization,

2004; Ponce de Leon A, 2008; Seas C, 2006].

En Honduras, en el afio de 1977, Carlos Javier Zepeda y col. realizaron un estudio de
susceptibilidad antimicrobiana para conocer el porcentaje de resistencia y sensibilidad de
Staphylococcus aureus a los antibidticos disponibles en esa época; se encontré un
porcentaje de 16.4% de resistencia a la oxacilina. Afios mas adelante, la OPS, en 1993,
reporté en Honduras un porcentaje de Staphylococcus aureus resistentes a penicilina y
oxacilina de un 38 y 37% respectivamente, sin embargo en ambos casos no se incluyeron

datos de resistencia a meticilina, solamente a oxacilina [OPS, 1993; Zepeda CJ, 1978].



Para el afio 2007, Jorge Luis Martinez Lutz y col. llevaron a cabo un estudio en el
Hospital Escuela de Tegucigalpa, donde se aislaron cepas de Staphylococcus aureus de
muestras de pacientes diabéticos. En estas muestras se estudio la sensibilidad bacteriana a
diversos antimicrobianos, y se reportdé como resultado un porcentaje de 42.9% de

resistencia a oxacilina [Martinez JL, 2007].

La falta de evidencia cientifica de la prevalencia de resistencia a meticilina y sus analogos
(oxacilina, cefoxitina, nafcilina) es un tema importante de abordar, ya que las infecciones
causadas por Staphylococcus aureus generan graves problemas de salud, diseminandose
cepas cada vez mas virulentas y multirresistentes, ademas de adquirir resistencia a las
drogas antibacterianas que se encuentran de venta libre.

Los datos que se proporcionan en este estudio, son los porcentajes de resistencia de los
aislamientos de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, oxacilina, cefoxitina y
vancomicina de muestras provenientes de pacientes hospitalizados y de la comunidad desde
octubre del 2010 hasta enero del 2011. De la misma forma, se obtuvieron resultados,
utilizando 2 técnicas fenotipicas de difusion en agar, y se utilizé la prueba de aglutinacion
en latex para la deteccion de la proteina de union a penicilinas “extra” denominada PBP2a,
la cual no es afin a todos los antibidticos betalactamicos, siendo este el principal
mecanismo de resistencia a los betalactdmicos en Staphylococcus aureus, esta proteina es
el resultado de la expresion de un gen denominado mecA. Debido a lo anteriormente
expuesto ambas técnicas fueron correlacionadas. Los resultados obtenidos servirdn como
una linea base para futuras investigaciones y de esta manera contribuir al conocimiento

cientifico en este tema.



1.2. Objetivos

1.2.1 Objetivo general- Caracterizar fenotipicamente la resistencia a drogas
betalactdmicas y deteccion del gen mecA de los aislados de Staphylococcus aureus
obtenidos de pacientes que acudieron al Hospital Escuela y al Instituto Hondurefio de

Seguridad Social en el periodo de octubre del 2010 a enero del 2011.

1.2.1 Objetivos especificos

-Determinar el perfil de susceptibilidad a meticilina, oxacilina, cefoxitina y vancomicina

mediante las pruebas de difusién en agar de Kirby-Bauer.y E-test.

Determinar la proteina de union a penicilinas (PBP2a) en todos los aislamientos de
Staphylococcus aureus obtenidos para este estudio y correlacionar la presencia de la

proteina con el gen mecA.



Capitulo 2: Marco Tedrico

2.1 Morfologia de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus fue descrito por primera vez a finales del siglo XIX por Sir.
Alexander Ogston, quien demostré la importancia del rol del microorganismo en
infecciones supurativas. Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-—positiva, no movil,
anaerobia facultativa, con un diametro entre 0.5 y 1 um, y puede ser distinguido de otros
miembros del género Staphylococcus por tener habilidad para producir coagulasa. El
nombre Staphylococcus viene de la palabra griega staphyle que significa “racimo de uvas”,
esta bacteria esta presente en muestras clinicas y aparece como células aisladas, en pares o

en cadenas cortas (ver figura 1) [Murray P, 2005; Ogston A, 1883].

Figura 1. Tincion de Gram a partir de un cultivo puro, mostrando la presencia de
Staphylococcus aureus dispuestas en pares, cadenas Yy racimos tomado de:
http://faculty.cchcmd.edu/courses/biol41/labmanua/lab15/images/Saureus03_scale.jpg


http://faculty.ccbcmd.edu/courses/bio141/labmanua/lab15/images/Saureus03_scale.jpg

Taxonomia del Staphylococccus aureus disponible en http://7staphylococcus-
aureus.blogspot.com/2007/11/introduccin_9162.html

Categoria taxonomica Clasificacion cientifica
Dominio Bacteria

Reino Prokariote

Division Firmicutes

Clase Bacili

Orden Bacillales

Familia Micrococaceae
Género Staphylococcus
Especie S.aureus

Cerca del 25% de las personas es portador asintomatico de Staphylococcus aureus. Aunque
dicho estado precede a la infeccion con la bacteria, hecho que surge como consecuencia de
la interrupcion de la barrera cutanea o debido a la alteracién de las defensas del hospedador
[Heymann DL, 2005; Papadakis SM, 2009]. Staphylococcus aureus produce infecciones en
piel y tejidos blandos, como ser impétigo, forunculosis y carbuncos, por lo que la bacteria
podria diseminarse a tejidos mas profundos y provocar enfermedades mas graves como son
endocarditis, osteomielitis, neumonia, septicemia y sindrome de piel escaldada, esto
depende de los mecanismos de virulencia y a la produccion de toxinas y enzimas por parte

de esta bacteria [Otten, 2004].


http://7staphylococcus-aureus.blogspot.com/2007/11/introduccin_9162.html
http://7staphylococcus-aureus.blogspot.com/2007/11/introduccin_9162.html

2.2 Virulencia de Staphylococcus aureus

2.2.1 Fisiologia y estructura, componentes de la pared celular.

Peptidoglucano: es el componente basico de la pared celular de Staphylococcus aureus,
estd conformado por capas de cadenas de glucanos construidas con 10 6 12 subunidades

alternantes de acido N-acetil muramico y N-acetil glucosamina.

La capa de péptido glucano en Staphylococcus aureus se compone de numerosas capas

entrecruzadas, lo que confiere una mayor rigidez a la pared celular.

Acidos teicoicos: median la union de Staphylococcus aureus a las superficies mucosas a
través de su union especifica a la fibronectina. Los &cidos teicoicos son polimeros
fosfatados que se unen de manera covalente a residuos de acido N-acetil muramico de la

capa de peptidoglucano a través de una union lipofilica a la membrana citoplasmatica.

Proteina A: presente en la superficie de la mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus,

se une a la capa de peptidoglucano o a la membrana [Murray P, 2005].

Cépsula o capa de
polisacaridos

Capa de peptidoglicanos
Acido teicoico
(polisacérido A

Proteina A

Membrana
citoplésmica

Coagulosa y ofras
profeinas adhesina
de superficie 1

Figura 2. Estructura de la pared celular estafilococica tomado de [Patrick Murray, 2005]



2.3 Toxinas y Enzimas
Los estafilococos pueden producir enfermedad por la capacidad que tienen para propagarse

de modo extenso en los tejidos, mediante la produccion de enzimas y toxinas.

2.3.1 Enzimas

Catalasa: los estafilococos producen catalasa, enzima que tiene la caracteristica de
convertir el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno. Esta enzima puede diferenciar el
género Staphylococcus que son catalasa positivos del género Streptococcus que se

caracterizan por ser catalasa negativos [Brooks Geo F, 2002]

Coagulasa: se encuentra en dos formas; coagulasa ligada y coagulasa libre o extracelular.
Ambas intervienen en la formacion de coagulos, convierten el fibrindgeno en fibrina
facilitando procesos sépticos y permitiendo la formacion de abscesos. La deteccion de
coagulasa libre es la prueba que diferencia Staphylococcus aureus de los demas miembros

de este género.

Hialuronidasa: degrada el acido hialuranico de la matriz del tejido conjuntivo y facilita la

propagacion de la infeccion.

Penicilinasa: es una betalactamasa que inactiva la penicilina mediante la hidrolisis de su

anillo betalactamico.

Otras enzimas: la mayoria de cepas de Staphylococcus aureus sintetizan ademas otras
enzimas como lipasas, proteasas, nucleasas o enzimas que hidrolizan los acidos nucleicos y

estafiloquinasas [Ordés, 2006].



2.3.2 Toxinas estafilocécicas

Muchas de las toxinas estan bajo control genético de plasmidos, algunas pueden estar bajo
control cromosémico y extra cromosomico, y para otras el mecanismo de control genético

no esté bien definido, tenemos por ejemplo:

Hemolisinas: es una proteina heterogénea que puede causar lisis de eritrocitos y dafiar las
plaquetas, se identifican cuatro tipos: Alfa, Beta, Gamma y Delta actuando sobre

determinadas células del hospedero como leucocitos, macrofagos, plaquetas y fibroblastos.

Leucocidina de Panton Valentine: es sintetizada por el 2 a 3% de las cepas, y esta
compuesta por dos subunidades proteicas, la F y S, sintetizadas independientemente, actian

en forma sinérgica sobre las membranas de las células fagociticas.

Las leucocidinas se unen a los fosfolipidos de la membrana de los fagocitos y macréfagos
induciendo la formacion de poros que destruyen la célula al alterar la permeabilidad celular

[Ordas, 2006]

Toxina Exfoliativa: se han identificado dos formas distintas de toxinas exfoliativas,
Toxina Exfoliativa A y Toxina Exfoliativa B (ETA Y ETB), ambas pueden producir
enfermedad. ETA es termoestable y es codificada por un gen cromosémico, mientras que
ETB es termolabil y mediada por un plasmido, el sindrome de la piel escaldada
estafilococica (SPEE) se observa fundamentalmente en nifios pequefios, y rara vez se

describe en nifios mayores o en adultos [Murray P, 2005]

Toxina del sindrome del shock téxico: casi todas las cepas de Staphylococcus aureus

aisladas de los pacientes con sindrome de shock téxico producen una toxina denominada



TSST-1 la cual es un prototipo de superantigeno, induciendo la liberacion de citocinas por

macrofagos y linfocitos T [Geo F. Brooks, 2002; Ordas, 2006].

Enterotoxinas: las enterotoxinas estafilococicas son producidas por cepas muy especificas,
sin embargo una de ellas es capaz de sintetizar m&s de un serotipo de enterotoxinas.
Actualmente se diferencian por su actividad seroldgica no menos de 7 enterotoxinas, que se
designan A, B, C1, C2, C3, D y E. La enterotoxina del serotipo A es la que con mas
frecuencia aparece en los brotes de intoxicacion alimentaria y le siguen en orden
decreciente las de los serotipos C1, B, D y E. La originalmente descrita enterotoxina F ha
sido identificada como la toxina productora del sindrome de shock toxico en mujeres y

ocasionalmente en hombres [Bécquer Lombard A, 1996].

Figura 3. Staphylococcus aureus produciendo Hemdlisis tomado de:
http://fundacionio.org/img/bacteriology/img/Staph_aureus_02.jpg
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3.1 Epidemiologia de las

infecciones causadas por Staphylococcus aureus

3.1.1 Historia natural de las infecciones por SARM

El proceso infeccioso de Staphylococcus aureus se inicia con la exposicion del hospedero

susceptible a la bacteria, encontrandose la bacteria en una concentracion infecciosa (Ver

figura 1). En este proceso ocurren dos periodos: El periodo pre-patogénico donde se refleja

el momento de la interaccion entre bacteria, ambiente y hospedero, seguido del periodo

patogénico en el que el hospedero presenta cambios tisulares hasta llegar a un estado

cronico [OPS, 2002].

ANTES DE LA
ENFERMEDAD

Interaccién de:
AGENTE HUESPED

$RAS 48

AMBIENTE

ESTIMULO

S

PERIODO
PREI’.\;[‘( YGENICO

i CURSO DE LA ENFERMEDAD EN =l
EL HOMBRE
MUERTE
| Defecto o daiio EsTado
| Crénico

HORIZONTE | Signosy
CLINICO | sintomas

Cambios tisulares

¥ |
| R Periodo de latencia
T INTERACCION ESTIMULO S8} HUESPED 88 REACCION DEL HUESPED WS

PERIODO PATOGENICO

i
!
|

i

Fomento | e
' Proteccion
de la | especifica
salud P )

~ Diagnéstico | S
| precoz y | Limitacién Rehabilitacion
tratamiento del dano
inmediato

PREVENCION
PRIMARIA

PREVENCION
TERCIARIA

PREVENCION
SECUNDARIA

NIVELES DE i’lié\’ENCION

Figura 4. Historia natural de la enfermedad. Modelo propuesto por Level y Clark, en el que
se observan 2 periodos; pre-patogénico donde se lleva a cabo la interaccién agente-
ambiente- hospedero; periodo patogenico, comportamiento del individuo una vez realizado

el estimulo [OPS, 2002].
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3.1.2 Cadena Epidemioldgica de las infecciones causadas por Staphylococcus aureus

Para que se produzca un brote nosocomial por SARM es necesario que se establezca la

denominada cadena epidemioldgica de la infeccion.

El proceso infeccioso se origina por contacto directo con el agente etioldgico, en este caso
Staphylococcus aureus. Esta bacteria coloniza especialmente al humano, sin embargo tiene
la capacidad de colonizar e infectar otros animales (mamiferos y aves). Este
microorganismo sale de su reservorio a través de lesiones abiertas de piel, contaminacion
aerea y piel colonizada, por lo que la contaminacion aérea al estornudar, toser o hablar es
considerada como un modo de transmision directa, ademas se les considera a los objetos y
materiales contaminados, como estetoscopios, esfigmomandmetros y catéteres intravenosos
una importante fuente de transmision, es por estas razones que se han considerado ciertas
medidas de control de diseminacion de Staphylococcus aureus en los centros hospitalarios
(ver cuadro 1). Staphylococcus aureus tiene como “puerta de entrada” las heridas
quirargicas, alimentos contaminados y leches sin pasteurizar. Este agente ‘“‘ataca” a
pacientes susceptibles como ser: pacientes en unidad de cuidados intensivos, pacientes
guemados, pacientes con estancia hospitalaria prolongada, traslados frecuentes de un
hospital a otro, tratamientos prolongados con antibidticos y pacientes con enfermedades
subyacentes graves. Los posibles sitios de colonizacion o infeccién pueden ser: nariz,
garganta, perineo, pliegues inguinales, vagina o recto. Con menor frecuencia piel de la
region de los gluteos en pacientes inmovilizados (lesiones superficiales de la piel, ulceras
por decubito o de otra clase, dermatitis); heridas quirdrgicas y quemaduras [OMS, 2004;

OPS, 2002; Pulgarin, 2005; Thompson RL, 1982].
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Cuadro 2. Medidas de control del SARM en los centros hospitalarios, una vez generada la
infeccion por Staphylococcus aureus [Sopena Nieves, 2002].

Deteccion de casos.

Vigilancia diaria de las muestras en el Laboratorio de Microbiologia.

Listados de pacientes conocidos, infectados o colonizados por SARM.
Cultivos de control de los pacientes trasladados de otro centro, con riesgo elevado.

Aislamiento de contacto.

Habitacion individual o compartida con otro paciente con SARM.

Usar guantes al entrar a la habitacion.

Lavarse las manos tras quitarse los guantes.

Usar bata para proteger piel y ropa cuando existe riesgo de contaminacion con fluidos o
secreciones (cura de heridas ,traqueotomia)

Limitar las actividades o exploraciones fuera de la habitacion.

Restringir las visitas.

Medidas adicionales.

Lavado del paciente con jabén de clorhexidina.

Alta temprana al domicilio.

Descolonizacion de pacientes, especialmente durante los brotes.
Estudio de portadores asintomaticos en areas de alto riesgo y en brotes.
Limitar el uso de antibioticos.
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3.2 Epidemiologia de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina a nivel mundial.

Staphylococcus aureus es una de las cuatro causas principales de infecciones hospitalarias
junto con Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa. El interés del
estudio de este microorganismo radica en su elevada frecuencia, su morbi-mortalidad y su
resistencia a diversos farmacos, entre ellos la meticilina, por lo que se ha denominado
mundialmente como SARM, cepas causantes de brotes de infeccidn hospitalaria [Camarena

33, 1999]

Alexander Flemming al momento de descubrir la penicilina en 1928, encontré que dicha
molécula era efectiva en el tratamiento de infecciones causadas por Staphylococcus aureus,
pero ya en 1946 la frecuencia de resistencia del estafilococo por betalactamasas era de 60%
[Echeverria Zarate J, 2003]. Es por esto que se obtuvo en 1959, una molécula antibidtica
que fue llamada meticilina, primera penicilina semisintética, que tenia la propiedad de
evadir la accion de las betalactamasas, desde entonces la meticilina y otras penicilinas
semisintéticas como oxacilina y sus derivados fluorados han sido los antibi6ticos de

eleccion en el tratamiento de estafilococos [Turnidge J, 2008].

Los primeros brotes de SARM fueron documentados en Inglaterra en 1961 y en Dinamarca
en 1962. A mediados de la década de 1960 y al principio de la década del 70, el nimero de
casos de SARM se incrementaron exponencialmente en paises de Europa como Suiza,
Dinamarca y Francia, en cambio paises como Finlandia, Islandia, Noruega y Suecia los
brotes de SARM fueron encontrados esporadicamente. Posteriormente, la incidencia de
SARM declind rapidamente en toda Europa, decayendo aproximadamente de 20% a menos
de 1%, pero un nuevo incremento fue observado en la década de los 80 en Australia, siendo

las responsables 5 clonas diferentes [Robert S, 2008].
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En Ameérica el primer brote de SARM fue reportado en 1968 en la ciudad de Boston,
Estados Unidos Durante la década de los afios 80 y 90 la incidencia de dicho
microorganismo continué aumentando, percatdndose de su significativa virulencia y
resistencia a los antibioticos, lo que obligé al uso de otros farmacos mas potentes como la
vancomicina, frente a la cual comenzd a aparecer resistencia incipiente, fue entonces
cuando en 1996 se aislé en Japon la primera cepa de Staphylococcus aureus con resistencia
intermedia a los glicopéptidos (SAIG) y hasta la fecha se han detectado distintos casos
clinicos causados por SAIV repartidos en diferentes partes del mundo. El Gltimo peldafio de
la escalera de resistencia que presenta Staphylococcus aureus, es en el aislamiento de la
primera cepa con resistencia total a la vancomicina que se aisl6 en Estados Unidos en junio
del 2002, quedando hasta el momento, pocas alternativas terapéuticas [Navascués A., 2004;

Nodarse, 2002].
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Figura 5. Prevalencia de SARM en el mundo. Datos en blanco, datos no disponibles

tomado de [Ordas, 2006, Grudmann 2006].
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3.2.1 Epidemiologia de SARM en Latinoamérica.

A partir del afio 2000, con el apoyo de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y
de la Agencia de Estados Unidos para el Desarrollo Internacional (USAID), se inicié una
red de vigilancia epidemiolégica de SARM, donde se incluyeron a la mayoria de los paises
de Latinoamérica. La informacion de resistencia de SARM en América Latina para el afio

2004 es presentada en el cuadro nimero 3y en la figura nimero 6.

Cuadro 3. Porcentaje de SARM en algunos paises de Latinoamérica en el afio 2004.[Pan
American Health Organization, 2004].

Chile 80
Peru 80
Uruguay 59
Meéxico 52
Colombia 47
Argentina 42
Ecuador 25
Venezuela 25
Guatemala 64
Costa Rica 54
Nicaragua 20
Honduras 12
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Figura 6. Porcentaje de aislamientos de Staphylococcus aureus con resistencia a la
meticilina en paises de Latinoamérica, 2004. Los paises que se encuentran sombreados
representan una incidencia mayor al 50 % de SARM, la presente figura ha sido tomada del
articulo publicado por Manuel Guzmén Blanco y colaboradores, ver las siguientes citas
bibliograficas [Buitrago G, 2008; Casellas J, 2006; Guzman-Blanco M, 2009; Lisboa T,
2007; Loureiro MM, 2002; Otth RL, 2008; Pan American Health Organization, 2004;
Ponce de Leon A, 2008; Seas C, 2006].

3.2.2 Epidemiologia de SARM en Honduras.

En 1977, en Honduras, en el Hospital Materno Infantil, se llevd a cabo un estudio de
susceptibilidad y resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus a los antibi6ticos que
para ese mismo afio estaban incluidos en el cuadro basico de medicamentos, reportandose
los resultados en la cuadro No 3, sin embargo no se reportaron datos de resistencia a

meticilina, solamente a oxacilina y dicloxacilina.
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Cuadro 4. Infecciones por Staphylococcus aureus, Hospital Materno Infantil, Tegucigalpa
D.C, Mayo-Diciembre 1977 [Zepeda CJ, 1978]

Penicilina G 94.0

Oxacilina 16.4
Dicloxacilina 17.7
Kanamicina 14.7

Cotrimoxazol 9.9
Gentamicina 5.0
Cefalosporinas 5.8
Cloranfenicol 13.6
Eritromicina 26.5
Tetraciclinas 27.1
Ampicilina 86.4

Debido al aumento en la incidencia de infecciones causadas por SARM, se ha creado en
Tegucigalpa un programa de vigilancia epidemiolédgica que tiene como objetivo principal
reportar anualmente los porcentajes de Staphylococcus aureus resistentes a los
antimicrobianos que se encuentran dentro del cuadro basico de medicamentos del Hospital
Escuela. Ver resultados en cuadro nimero 5. En el periodo del 2005 al 2008 no se incluyd

meticilina en el cuadro basico de medicamentos.

18



Cuadro 5: Resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus obtenidas en pacientes del
Hospital Escuela Tegucigalpa, Honduras, periodo 2005-2008 [WHONET, 2008].

Penicilina G 94.1 93.2 93.2 96.4 95.6
Oxacilina 11.80 18.1 18.1 15.6 28.9
Ampicilina NA 93.9 93.9 NA NA
Ceftriaxona 0 0 0 0 NA
Cefalotima 0 NA NA NA NA
Ceftazidima 0 NA NA NA NA
Gentamicina 125 19.3 19.3 NA NA
Clindamicina 5.7 10.9 10.9 10.9 20
Eritormicina 28 31.3 31.3 20.6 35
Vancomicina 0 0 0 0 0
TMP/SMX 5.9 15 15 7.3 7
Amikacina NA 100 100 NA NA
Nitrofurantoina NA 0 0 NA NA
Ciprofloxacina NA NA NA 10.6 16
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3.2.3 Staphylococcus aureus resistentes a meticilina en la comunidad.

Durante los ultimos 20 afios las cepas de SARM han emergido como importantes
patégenos, principalmente en infecciones nosocomiales, sin embargo ha habido un
incremento de infecciones por SARM adquiridas en la comunidad (SARM-AC) en
pacientes sin factores de riesgos conocidos, notificandose casos en diferentes paises y areas

geograficas [Torano G, 2001].

La diseminacion de los microorganismos multirresistentes en la comunidad probablemente
ha sido el resultado de la interaccion de muchos factores, de los cuales quizas las causas
mas importantes sean las mutaciones de los genes, el intercambio de informacion genética
entre miembros de la misma especie o entre miembros de diferente especie y la presion

selectiva para sobrevivir en presencia de los antibidticos [Gobernado, 2002].

En la pasada década la epidemiologia de las infecciones estafilococicas cambid
particularmente como consecuencia de dos factores principales: el incremento en el nimero
de pacientes externos con excesivo contacto en centros de salud, y la emergencia de clones
adquiridos en la comunidad de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina por personas
sin algun tipo de contacto con Hospitales o centros de salud, hecho que ha causado

preocupacion entre los profesionales de la salud. [Falcone M, 2008]

El primer reporte publicado de infeccion causada por SARM en la comunidad en América
Latina, fue en Brasil, donde se aislaron y caracterizaron tres cepas de pacientes con
infecciones en la piel y los tejidos. Ademas se reporto un brote por SARM en la comunidad
que afectd a los privados de la libertad y a la gente de comunidades en Montevideo,

Uruguay a comienzos del afio 2002, de la misma forma se han reportado diversos casos de
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SARM adquiridos en la comunidad [Guzman-Blanco M, 2009; Ma XX, 2005; Ribeiro A,

2005].

Existen investigaciones que muestran un incremento en la proporcién de Staphylococcus
aureus en adultos y pacientes pediatricos, quienes no han tenido contacto previo con
instituciones de salud y sufren infecciones debidas a SARM. Los hallazgos de cepas
aisladas de este tipo de personas, fundamentalmente entre nifios no expuestos a los factores
antes mencionados, han originado importantes polémicas, porque difieren sustancialmente
del conocimiento adquirido hasta el momento sobre su comportamiento epidemiolégico y
microbioldgico, tal es el caso del estudio realizado por Gilda Torafio et al. en la ciudad de
la Habana, Cuba. En este estudio demostraron la existencia de portadores nasales de
Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina en nifios cubanos que asisten a circulos
infantiles, hecho que se llevé a cabo durante los meses de Septiembre y Octubre de 1997.
En dicho estudio se tomaron muestras de exudados nasales y faringeos a 358 nifios menores
de 5 afios, obteniéndose como resultado un 18.7% de cepas de Staphylococcus aureus
presentes en el tracto respiratorio superior y el 2.2% de esas cepas eran resistentes a

meticilina [Broseta A, 2005; Torano G, 2001]

En los ultimos afios se ha producido un aumento llamativo de los casos de SARM en
algunas comunidades aborigenes de Estados Unidos, Canada y el oeste de Australia. Estos
casos han sido originados por cepas de SARM que difieren de las cepas nosocomiales,

afectando generalmente a nifios y adultos jovenes sin factores de riesgo.

En otro estudio, realizado en el 2009 por Lozano y col., se caracterizaron

microbiologicamente treinta y un queseras artesanales en el Departamento de Atlantida,
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Honduras, en el estudio demostraron un alto nivel de contaminacion por Staphylococcus
aureus en la leche cruda, con un recuento total de bacterias mayor de 1000 Unidades
Formadoras de Colonias (UFC/ml), hecho que muestra la existencia de pobres condiciones
de salud en el ganado de la zona, asociado con la produccion de mastitis en el mismo, por
lo que podrian producirse brotes por intoxicacion alimentaria en aquellas personas que
consuman productos elaborados con la leche contaminada [Moreno, 2001]. Estos hallazgos
sugieren la aparicion de brotes diarreicos producidos por Staphylococcus aureus presentes
en los alimentos, lo cual seria un tema importante de abordar, por la capacidad que tiene la
bacteria de producir cuadros diarreicos, y la posible resistencia a meticilina que estas cepas

podrian obtener.

Tal es el caso reportado por Mejia et al. donde reportaron un brote de intoxicacién
alimentaria causada por Staphylococcus aureus en una guarderia infantil de Choluteca
Honduras, se produjo una intoxicacion aguda por alimentos, hecho que afectd a 39 personas
de las 43 expuestas, siendo mayormente afectados nifios entre 1 y 9 afios de edad. El
analisis bacterioldgico reporté que los alimentos fueron positivos por Staphylococcus

aureus [Mejia Nufiez MR, 2009]
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4.1 Tratamiento Farmacoldgico contra Staphylococcus aureus
El tratamiento farmacolédgico contra SARM, es variado y depende del cuadro basico de

medicamentos en los hospitales de cada pais.

A pesar que los SARM adquiridos en el medio hospitalario (SARM-HA) pueden responder
unicamente frente a la vancomicina, los SARM-HA también pueden ser sensibles a otros
antibidticos como linezolid y tigeciclina, sin embargo pueden presentar resistencia frente a
la cefalexina, dicloxacilina, eritromicina y quinolonas. Es importante tener en cuenta que se
debe irrigar la herida infectada para que haya éxito en la farmacoterapia. El paciente puede
ser tratado con tetraciclina, doxiciclina, clindamicina, trimetropin-sulfa y meticilina

[Kjonegaard R, 2006].

En el Instituto de Ciencias Médicas de New Delhi India, Gadepalli y col., estudiaron los
patrones de resistencia antimicrobiana de los siguientes antibacterianos: Amikacina,
cloranfenicol, ciprofloxacina, cotrimoxazol, clindamicina, eritromicina, acido fusidico,
mupirocina, netilmicina, quinupristina-dalfopristina, rifampicina, tetraciclina vy
teicoplanina. En este estudio se observo resistencia intermedia a la teicoplanina, hecho de
preocupacion debido a la aparicion de cepas de Staphylococcus aureus medianamente

resistentes a glicopéptidos (GISA) [Gadepalli R, 2009].

Marco Falcone y col. publicaron en su estudio titulado “Serias infecciones debido a SARM,
un desafio en evolucion para los médicos”, nuevos agentes para el tratamiento de

infecciones por SARM (Ver en la cuadro No 6) [Falcone M, 2008]
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Cuadro 6. Nuevos agentes para el tratamiento de infecciones estafilococicas resistentes a

meticilina [Falcone M, 2008]

Linezolid Agente bacteriostatico, actia en la iniciacién del
complejo 70 S ribosomal. Se administra via oral y via
intravenosa. Su biodisponibilidad oral es de 100%. Dosis
en adultos: 600 mg. Cada 12 horas.

Quinupristina/Dalfopristina Derivado de estreptograminas. Agente bacteriostéatico.
Actla inhibiendo la sintesis de proteinas. Dosis en
adultos 7.5 mg/kg de peso por infusion IV cada 8 horas.

Daptomicina Lipopéptido ciclico. Agente bactericida. Se une a la
membrana celular de la bacteria. Dosis en adultos 4-6
mg/kg de peso por infusion intravenosa cada 24 horas.

Tigeciclina Glicilciclina derivado de la tetraciclina, agente
bacteriostatico, con actividad contra un rango general de
bacterias Gram positivas y Gram negativas, es bien
tolerada, no se necesita de ajustar dosis en caso de
disfuncion hepatica o renal, aprobada contra infecciones
de piel y tejidos blandos e infecciones intraabdominales
leves y moderadas.

Dalbavancin Glicopéptido sintético, tiene una vida media en plasma
de 7 dias, se administra en un total de dos dosis dado
una semana de diferencia. Aprobada contra infecciones
de piel y tejidos blandos.

Telavancin Glicopéptido semisintético, tiene una vida media de 7
horas.

Oritavancin Glicopéptido semisintético de segunda generacidn, tiene
una vida media plasmatica de 195 horas.

Everminomicin Oligosacarido, buena actividad contra SARM,

Aplicacion clinica restringida debido a su toxicidad.

Lysostaphin Peptidasa, activa in-vitro contra SARM, su primer uso
fue reportado en 1974, efectiva en modelos de conejos
con endocarditis causada por SARM.

Iclaprim Inhibidor bacteriano de la dihidrofolato reductasa
(Diaminopirimidina), activa contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas, actia como un rapido
bactericida contra Estafilococos resistentes a meticilina,
Trimetropin y vancomicina. Tiene un significativo efecto
post-antibidtico, es bien tolerado y no tiene efectos

Ceftabiprole adversos significativos. Se encuentra en fase clinica Il1.
Excelente actividad contra SARM vy estable frente a
betalactamasas, y alta afinidad por PBP2a, se encuentra
en fase clinica Ill.
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Nieves Sopena y Miguel Sabria mencionan en su revision, el siguiente tratamiento para
contrarrestar las infecciones por SARM [Sopena Nieves SM, 2002]

- Tratamiento de las infecciones estafilococicas: vancomicina, teicoplanina,
cotrimoxazol, linezolid, quinupristina-dalfopristina.

- Tratamiento de portadores: Mupirocina.

- Tratamiento de colonizacién: evitar antibioticos sistémicos y limitar la duracion de
los tratamientos tépicos para prevenir la aparicion de resistencia, mupirocina 2% y

como alternativa bacitracina.

5.1. Mecanismo de accién de los Beta-Lactamicos y Glicopéptidos.Biosintesis del

peptidoglucano y mecanismo de accion de las penicilinas, vancomicina y teicoplanina.

La biosintesis del peptidoglucano consta de cuatro etapas:

[EEN
1

Sintesis de precursores solubles en el citoplasma.

2- Los precursores son transferidos a un trasportador lipidico situado en la membrana
citoplasmatica (undecaprenil-fosfato).

3- Las unidades disacaridos se polimerizan en cadenas lineales fuera de la membrana,
pero aun unidas al undecaprenil-fosfato de la membrana.

4- EIl polimero naciente reacciona por transpeptidacion con un peptidoglucano aceptor

preexistente.
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Figura 7. Sintesis de peptidoglucano y mecanismo de accién de los betalactdmicos y
vancomicina tomado de Prescott, 1999.

El proceso de ensamblaje del peptidoglicano es el punto de accién de diversos antibioticos

en su accion terapéutica, ya que estos actuan inhibiendo o bloqueando diversos procesos.

Los monosacaridos que van a constituir la unidad disacarido repetitiva del esqueleto del
peptidoglucano (N-acetil glucosamina y acido N-acetil Muramico) se activan al unirse a
uridin difosfato. El acido N-acetil Muramico (ANAM) es un derivado de la N-acetil
glucosamina (NAG) resultado de la adicién del acido lactico derivado del fosfoenol
piravico (PEP). Luego de este proceso se va produciendo la adicién secuencial y ordenada
de los distintos aminoacidos al ANAM, reacciones que requieren energia e iones
manganeso. Dichos aminoéacidos son la L-ala, D-glu, L-lys, D-ala-D-ala, lo cual produce un

ANAM pentapéptido.

El complejo formado anteriormente UDP-ANAM-pentapéptido se transfiere a un
transportador de membrana Ilamado undecaprenil-fosfato o bactoprenol. Una vez que el

ANAM pentapéptido estd unido al undecaprenil, una transferasa, transfiere a este complejo
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el NAG generandose el enlace B-1,4 entre NAG y ANAM. El bactoprenol unido al ANAM

pentapéptido-NAG “se da vuelta” en la membrana quedando expuesta hacia el medio

acuoso exterior de la membrana. Entonces tiene lugar la polimerizacion de varias unidades

disacéridas y ello se logra en una reaccion de transglucosidacién (sito de accion de la

vancomicina).

El polimero surgido de la fase anterior: una cadena lineal de peptidoglucano sin entrecruzar

lo cual reacciona con otro peptidoglucano aceptor preexistente mediante una reaccién de

transpeptidacion, es el sito en el cual ejerce su accion los antibioticos betalactamicos (Ver

figuras 6 y 7) [Vazquez, 1986; White, 1995].
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Figura 8. Mecanismo de transpeptidacion; sitio en el cual actian los betalactdmicos

tomado de Lansing M. Prescott, 1999.
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5.2 Resistencia Antimicrobiana a los batalactamicos

5.2.1 Resistencia de Staphylococcus aureus a los betalactdmicosLa resistencia a
meticilina es un mecanismo que implica resistencia intrinseca a todos los betalactamicos,
incluyendo cefalosporinas y carbapenémicos. Sin embargo existen diversos mecanismos de
resistencia por parte de los microorganismos como ser un incremento en el nivel
enzimatico, mecanismo importante en el caso de la resistencia por plasmidos, uno de los

mecanismos de resistencia de Staphylococcus aureus [Zepeda CJ, 1998].

Staphylococcus aureus ha desarrollado diversos mecanismos de resistencia que se explican
a continuacion:a- Produccion de betalactamasas: también denominada resistencia
extrinseca. Las betalactamasas son enzimas extracelulares que inactivan a la penicilina
mediante la hidrdlisis de su enlace betalactdmico. El determinante genético que codifica su
sintesis (gen bla Z) se localiza habitualmente en plasmidos, que también suelen conferir
resistencia a otros antibidticos. EI mecanismo de induccion de las betalactamasas es el
siguiente: la penicilina y sus anéalogos favorecen la produccion de una proteina anti
represora que al inhibir al gen represor de la betalactamasa (gen bla 1), aumenta la sintesis

de penicilinasas [Imsade, 1973; Imsade, 1978]

b- Resistencia intrinseca: también denominada resistencia a la meticilina, es un fenémeno
genéticamente complejo donde la cepas de Staphylococcus aureus normalmente tiene
cuatro tipos de proteinas de unioén a penicilinas (PBP) , PBP 1, 2, 3 Y 4, mientras que
SARM produce una quinta PBP o “extra” denominada PBP2A o PBP2’, que tiene menor

afinidad a la meticilina y al resto de los antibioticos betalactamicos [Hartman BJ, 1986].
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c-Tolerancia a los betalactamicos: este fendmeno es debido a una disminucion de la
actividad autolitica de la bacteria por la presencia de un exceso de inhibidores de las
autolisinas. Las cepas tolerantes requieren para su lisis, una concentracion de antibioticos,
denominada Concentracion Minima Bactericida (CMB), mucho mayor que la necesaria

para inhibir su crecimiento [Tuomanen E, 1986].

La resistencia a la meticilina, también puede detectarse en dos grupos de cepas de
Staphylococcus aureus que no poseen el gen mecA. Se trata de “borderline-resistant
Staphylococcus aureus” (BORSA) y de los “modified resistence Staphylococcus aureus”

(MODSA).

BORSA: Estas cepas tienen una hiperproduccion de betalactamasas y se caracterizan
porque presentan Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMIs) mas elevadas que las cepas
que producen la normalmente la enzima. Este tipo de resistencia fue descrita en 1986 por
McDougal y Thornsberry [McDougal LK, 1986].MODSA: se debe a la existencia
modificacion de las PBPs tales como PBP1 y PBP2 de baja afinidad y de una mayor
concentracion de PBP4, estas cepas fueron descubiertas en 1988 por Sierra-Madero y

colaboradores.[Nieves Sopena, 1996; Sierra Madero JG, 1988; Thomasz A, 1989] .

En 1981 se descubrio el mecanismo de resistencia a meticilina denominado como
resistencia intrinseca. Las cepas de Staphylococcus sp. se caracterizan por producir al
menos 4 proteinas de union a penicilinas PBP1, PBP2, PBP3, PBP4 actuando como
catalizadores en las reacciones de transpeptidacion en la sintesis de peptidoglucano en la
construccion de la pared celular, entonces las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a

la meticilina se caracterizan por desarrollar una nueva PBP de baja afinidad por los
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antibidticos betalactamicos, denominada PBP2a o PBP2’, manteniendo la sintesis de la
pared celular cuando las demés PBPs estan inhibidas, continudndose la reaccion de
transpeptidacion [Hayes M., 1981] [Chambers HF., 1994; De Lencastre H., 1991; Hartman

A., 1981; Ordas, 2006]
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Figura 9. Mecanismo de accion de los antibidticos betalactamicos, interactuando con las
diferentes proteinas de union a penicilinas (PBP1, PBP2, PBP3, PBP4).Tomado de Alberto
Calvo (comunicacion personal, evaluacion de los medicamentos de resistencia de impacto
clinico en Staphylococcus aureus)
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Figura 10. Mecanismo de resistencia del Staphyococcus aureus a los diferentes
betalactdmicos, en este caso la baja afinidad de los antimicrobianos a la proteina PBP2a.
Tomado de Alberto Calvo (comunicacion personal, evaluacion de los medicamentos de
resistencia de impacto clinico en Staphylococcus aureus)

El problema que ha suscitado en los Ultimos afios, es la aparicion de cepas de
Staphylococcus aureus con resistencia disminuida a la vancomicina (SAIVh), al igual que
la emergencia de cepas con resistencia total a vancomicina (SARV), quedando pocas
alternativas terapéuticas para el tratamiento de las infecciones ocasionadas por SARM. A
continuacion se explican las caracteristicas de la vancomicina asi como los diversos

mecanismos de resistencia.
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6.1. Caracteristicas generales de la vancomicina

La vancomicina junto con la teicoplanina,son antibidticos que pertenecen al grupo de
farmacos denominados glicopéptidos, los cuales son moléculas complejas, que

quimicamente no estan relacionados con otro tipo de antibacterianos [Pigrau C, 2003].

La vancomicina fue aislada a inicios de la década de 1950 y obtenida a partir de
Streptomyces orientalis, el uso de este farmaco fue limitado debido a su nefrotoxicidad.
Este antibidtico actla sobre la pared bacteriana, inhibiendo la transglicolacion y se ha
empleado fundamentalmente para el tratamiento de infecciones causadas por

microorganismos Gram positivos [Pigrau C, 2003].

La vancomicina se ha considerado durante mas de 40 afios el principal soporte de
tratamiento para cepas SARM. Sin embargo el uso excesivo del mismo, ha conllevado a la
aparicion de cepas SARM con resistencia heterogénea, cepas con resistencia intermedia y
cepas resistentes a vancomicina. [Appelbaum PC, 2006]. Los mecanismos de resistencia de

cepas SARM a vancomicina difieren segun sean aislados SAIV o SARV [Ordés, 2006].
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6.2 Staphylococcus aureus con sensibilidad disminuida a vancomicina vy
Staphylococcus aureus con resistencia heterogénea a vancomicina

Desde que se demostrd la eventualidad que las cepas SARM adquirieron resistencia a
vancomicina a nivel laboratorial, la posibilidad que esto ocurriese a nivel clinico, cre6
preocupacion en la comunidad cientifica [Noble WC, 1992]. En 1996, se aislo en Japon, la
primera cepa SAIVh que provenia de un paciente que no respondia al tratamiento con
vancomicina, la cepa fue llamada Mu3 y present6 CMI a vancomicina < 4pg/ml, la cual se
consideraria susceptible, sin embargo, presentd subpoblaciones bacterianas que tenian la
capacidad de crecer a concentraciones arriba de los 4pg/ml (Hiramatsu, 1997, Hiramatsu,
1998). La importancia de estas cepas, radica en la capacidad que tienen de evolucionar a

cepas SAIV durante el curso de una infeccion [Sieradki K, 1999].

Asimismo, en 1996, se aisl6 en Japdn la primera cepa SAIV, la cual provenia de un nifio de
4 meses de edad, quien habia sido sometido a una cirugia cardiaca y desarrolld una
infeccion de herida quirdrgica causada por SARM. Este aislado presentd una CMI a
vancomicina de 8 pg/ml, y fue nombrada como la cepa Mu50 [Hiramatsu K, 1997].
Posteriormente, en 1997, se aislé en Michigan una nueva cepa SAIV, en un paciente
sometido a didlisis peritoneal ambulatoria que sufrié peritonitis. Un mes mas tarde se aisl6
la tercera cepa SAIV en un paciente de New Jersey, seguidamente se reportd un caso en
New York y un caso en lllinois; [Centers for Disease Control and Prevention, 1997a;
Centers for Disease Control and Prevention, 2000; Gilliland KK, 1993] desde entonces se
han reportado este tipo de cepas en el mundo. Tal es el caso de Kim y colaboradores
quienes reportaron la primera cepa SAIV aislada en Corea, en 1999 Oliver y colaboradores

encontraron los 3 primeros aislados de SAIV en Bélgica [Denis O, 2002; Kim MN, 2000]
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Se han reportado cepas SAIVh y SAIV en Japon, Australia, Francia, Corea del Sur, Hong
Kong, Sudéfrica, Tailandia, Israel entre otros . [Howden B, 2010]

Hiramatsu y colaboradores, en el 2001 describieron la hipétesis de que las cepas SAIVh,
son precursoras de las cepas SAIV y ambos fenotipos se expresan dependiendo de la

presion selectiva en el uso de glicopéptidos y betalactamicos [Ordas, 2006].

El mecanismo de resistencia de las cepas SAIV, supone un engrosamiento de la pared
celular en las bacterias Gram positivas, por una alteracion en el balance de las PBPs cuya
base genética se desconoce. Las cepas SAIV, sintetizan grandes cantidades de
peptidoglucano, aumentando la cantidad de residuos de D-alanil-D-alanina que se unen a
las moléculas de vancomicina, capturandolas e impidiendo que estas moléculas alcancen su

diana terapéutica en la membrana citoplasmatica. (Figura 11).
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Figura 11. Engrosamiento de la pared celular en cepas de Staphylococcus aureus con

resistencia disminuida a los glicopéptidos tomado de Domenech, Barcelona Espafia
[Domenech, 2003]
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6.3 Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina

En el afio 2002, se aisld por primera vez una cepa de Staphylococcus aureus con resistencia
completa a la vancomicina. La cepa provenia del catéter de un paciente de 40 afios de edad,
con diabetes, enfermedad vascular y fallo renal crénico, previamente el paciente habia sido
tratado con vancomicina debido a una ulcera de pie, ademas se aislé del mismo sitio de la
infeccion una cepa de Enterococcus faecalis resistente a vancomicina, [Chang S, 2003],
debido a este descubrimiento se ha supuesto que el mecanismo de resistencia total a
vancomicina se deba a la presencia del gen vanA, debido a una posible transferencia
conjugacional de este gen a partir del Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina al
Staphylococcus aureus, causando una alteracion en el péptido terminal D-alanil-D-alanina a
D-alanil-D-lactato, impidiendo la inhibicion de la sintesis de la pared celular por la

vancomicina (figura 10) [Appelbaum PC, 2006].

Se han descrito 9 casos de SARV en el mundo, la informacion se resume en el cuadro 7
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Cuadro 7. Aislamiento de cepas SARV en el mundo

MI-SARV 06/2002 Michigan [Chang S, 2003]
PA-SARV 09/2002 Pensilvania [Tenover FC,
2004]
NY-SARV 03/2004 New York [Centers for
Disease Control
and Prevention,
2004]
MI-SARV 02/2005 Michigan [Sievert DM,
2008]
MI-SARV 10/2005 Michigan [Sievert DM,
2008]
MI-SARV 12/2005 Michigan [Sievert DM,
2008]
MI-SARV 10/2006 Michigan [Sievert DM,
2008]

1 aislamiento SARV en India, 1 aislamiento SARV en Iran (no han sido confirmados por el

CDC).
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7.1 Genoma de Staphylococcus aureus

Parte de la versatilidad de Staphylococcus aureus como patdgeno, reside en la dindmica de
su genoma. En la actualidad se encuentran disponibles 14 genomas de Staphylococcus
aureus totalmente secuenciados, donde la presencia y distribucion de algunos genes en

particular establece la diferencia en resistencia y virulencia.

Entre los elementos genéticos mdviles mas importantes se encuentran:

a. Los plasmidos cripticos los cuales codifican genes de resistencia a antibioticos.

b. Transposones: los cuales codifican algunos genes de resistencia a antibidticos como el
Tn554, Tn552, Tn5801 y Tn916-like

c. Profagos: son bacteriéfagos integrados en el genoma bacteriano hasta que algun dafio
externo induce su escision y posterior movilizacion a otras cepas. Codifican toxinas que
son importantes en la patogenicidad.

d. Casetes de resistencia a antibioticos: elementos genéticamente moviles los cuales
contienen elementos que confieren resistencia a antibidticos tales como transposones,

plasmidos y secuencias de insercion

Estos son importantes en las cepas de Staphylococcus aureus de origen clinico, ya que
algunos contienen el casete cromosomico estafilococico mec que porta el gen responsable
de conferirle resistencia a la meticilina, denominado gen mecA [De Lencastre H., 2007b;

Lindsay JA., 2006; Victor Manuel Baizabal Aguirre, 2009].
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7.1.1 Gen mecA

El gen mecA es un segmento de ADN de un tamafio aproximado de 2 Kb que posee dos
elementos reguladores (mecR1- mecl) que controlan la trascripcion del gen, el cual se
encuentra ubicado en un elemento genético denominado casete cromosomico estafilococico
(SCCmec). EI gen mecA, se inserta en el sitio especifico del cromosoma bacteriano
(attBSCC), cerca del origen de replicacion [Cardenas Paez O., 2009; Grundmann H., 2006;
Jiménez Quiceno JN., 2009; Matsuhashi M., 1986].La emergencia de cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) se explica por la adquisicion de
ADN exogeno, a través del fendmeno denominado transferencia horizontal de genes, donde
el elemento genéticamente mdvil que contiene el gen mecA se inserta en el ADN
cromosomico de una cepa meticilina sensible (SAMS).

El elemento genético movil SCCmec, ademas de contener el gen mecA, contiene un sitio de
insercion preferencial para transposones y copias integradas de plasmidos que llevan varios
genes de resistencia para antibidticos no betalactdmicos. Por lo que una vez adquirida la
resistencia a betalactamicos, existe la potencialidad de que sea acompafiada o seguida de la
resistencia a otros antibio6ticos [Chambers, 1997; Katayama Y., 2000; Lowy, 2003].

Hace algunos afios se caracterizaron varios tipos de SCCmec, los cuales difieren en tamafio
y composicion genética, por lo que se han identificado hasta la fecha ocho tipos de
SCCmec. De los cuales 6 de los mismos han sido muy bien caracterizados (SCCmec I, I,
I, 1V, V, V1), (ver cuadro 8).

Estudios basados en el tipo de SCCmec y en analisis filogenéticos, clasifican las cepas de

SARM desde dos puntos de vista: como cepas de SARM hospitalarias si presentan SCCmec
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tipo I, Il o 11l y cepas SARM adquiridas en la comunidad cuando presenten SCCmec tipo
IVoV.

Ademés el SCCmec puede transportar en forma variable genes de resistencia a otros
antibidticos como aminoglucésidos, clindamicina, eritromicina, rifampicina, tetraciclina y
trimetoprim-sulfametoxazol [Diego Tibavizco, 2007; Fowler VG Jr, 2003; Lowy, 2003;
Moreillon P, 2005].

Kriswirth y colaboradores llevaron a cabo un estudio donde se colectaron en un lapso de 30
afios, 472 cepas de SARM provenientes de diferentes paises del mundo. Mediante un
analisis de “fingerprinting” o huellas génicas del gen mecA, lograron agrupar solamente 6
perfiles divergentes, demostrdndose que todas las cepas de SARM derivan de un ancestro

en comun [Catalano, 1994; Kreiswirth BN., 1993].

7.1.2 Estructura del casete cromosémico SCCmec

El SCCmec tiene tres componentes genéticos esenciales, son ellos: el complejo de genes
mec, el complejo de genes ccr y una region conocida como region J o “junkyard”. El
complejo mec contiene ademas el elemento de insercion 1S431mec, que ha sido
frecuentemente asociado con genes que codifican resistencia a diversos antibioticos y a
metales pesados como el mercurio, en algunos aislamientos se encuentra también la
secuencia de insercion 1S1272 ademdas de otras secuencias de insercién, plasmidos y
transposones. Con base en su estructura se han identificado cuatro clases de complejo mec:
A, B, C, D, siendo las 2 primeras clases las mas comunes en Staphylococcus aureus.

Se han reportado 5 tipos del complejo ccr, cuatro de ellos denominados del 1 al 4, que
comparten aproximadamente el 80% de la identidad y presentan los genes ccrA y ccrB, el

quinto tipo mas recientemente descrito se denomina ccr5 o ccrC.
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El resto del casete cromosdmico contiene secuencias de la region J o “junkyard”, que
comprende tres fragmentos, J1,J2,J3 que pueden contener plasmidos o transposones
portadores de genes de resistencia a antibiéticos betalactamicos y a metales pesados [De

Lencastre H., 2007a; Ito T., 2001; Ito T., 2004; Jiménez Quiceno JN., 2009; Nour M.,

2005; Zhang K., 2005]
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Figura 12. Representacion de un fragmento del DNA cromosdémico de SARM
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Figura 13: 8 casetes cromosomicos estafilococicos disponibles en los aislados de SARM
positivos por el gen mecA tomado de [Michael Z, 2010].
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Cuadro 8. Tipos de casetes estafilococicos cromosémicos y su composicion [Jiménez
Quiceno JN., 2009; Ordas, 2006]

Scc mec | ccr tipo 1(ccrAl, ccrBl), complejo mec clase B (mecA, mecR1),
1S1271, 1S4431.

Sccmec Il ccr tipo 2 (ccrA2, ccrB2), complejo mec clase A (mecA, mecR1, mecl).
1S431, pUB110, Tn554

Scc mec I cer tipo 3 (ccrA3, ccrB3), complejo mec clase A (mecA, mecR1, mecl),
Tn 554, pT181, pl256, 1S431, 1S256.

Sccmec IV ccr tipo 2(ccrA2, ccrB2), complejo mec clase B (mecA, mecR1),
1S1272.

SccmecV  ccr C, I1S431, mecA mecR1

Scc mec VI ccrB4, ccrA4, 1S1272, mecRI, mecA, 1S431

Scc mec CcrC,15431,mecA, mecR1,

VIiI

Scc mec CcrA4, CcrB4, Tn554, 1S431,mecA mecR1 mecl
VI
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Capitulo 3: Metodologia:

En el presente estudio se determind el perfil de resistencia del Staphylococcus aureus a
oxacilina, meticilina, cefoxitina y vancomicina, medicamentos de eleccion en casos de
infecciones causadas por el agente antes mencionado.Asimismo, el estudio se basa en la
teoria biologicista, donde el objetivo primordial del mismo, es el andlisis del
comportamiento de la bacteria frente a los diversos antimicrobianos, utilizando diversas
técnicas a nivel laboratorial, 3 de las cuales fueron implementadas por primera vez en el

pais con la finalidad de evaluar los parametros de sensibilidad y especificidad.

Las técnicas utilizadas se clasificaron en 2 tipos: pruebas fenotipicas, tales como la prueba
de difusion en disco; descrita por Bauer y colaboradores, asi como también la prueba de E-
test® (Solna, Suecia) y la deteccion de la proteina de unién a penicilinas conocida como
PBP2a, (Ox0id®) de la misma forma se implement6 una prueba molecular conocida con el
nombre de Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR para la deteccion del gen mecA,
uno de los determinantes de la resistencia a los diversas drogas betalactdmicas disponibles

hasta la fecha.

A continuacién se presenta el flujograma de actividades en el cual se describen la serie de

operaciones realizadas para la ejecucion del proyecto
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Flujograma de trabajo

Recoleccion de los
aislados clinicos en
el HE, IHSS

!

Pruebas
confirmatorias

Morfologia
colonial

A 4
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Aislados previamente
identificados

celular

Pruebas

A 4

Bioquimicas

Prueba de
catalasa en

A 4

Difusion en
disco

lamina y tubo

Prueba de
coagulasa en
tubo

|

E-test

Pruebas de
susceptibilidad

A 4

Deteccién de la
PBP2a

A 4

PCR multiple
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Tipo de estudio: Descriptivo transversal.

Area de estudio: El estudio se realizd en el Hospital Escuela y en el Instituto Hondurefio
de Seguridad Social en un periodo de octubre del 2010 a enero del 2011. Ambos hospitales

estan ubicados en la ciudad de Tegucigalpa, Honduras.

Universo y muestra: se consideré como universo, todos los aislados de Staphylococcus
aureus que cumplieron los siguientes criterios de inclusion: aislados provenientes de todas
las salas del Hospital Escuela y del Instituto Hondurefio de Seguridad Social (IHSS) en un
periodo de octubre del 2010 a enero 2011. Se calcul6 el tamafio de la muestra tomandose en
cuenta los valores de Z=1.96, una prevalencia esperada del 29% (WHONET, 2008,
comunicacion personal), y un valor de Q del 71%. Se tomd como error el 10%, dando como
resultado una muestra minima de 79 aislados, sin embargo se recolectaron finalmente un
total de 114 aislados clinicos. A cada uno de los aislados se le asignd un cédigo de
identificacion: SA-HE para Staphylococcus aureus aislados del Hospital Escuela y SA-
IHSS para Staphylococcus aureus aislados del Instituto Hondurefio de Seguridad Social

seguido por el nimero correspondiente en orden ascendente.

Tipo de muestreo: Muestreo probabilistico

Plan de tabulacion y analisis: para la determinacion de frecuencias y porcentajes de
susceptibilidad y resistencia a drogas, se utilizé el programa estadistico Epiinfo version
3.4.3 y para la determinar la correlacion entre las variables a analizar, se utilizo el paquete
estadistico Epidata version 3.0 mediante la utilizacion del indice kappa, con intervalos de

confianza del 95%.
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Meétodos y técnicas utilizadas

Morfologia colonial: se basa en la observacion de las diversas colonias formadas en un
medio de cultivo selectivo, en este caso gelosa sangre al 5%.(anexo 1.6) Aqui se pueden
determinar: tamafio de la colonia, color, consistencia, borde, opacidad y accion sobre el
medio. Para la obtencién de las colonias bacterianas se requiere el aislamiento de las

mismas mediante la técnica de Frobisher [Murray P, 2005] (anexo 1.8).

Tincion de Gram: Esta prueba se utiliza para diferenciar la estructura de la pared celular
en las bacterias. Se colorean de morado las bacterias Gram positivas y de rojo las bacterias

Gram negativas.[Murray P, 2005].(anexo 1.9).

Prueba de catalasa: Indica la presencia de la enzima catalasa. Esta enzima desdobla el
peroxido de hidrégeno en dos moléculas: agua y oxigeno. La prueba indica positividad al
observarse formacion de burbujas. Se utiliza para diferenciar el género Staphylococcus sp.

del género Streptococcus sp.[Murray P, 2005](Anexo 1.9)

Prueba de coagulasa: Esta enzima presente en Staphylococcus aureus, provoca la
formacion de coagulos o grumos cuando se mezcla una suspension bacteriana con plasma.
Esta prueba se utiliza para diferenciar las diversas especies de estafilococos. Esta es
considerada como la prueba de referencia para diferenciar Staphylococcus aureus de los

demas estafilococos.[Murray P, 2005] (Anexo 1.9).

Susceptibilidad a drogas mediante difusion en disco (método de Kirby-Bauer): prueba
gue detecta resistencia/susceptibilidad de los microorganismos a las drogas. Esta técnica

consiste en un disco de papel filtro de 6 mm de didmetro, impregnado con el antibiotico a

47



probar, el cual se difunde en el medio seleccionado, en este caso Agar Muller

Hinton.[Bauer AW, 1966].(Anexo 1.10)

Determinaciéon de la concentracion minima inhibitoria (CMI, Prueba E-test): técnica
que combina la prueba de difusion en disco y la prueba de dilucion en caldo. Utiliza una
tira de plastico que contiene concentraciones crecientes de un determinado antibidtico que
van desde 0,016 pg/ml hasta 256 pg/ml [BioMérieux SA, 2011; Rosales, 1997].(Anexo

1.10)

Deteccion de la proteina de union a penicilinas (PBP2a): ensayo de aglutinacion
comercial que contiene particulas de latex recubiertas con anticuerpos monoclonales
especificos contra la proteina de unién a penicilinas denominada PBP2a, presente en
SARM, que no posee afinidad por todos los antibidticos de tipo betalactamicos

(Oxoid®).(Anexo 1.11)

Deteccion del gen mecA: A través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la
cual es una prueba molecular considerada como el método de referencia para la deteccidn

de SARM. [Torufio., 2003].(Anexo 1.12).

Consideraciones éticas: No se aplico consentimiento informado, ya que este estudio no
implico algin procedimiento que involucro alteracion fisica o psicologica. Se trabajé
directamente con la muestra y durante la recoleccion de las mismas se protegio la identidad
del paciente, sin embargo este estudio se sometio y fue aprobado por el Comité de Etica de

Investigacion (CEI) del IHSS.

Consideraciones de bioseguridad: Anexo 1.1-1.5
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Capitulo 4: Resultados

Poblacion de estudio

Para llevar a cabo el presente estudio, se recolectd durante el periodo del 01 de octubre del
2010 al 31 de enero del 2011 un total de 114 aislados bacterianos, identificados como
Staphylococcus aureus mediante el sistema automatizado Vitek 2 Compact (BioMérieux,
Francia), 70 procedentes del Hospital Escuela (HE) y 44 del Instituto Hondurefio de
Seguridad Social (IHSS). Los 114 aislados recolectados en ambos hospitales fueron
trasladados al laboratorio de investigacion de la Maestria en Enfermedades Infecciosas y

Zoonoticas de la Universidad Nacional Auténoma de Honduras.

Identificacion bacteriana

Todos los aislados fueron cultivados en placas conteniendo gelosa sangre al 5% e
incubados a 37°C durante 24 horas. Como se puede observar en la figura 14a y 14b, las
colonias presentaron una morfologia colonial caracteristica, con tamafios entre 2 y 4 mm de
diametro, convexas, opacas, lisas, de consistencia no mucoide y de color dorado o blanco,
con hemdlisis variable. Sin embargo, el aislado nimero 70 procedente del Hospital Escuela
(SA-HE-070) mostr6 una morfologia colonial diferente a los demas aislados, con colonias

grisaceas de 1 mm de didmetro (Fig. 14b).

Todos los aislados se tifieron mediante Gram y se observaron al microscopio como cocos

Gram positivos dispuestos en parejas, tétradas y agrupados como “racimos de uvas’’

(Fig.14c).
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C)

Figura 14. Morfologia colonial de Staphylococcus aureus en agar sangre 5%. a) Imagen
representativa de la mayoria de los aislados, b) aislado SA-HE-070, c) tincion de Gram

Como se observa en las figuras 15a y 15b, todos los aislados fueron positivos para la
prueba de catalasa en ldmina y catalasa en tubo. Sin embargo, de los 114 aislados, 111
fueron positivos para la prueba de coagulasa en tubo y 3 resultaron negativos (Fig. 15 cy
d). Ademas, 14 aislados resultaron ser repetidos de los mismos pacientes. Finalmente, un
aislado fue descartado por contaminacion, quedando un total de 96 aislados para los

ensayos posteriores, 57 del Hospital Escuela y 39 del IHSS.

50



c)

Figura 15. Pruebas de identificacidn bacteriana. a) Catalasa en lamina; b) Catalasa en tubo;

d)

¢) Prueba de coagulasa positiva; d) Prueba de coagulasa negativa.

Pruebas de susceptibilidad in vitro mediante difusién en disco

Se realizaron las pruebas para el control de calidad del medio de cultivo y de los discos de
antibidticos, de acuerdo con las recomendaciones del CLSI, los resultados estuvieron
dentro de los parametros establecidos.

De acuerdo a los criterios establecidos por el CLSI, se consideré un aislado de
Staphylococcus aureus susceptible a oxacilina cuando los halos de inhibicién formados
alrededor del disco fueron > 13 mm de diametro, con resistencia intermedia entre 11 y 12
mm Yy resistentes < 10 mm, respectivamente [Cockerill FR, 2011]. De la misma forma se
utilizaron los siguientes criterios de interpretacion para los halos de inhibicion producidos
por la meticilina: susceptible >14 mm, resistencia intermedia entre 11 y 14 mm, y resistente

< 10 mm de diametro, asimismo Susceptible a cefoxitina > 22mm y resistente < 22mm.
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En las figuras 16, 17, 18 se muestran las frecuencias de los didmetros de los halos de
inhibicion obtenidos al enfrentar los discos de oxacilina, meticilina y cefoxitina con los
aislados clinicos de Staphylococcus aureus. Los halos de inhibicion con ambos discos
fueron menores a los 10 mm de diametro en 15 de los 96 aislados (15.63%),
interpretandose como resistentes. La mayoria de los aislados susceptibles presentaron halos
de inhibicion entre 13-19 mm para oxacilina y entre 14-19 mm para meticilina y arriba de
los 23 mm para la cefoxitina. No se observaron halos de inhibicion que estuvieran dentro

del rango intermedio.
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Figura 16. Didmetros de los halos de inhibicion con discos de oxacilina
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Figura 17. Diametros de los halos de inhibicion con discos de meticilina
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100

50

Halo Fox > 22 mm Halo Fox <22 mm

Figura 18. Didmetros de los halos de inhibicion con discos de cefoxitina

Como se muestra en la figura 19, dos aislados provenientes del Hospital Escuela (SA-HE-
041y SA-HE-070) que resultaron resistentes a oxacilina a meticilina y cefoxitina, mediante
el método de Kirby-Bauer formaron halos de inhibicion “fantasmas’’ alrededor de los
discos, caracterizados por la presencia de abundantes colonias dentro del aparente halo, por
lo que se procedid a evaluar su resistencia a los betalactamicos mediante la deteccién de la

CML.

Figura 19. Halos de inhibicion “fantasmas” en aislados clinicos: a) SA-HE-041 y b) SA-

HE-070

53



Siguiendo el mismo meétodo, se probaron los discos de vancomicina para evaluar
presuntivamente la presencia de aislados SARV, aun cuando el CLSI no recomienda su uso
para este fin. [Cockerill FR, 2011]. No obstante, todos los halos de inhibicién oscilaron
entre los 15 y 21 mm de didmetro, bien definidos y sin crecimiento de colonias dentro de
los mismos, por lo que se pudo descartar de forma preliminar la existencia de aislados
resistentes a vancomicina. Al igual que en los betalactamicos, se procedié a evaluar de
forma definitiva la resistencia intermedia de Staphylococcus aureus a vancomicina (SAIV)

mediante la deteccién de la CMI.

Determinacion de la CMI para oxacilina y vancomicina

De acuerdo a los puntos de corte establecidos por el CLSI, se consideraron aislados
susceptibles a oxacilina mediante las tiras de E-test, aquellos aislados con valores de CMI <

2 pg/ml y resistentes si la CMI >4 pg/ml [Cockerill FR, 2011].

La determinacion de CMI con oxacilina produjo halos de inhibicién elipticos muy bien
definidos en todos los aislados. Solamente el SA-HE-041 (resistente) formé un “halo
fantasma” alrededor de la tira, similar al formado en la prueba de difusion en disco. La CMI
fue de 48 pg/ml, con la aparicion de colonias dentro de la elipse por lo que fue clasificado
como resistente a oxacilina (Fig. 20). Asimismo el aislado SA-HE-070, que habia
presentado resistencia por difusion en disco, mostro una CMI de 1.5 pg/ml, susceptible de

acuerdo al CLSI.
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Figura 20. Elipse “fantasma” rodeando la tira de oxacilina en el aislado SA-HE-041

En la figura 21 se puede observar la distribucién de frecuencias de CMIs de oxacilina que
se presentaron en el ensayo de E-test. E1 50% mostré una CMI < 0.38 ug/ml (CMls) y el
90% una CMI < 32 pg/ml (CMlIgy).

En total se detectaron 14 (14.6%) aislados con CMlIs por encima de los 4 pg/ml,
considerados como resistentes, y 82 aislados fueron susceptibles, con una CMI menor a 2

pug/ml (85.4%).
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Figura 21. CMI de oxacilina en aislados de Staphylococcus aureus
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De la misma forma, se determin6 la CMI de vancomicina mediante E-test. De acuerdo con
CLS]I, el punto de corte para aislados susceptibles a vancomicina es < 2 pg/ml, intermedios

entre 4 y 8 ng/ml y resistentes > 16 ug/ml [Cockerill FR, 2011].

En la figura 22 se puede observar la distribucion de frecuencias de CMIs a vancomicina
que se presentaron en el ensayo de E-test. El1 50% mostré una CMI < 0.75 pg/ml (CMlsp) y
el 90% una CMI < 1.5 pg/ml (CMlIgp). Se encontraron 3 aislados que mostraron una CMI
de 2 pg/ml (SA-HE-056, SA-HE-070 y SA-IHSS-023), valor limite de susceptibilidad a
vancomicina, ademas de presentar resistencia a meticilina. Por esta razén, fueron sometidos

nuevamente a anélisis por sistema automatizado Vitek, que genero reportes de probables

fenotipos SAIVh.
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Figura 22. CMI de vancomicina frente a Staphylococcus aureus
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Deteccion de la proteina PBP2a

De los 96 aislados clinicos incluidos en el estudio, un total de 82 no mostraron ninguna
aglutinacion mediante la técnica utilizada, lo que se interpret6 como ausencia de la PBP2a.
81 aislados fueron susceptibles a meticilina mediante las pruebas fenotipicas de difusion en
disco y E-test. Solamente el aislado SA-HE-041, que mostrd resistencia a los
betalactdmicos, no expreso la proteina PBP2a. Finalmente, 14 fueron positivos por PBP2a,
observandose grumos grandes y bien definidos dentro de los primeros 3 minutos (Figura

23).

SA-HE-056

SA-HE-056 SA-HE-059

Figura 23. Prueba de aglutinacién en latex. a) Kit comercial Oxoid® PBP2a latex; b)
Control positivo c) Aislados positivos para la deteccion de PBP2a; ¢ y d) Control negativo
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Deteccion del gen mecA

La estandarizacion del ensayo para la deteccion molecular del gen mecA no presentd
ningun problema, desde la extraccion de ADN hasta el desarrollo de una PCR mudltiple la
cual detect6é simultaneamente 2 regiones altamente conservadas de los genes en estudio. El
producto de amplificacion fue idéntico en todos los aislados mecA positivos,
independientemente del nivel de resistencia medido en términos de CMI y difusion en
disco.

Todos los aislados presentaron las bandas de 370 pb correspondientes al gen ribosémico
ARNr 16S, altamente conservado en bacterias. Un total de 14 aislamientos fueron mecA
positivos, mostrando bandas de identificacion muy bien definidas de 310 pb, como se
muestra en la figura 24.1 y 24.2. En los pocillos sefialados con flechas se colocaron aislados

clinicos que fueron fenotipicamente resistentes y mecA positivos.

M

C-C+ M

Figura 24.1 PCR multiplex de los aislados clinicos de Staphylococcus aureus. M, marcador
de peso molecular; C-, control negativo; C+, control positivo. Flechas, aislados positivos
por mecA
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M 14 C+C-

Figura 24.2 PCR multiplex de los aislados clinicos de Staphylococcus aureus. M, marcador
de peso molecular; C-, control negativo; C+, control positivo. Flechas, aislados positivos
por mecA; pocillo 14, SA-HE-070 (CMI 1.5 pg/ml).

En la figura 25 se observa que todos los aislados fueron mecA negativos. En el pocillo

sefialado con la flecha se colocd el aislado SA-HE-041, fenotipicamente resistente, pero no

expreso la PBP2a ni el gen mecA.

C-C+ B

Figura 25. PCR multiplex de los aislados clinicos de Staphylococcus aureus. M, marcador
de peso molecular; C-, control negativo; C+, control positivo; B, blanco; Flecha, aislado
SA-HE-041.
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Analisis estadistico para la comparacion de pruebas

Cuadro 9. Concordancia entre los métodos de difusion en disco y E-test

E-test + 14 0

E-test - 1 81

El indice kappa mostré una excelente concordancia del 95.94% entre las técnicas de

difusion en disco (Kirby-Bauer) y deteccion de CMI mediante E-test para la oxacilina.

Cuadro 10. Concordancia entre los métodos de difusidn en disco y aglutinacion en latex

PBP2a+ 14 0

PBP2a- 1 81

El indice kappa mostré una excelente concordancia del 95.94% entre las técnicas de
difusion en disco (Kirby-Bauer) y deteccion de PBP2a mediante aglutinacion para la

oxacilina.
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Cuadro 11. Concordancia entre las pruebas de difusion en disco y PCR para la deteccion

del gen mecA

mecA+

14 0

mecA-

1 81

El indice kappa mostro una excelente concordancia del 95.94% entre las técnicas de

difusion en disco (Kirby-Bauer) y deteccion del gen mecA mediante PCR.

Cuadro 12. Correlacion entre las pruebas E-test y PBP2a

PBP2a+

13 1

PBP2a-

1 81

El indice kappa mostr6 una excelente concordancia del 91.64% entre las técnicas de E-test

y deteccion de la PBP2a.

Cuadro 13. Concordancia entre las pruebas E-test y mecA

mecA+

13 1

mecA-

1 81
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El indice kappa mostro una excelente concordancia del 91.64% entre las técnicas de E-test

y deteccion del gen mecA mediante PCR.

Cuadro 14. Concordancia entre deteccion de PBP2a y mecA

PBP2a+ 14 0

PBP2a- 0 82

De acuerdo con el analisis de indice kappa, la concordancia existente entre la expresion de

la proteina PBP2a y el gen mecA fue del 100 %.
Sensibilidad y especificidad de las pruebas

Se calculé la sensibilidad y especificidad de las pruebas realizadas, tomando como prueba

de referencia la deteccidn del gen mecA (cuadro 14).

Cuadro 15: Sensibilidad y especificidad de las pruebas (1C95%)

Difusion en disco  100.00% 98.78% 96.43%-100.0%
E-test 92.86% 98.78% 89.20%-96.51%
PBP2a 100.00% 100.00% 96.93%-98.19%
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Origen de los aislados SARM

Las muestras clinicas de las cuales se aislaron los SARM fueron en su mayoria secreciones
de abscesos y heridas, como se muestra en la figura 26. El origen clinico de los aislados
susceptibles a oxacilina no se obtuvo en su totalidad, razon por la cual, la informacién no

fue utilizada para los calculos.

NUmero de aislados SARM

Hemocultivo Urocultivo Esputo Secrecion de
abscesos y heridas

Figura 26. Origen clinico de los aislados SARM

Distribucion de SARM segun hospital de procedencia

En la figura 27 se muestra la distribucién de los 96 aislados de Staphylococcus aureus que

fueron analizados.
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HE IHSS NI

Figura 27. Distribucion de la procedencia de los aislados por Hospital. H, hospitalizados;
CE, consulta externa; NI, no identificado.

En el cuadro 16 se muestra la distribucion de los aislados SARM segun el hospital de
procedencia, de acuerdo con la informacion clinica que se pudo recopilar durante la
recoleccion de muestras para este estudio. Solamente en 4 casos no se pudo identificar la
procedencia hospitalaria o de consulta externa, por lo que no fueron considerados en los

calculos de frecuencias.

Cuadro 16. Distribucién de SARM segun hospital de procedencia

Hospitalizados CE*
HE 8/34 (23.5%) 0/19 (0 %) 8/53 (15.1%)
IHSS 6/25 (24.0%) 1/14 (7.1%) 7/39 (17.9%)
Total 14/59 (23.7%) 1/33 (3.0%) 15/92 (16.3%)

* Consulta externa
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La distribucion de los aislados SARM fue similar en ambos sistemas hospitalarios, la
mayoria proveniente de pacientes hospitalizados, y solamente un aislado provino de

consulta externa (Figura 28).

1(7.1%)

6 (24%)

/- a externa HE

Hospitalizados IHSS Consulta externa IHSS

L] Hospitalizados

Figura 28. Distribucién de los aislados SARM por procedencia hospitalaria.
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Capitulo 5: Discusion de resultados

Staphylococcus aureus es una de las bacterias que se aisla con mayor frecuencia a nivel
hospitalario, sin embargo esta bacteria ha resurgido en la Gltima década como causante de
cuadros clinicos muy graves en la comunidad que van desde infecciones de piel y tejidos
blandos hasta enfermedades sistémicas que amenazan la vida del paciente. Staphylococcus
aureus es un colonizador habitual de piel y mucosas humanas, asi como fomites de los
ambientes humanos, tiene la capacidad de evadir la respuesta inmune del hospedero
mediante sus multiples factores de virulencia, como toxinas, enzimas extracelulares y
moléculas de superficie, que la convierten en un microorganismo con un alto potencial
patogénico [Aires de Sousa M, 2004].

Staphylococcus aureus fue la primera bacteria en desarrollar resistencia a los antibioticos,
mediante la produccion de una enzima que tenia la capacidad de hidrolizar el anillo
betalactamico de la penicilina y de esta forma inactivar la accion farmacoldgica y
terapéutica del antibacteriano. Por esta razon se modificd la estructura quimica de la
penicilina a nivel de grupos sustituyentes como hidroxilo y metilo, dando como resultado la
meticilina, que se convirtid en el tratamiento de eleccion para tratar las infecciones
causadas por los estafilococos. Sin embargo, poco tiempo después de su introduccion, se
aislo la primera cepa resistente a meticilina, y desde entonces la incidencia a nivel mundial
se ha incrementado progresivamente, por lo que se ha debido recurrir a otras alternativas
terapéuticas [Dancer SJ, 2008]

A nivel mundial el porcentaje de SARM es variable, desde el 0.6% en Holanda hasta 66.8%
en Japén [Deurenberg RH, 2007].

Se ha reportado que en el continente europeo un cuarto de todos los aislados clinicos

causados por Staphylococcus aureus fueron SARM, presentando tasas mas elevadas de
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resistencia a meticilina en el sur de Europa (35% en Portugal hasta 49.3% en Francia), y
tasas de resistencia mas bajas en el norte de Europa (2.5% en Suecia hasta 4.41% en
Holanda). Esto se debe en parte a la implementacién de estrategias en los paises nordicos
Ilamados “Search and destroy”, que involucra una busqueda activa y eliminacion de casos
de SARM por lo que su diseminacion ha sido mucho mas limitada [Cercenado E, 1997;
Fluit A. C., 2001; Wisplinghoff H, 2005].

En América Latina el porcentaje de SARM también varia de pais en pais. Tal es el caso de
Chile y Ecuador donde el porcentaje de SARM es del 80%, 47% en Colombia, y 25% en
Venezuela [Guzman-Blanco M, 2009].

En Honduras el porcentaje de SARM es variable pero se mantiene en niveles bajos,
comparado con otros paises centroamericanos, tales como Guatemala y Costa Rica, donde
se han reportado 64% y 58% de aislados SARM [Epidemiologia, 2005-2008].

El primer reporte de resistencia a meticilina en Honduras se dio en 1978, informandose un
16.4% de SARM, mientras que afios mas recientes se ha reportado entre un 12% de
resistencia en el 2004, hasta un 28.9% en el 2008 [Epidemiologia, 2005-2008; Guzman M,
2009; Zepeda CJ, 1978]. En este estudio se obtuvieron porcentajes de SARM intermedios
con respecto a los encontrados en afios anteriores, sin embargo la muestra obtenida no fue
representativa para indicar una prevalencia nacional, sino solamente de una poblacion
determinada de la capital. No obstante, estas frecuencias son considerablemente mas bajas a
las encontradas en otros paises de la region, y similares a las que presentan algunos paises
del hemisferio norte. Debido a la ausencia de programas activos de vigilancia y control de
brotes de SARM en el pais, es importante estudiar a fondo las razones que podrian explicar

tales frecuencias, como por ejemplo, el manejo antimicrobiano de los pacientes, la
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circulacion y disponibilidad de antibidticos a nivel nacional y la deteccion de portadores de
Staphylococcus aureus.

Se pudo determinar que los aislados SARM tenian una distribucién eminentemente
hospitalaria, lo que coincide con varios informes publicados en distintos lugares alrededor
del mundo [Cercenado E, 1997; Diekema DJ, 2001; Echevarria JE, 2003; Echevarria JE,
1997]. Ademés, los 14 aislados SARM de pacientes hospitalizados mostraron
multirresistencia a fluoroguinolonas, macrolidos, tetraciclinas y sulfonamidas, lo que es
comun en aislados de origen nosocomial [Goetghebeur M, 2007 ; Simor AE, 2004]. Entre
las razones de este predominio en pacientes hospitalizados podrian incluirse el
incumplimiento de préacticas de control de infecciones a nivel hospitalario, la importacion
de clonas pandémicas, la existencia de posibles portadores nasales asintomaticos en el
personal médico y asistencial, la variacién genética espontanea e inducida por la presion
selectiva del uso diario de los antibioticos, la condicién inmunologica de los pacientes
hospitalizados y la alta tasa de colonizacion de la piel y mucosas por Staphylococcus
aureus [Guzman-Blanco M, 2009]. La eficiencia de SARM para colonizar superficies
corporales fue evidente en este estudio, debido a su predominio en las muestras
provenientes de secreciones de abscesos y heridas. Las infecciones de piel y tejidos blandos
por SARM suelen ser mas complicadas e involucran un abordaje méas agresivo y
prolongado para lograr el éxito terapéutico. La presencia de SARM en infecciones
sistemicas ha sido documentada en estudios mas amplios, con mayor numero de muestras.
El hecho que una tercera parte de los aislados SARM provenian de érganos internos supone
su participacion en este tipo de infecciones severas y potencialmente fatales, lo que destaca

la importancia de buscarlos sistematicamente en estudios futuros.
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El dnico aislado SARM obtenido del servicio de consulta externa sugiere la existencia de
este tipo de cepas a nivel comunitario, como se ha demostrado ampliamente en otros
estudios [Baranovich T, 2010; David MZ, 2010; Diekema DJ, 2001; Herold BC, 1998;
Paganini H, 2006; Vandenesch F, 2003; Wu D, 2010]. Por ejemplo, se han reportado
porcentajes de hasta un 12% de SARM de origen comunitario [Naimi TS 2003]. Por tal
razon, la busqueda de SARM de origen comunitario en Honduras deberia extenderse a
analisis multicéntricos que involucren los niveles primarios de atencion sanitaria, asi como
estudios de portadores asintomaticos especialmente portadores nasales, ya que la
identificacion temprana de SARM en pacientes colonizados puede prevenir la transmision
nosocomial de este microorganismo [Giuseppe P, 1999].

La rapida y precisa deteccion de SARM es importante para guiar una adecuada terapia
antibiotica, para esto los laboratorios de microbiologia requieren de formacion y recursos
para identificar correctamente los aislados resistentes [Tenover FC, 2001]. Dentro de las
técnicas mas utilizadas en Honduras para la determinacion de SARM se encuentran el
método de difusion en disco con oxacilina y cefoxitina y sistemas automatizados como el
Vitek®. La determinacion de la CMI mediante microdilucion en caldo o por E-test, y las
pruebas como la aglutinacion en latex y deteccion del gen mecA, brindan informacion
complementaria y confirmatoria especifica para SARM. En el presente estudio se
incorporaron tres de estas tecnicas por primera vez en el pais, con el fin de obtener la
identificacion definitiva de SARM y poner estas importantes herramientas diagnosticas a
disposicion del sistema de salud nacional. Sin embargo, estos ensayos son costosos y de
dificil adquisicion, por lo que la confirmacion de SARM requiere una evaluacion detallada

de la confiabilidad y relacion costo-beneficio de las técnicas disponibles.
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En este estudio se utilizaron dos ensayos de difusién en agar y dos técnicas para la
deteccion de los determinantes de resistencia contra meticilina, con el fin de evaluar su
sensibilidad y especificidad analiticas. Los ensayos con discos o tiras de antibioticos son de
facil implementacion y estandarizacion, ya que los protocolos estdn ampliamente
normalizados y pueden ser aplicados en la mayoria de laboratorios clinicos. Todas las
pruebas de control de calidad realizadas para ambas técnicas estuvieron dentro de los
pardmetros establecidos, lo que validd los resultados obtenidos. No obstante, la correcta
identificacion de SARM utilizando los métodos convencionales es compleja y algunos
aislados son dificiles de clasificar ya que pueden aparecer susceptibles por un método y
resistentes o intermedios por otro. Es ampliamente aceptado que la deteccion de SARM en
el laboratorio por métodos de difusién en agar estd determinada por varios parametros
como temperatura, periodo de incubacion y densidad del indculo, asi como la concentracion
de sales en los medios de cultivo [Kloos WE, 1999].

En las pruebas de difusion en agar, se presentaron dos aislados SARM con fenotipos de
resistencia caracterizados por la formaciéon de halos de inhibicion atipicos alrededor del
disco de antibiotico, con abundantes colonias intrahalo llamados ‘“halos fantasma”
[BioMérieux SA, 2011]. Uno de ellos también present6 halo fantasma alrededor de la tira
E-test, y fue negativo para PBP2a y gen mecA, pero se consideré6 como un aislado SARM
con un mecanismo de resistencia distinto a la adquisicion plasmidica del casete
cromosomico mec (gen mecA). Una posibilidad es la produccién de un alto nivel de
betalactamasas, presente en las cepas conocidas como BORSA [De Lancastre H, 1991;
Kernodle DS, 1998; McDougal LK, 1986; Wilson M, 2007]. Alternativamente, este
fenotipo de SARM también podria deberse a la modificacion de otras proteinas de unién a

penicilina (PBP) tales como PBP1, PBP3 y PBP4 conocidas como cepas MODSA [Henze
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U, 1996]. En este caso la CMI obtenida para oxacilina indicé un alto nivel de resistencia,
mas consistente con un fenotipo MODSA, cuya confirmacion dependeria de pruebas de
genotipificacion. En estos casos, la correcta identificacion de este tipo de resistencia
proveeria una alternativa terapéutica adecuada.

El otro aislado resistente con halo fantasma, resulto positivo para PBP2a y gen mecA, sin
embargo presentd una baja CMI por E-test. Las colonias mostraron diversos tamafios, lo
cual se ha descrito en aislados con resistencia heterogenea a los antibidticos [Marlowe E,
2001]. Este tipo de aislados es susceptible a bajas concentraciones de oxacilina y solo una
pequefia fraccion de la poblacion manifiesta resistencia fenotipica, por lo que su deteccion a
nivel de los laboratorios clinicos puede pasar inadvertida, y facilitar su diseminacion
intrahospitalaria [Marlowe E, 2001]. De acuerdo con la clasificacion de Tomasz, los
aislados SARM heterogéneos de clase 1, expresan el gen mecA y poseen una CMI entre 1.5
y 3 pg/ml, lo que concuerda con el fenotipo encontrado en este estudio [Gil M, 2000;
Hartman BJ, 1986; Wilson M, 2007]. Por consiguiente, para su correcta identificacion se
requiere de la implementacion de pruebas adicionales como aglutinacién por latex para
PBP2ay PCR.

La técnica de aglutinacion en latex para la deteccion de la PBP2a, fue desarrollada en la
década de los 90 con el objetivo de crear una prueba mas répida para la deteccion de
resistencia a meticilina [Jafri A K, 2000; Van Griethuysen A, 1999]. Desde el afio 2002, el
CLSI recomendo su uso en caso de no tener técnicas moleculares disponible, ya que ha
demostrado un excelente rendimiento como prueba complementaria para la deteccion de
SARM, destacando su facilidad y rapidez para la obtencion de resultados, en comparacion

con otras metodologias disponibles [Ulloa MT, 2001].
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En el presente estudio se obtuvo una excelente sensibilidad y especificidad de la prueba de
aglutinacion en latex, tal como se ha observado en otros estudios [Felten A, 2002; Marriott
D, 1999; Swenson JM, 2005; Velasco D, 2005]. Los resultados mostraron reacciones
intensas durante el tiempo establecido y fueron comparables con las cepas control,
obteniéndose altos porcentajes de correlacion con los métodos implementados en este
estudio. Para la interpretacion de resultados, se requiere de personal capacitado que puedan
brindar resultados 6ptimos y confiables.

El PCR para la deteccion del gen mecA ha sido considerado como el método de referencia
para la determinacion de SARM [Chambers H, 1997]. En este estudio se implementd por
primera vez en el pais esta técnica de diagndstico molecular para detectar dicho
determinante de resistencia a partir de aislados clinicos, y de encontrar posibles cambios en
el patron molecular que se reflejaran en la expresion fenotipica. En otros paises del area
centroamericana se ha incorporado este ensayo como apoyo diagndstico y confirmacion de
la presencia de SARM en muestras clinicas (Cristian Pérez, comunicacion personal). El
desarrollo de ensayos para la deteccion de maltiples genes en un solo paso brinda ventajas
adicionales como rapidez y validacion simultanea de los protocolos de reaccion, tal como
se observo en este estudio. Asimismo, se han desarrollado PCR mudltiples para la deteccion
de regiones hipervariables del casete cromosémico estafilococico con el objetivo de
investigar el posible origen de la cepa aislada, para investigar brotes epidémicos por los
diversos clones pandémicos que han aparecido en el mundo y para determinar el perfil de
resistencia a los antimicrobianos betalactamicos y no betalactdmicos determinados por
plasmidos, transposones y secuencias de insercion [Aires de Sousa M, 2004].

Todos los métodos utilizados para la deteccion de resistencia tuvieron una excelente

sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo, ademas de
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una excelente correlacion entre técnicas fenotipicas. Por esta razén, es posible sugerir una
combinacion de al menos dos de estas técnicas para la identificacion de aislados SARM.
Por ejemplo, el uso del método de Kirby-Bauer con una prueba complementaria como la
aglutinacion en latex para PBP2a podria ser una buena alternativa diagndstica para
laboratorios con volumenes pequefios a medianos de muestras positivas por SARM.
Asimismo, la combinacién de E-test con la deteccion del gen mecA provee informacion
mas completa de la resistencia a meticilina, apta para laboratorios de hospitales grandes y
centros de referencia nacionales. Ademas, todas son herramientas valiosas para la adecuada
vigilancia epidemioldgica, control de la diseminacion y de eventuales brotes por este tipo
de cepas.En el presente trabajo también se planted determinar la posible presencia de
aislados SAIV y SARV, ya que su aparicion se ha relacionado con el uso progresivo e
indiscriminado de la vancomicina a nivel hospitalario [Betancourt A 2006]. Esto tiene un
importante impacto debido a su estrecha relacion con fallos terapéuticos a nivel clinico.La
vancomicina fue introducida y aprobada por la FDA hace 50 afios, y junto con la
teicoplanina pertenece al grupo de los glicopéptidos, los cuales estan indicados como uno
de los ultimos recursos terapéuticos a nivel mundial para tratar las infecciones causadas por
SARM y otros microorganismos Gram positivos [Betancourt A 2006].

A pesar que el CLSI no tiene criterios de interpretacion para Kirby-Bauer, se han observado
en los reportes de cepas de SARV detectadas alrededor del mundo, que presentan pequefios
halos de inhibicion alrededor del disco y por tal razén se incluyd esta técnica como
tamizaje en el presente estudio [Pattel J, 2002]. Se han aislado en el mundo un mayor
numero de infecciones causadas por SARM con susceptibilidad intermedia a la
vancomicina, conocidas también como cepas SAIV, detectadas por su valor de CMI

[Marlowe E, 2001]. Ninguno de los aislados SARM obtenidos en este estudio mostrd
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caracteristicas compatibles con aislados SARV o SAIlV, tal como sucede en casi toda
América Latina, donde solamente en Brasil se han reportado este tipo de cepas hasta la
fecha [Centers for Disease Control and Prevention, 1997b; Chang S, 2003; Denis O, 2002;
Kim MN, 2000; McManus J, 1999; Oliveira GA, 2001; Saderi H, 2005].

Por otra parte, se han reportado casos de SARM con resistencia intermedia a vancomicina
heterogénea (SAIVh) con valores tan bajos de CMI que podrian ser considerados como
aislados susceptibles [Hiramatsu K, 1997; Tenover FC, 2001]. Desde el afio 2001 se
informaron en Australia los primeros hallazgos de SAIVh, y desde entonces se han
incrementado los reportes de este tipo de cepas, encontrdndose casos en Japon, Francia,
Corea del Sur, Tailandia e Israel entre otros [Gosbell IB, 2003; Howden B, 2010].

El fenotipo SAIVh puede ser detectado en cepas con CMI tan bajas como 0.5 y hasta 2
pg/ml [Leonard SN, 2009; Tenover FC.and Moellering RC, 2007]. Como se mostro en este
estudio, se encontraron 3 aislados SARM con posibles fenotipos SAIVh. Estos hallazgos
coinciden con varios estudios donde se ha encontrado desde 30% hasta un 50% de los
aislados SARM que presentaron CMI de vancomicina de 2 pg/ml [Horne KC, 2009; Musta
AC, 2009]. Sin embargo, no fue posible confirmar los resultados obtenidos, ya que las
técnicas utilizadas para asegurar la presencia del fenotipo SAIVh son muy costosas y de
dificil implementacion. La prueba de referencia es el analisis del perfil poblacional del area
bajo la curva (PAP-AUC), utilizando concentraciones crecientes de antibiotico [Leonard
SN, 2009; Wootton M, 2001 ]. Un método alternativo para la deteccion de estas cepas es el
E-test GRD, que consiste en una tira doble de concentraciones crecientes de vancomicina y
teicoplanina. Los criterios de interpretacion para SAIVh por este método son una CMI de
vancomicina < 4 ug/ml y CMIs de vancomicina y teicoplanina > 8 pg/ml [Leonard SN,

2009].
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De igual forma, varios autores que han estudiado la relacion entre la CMI a vancomicina de
cepas SARM vy la eficacia del tratamiento con glicopéptidos, han reportado que cuando la
CMI se incrementa de 0,5 a 2 pg/ml, aumentan las posibilidades de falla terapéutica,
aunque las cepas sigan siendo clasificadas como susceptibles. Por lo tanto, concluyen que
una CMI a vancomicina de 2 pg/ml es un predictor de respuesta pobre a la terapia con
vancomicina [Sakoulas G, 2004; Tenover FC.and Moellering RC, 2007; Traverso F, 2010].
Es necesario completar los andlisis de los aislados sospechosos de SAIVh para confirmar su
fenotipo y asociarlos con la evolucion clinica y terapéutica de los pacientes.

Existen otras alternativas terapéuticas que se podrian considerar y evaluar en caso de
pacientes infectados por SARM vy con susceptibilidad disminuida a la vancomicina, tales
como trimetroprim-sulfametoxasol, minociclina, rifampicina, disponibles en el pais.
Ademas estdn las drogas mas nuevas como tigeciclina, linezolid, daptomicina y
quinupristina/dalfopristina, que ain no han sido incorporados dentro del cuadro basico de
medicamentos en los hospitales donde se realizO este estudio [Traverso F, 2010].
Finalmente, existen nuevas cefalosporinas antiestafilocdccicas desarrolladas para combatir
las infecciones causadas por SARM que tienen una alta afinidad por la PBP2a [Banerjee R,
2008].

El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) ha
publicado una guia para la prevencion y control de las infecciones causadas por SARM,
SAIV y SAIVh. Esta guia aconseja disminuir el uso indiscriminado de vancomicina, asi
como la participacion activa del personal de los laboratorios en la implementacion de los
métodos necesarios para la identificacion y monitoreo permanente de cepas con

susceptibilidad disminuida a vancomicina [CDC, 1997].
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Capitulo 6: Conclusiones

1.

De todos los aislamientos de Staphylococcus aureus obtenidos en este estudio, 15.83%
fueron resistentes tanto a oxacilina como a meticilina y cefoxitina., 14% de resistencia
en el Hospital Escuela y 17.9% en el IHSS, por lo que los pacientes infectados con la
bacteria resistente a dichos farmacos no podrian responder a dicho tratamiento y
probablemente requieran de otro tipo de antibioticos como la vancomicina.No se
observo diferencias entre la difusion en disco con los 3 antibidticos betalactdmicos
probados. (oxacilina, meticilina y cefoxitina), por lo que dicha técnica es fundamental
para la deteccion de susceptibilidad/resistencia a los antibioticos probados.Los
aislamientos SARM en su mayoria provenian de pacientes hospitalizados y solamente
un aislamiento provenia de consulta externa. Asimismo, de los 15 aislamientos
resistentes, 10 fueron obtenidos a partir de infecciones de piel y tejidos blandos, y
cinco provenian de infecciones sistémicas

De los 15 aislamientos resistentes, 14 presentaron el mecanismo de resistencia mediado
por el gen mecA y por la proteina PBP2a, y solo un aislamiento presentd un
mecanismo diferente de resistencia.

Se presentd una alta concordancia entre las distintas pruebas efectuadas, y todas
mostraron sensibilidad y especificidad superior al 90%.

No se observo resistencia total ni intermedia a vancomicina.
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Capitulo 7: Recomendaciones

1. Realizar los controles de calidad establecidos por el CLSI para la correcta elaboracion de
pruebas de difusion en agar.

2. Utilizar al menos una prueba fenotipica de susceptibilidad en conjunto con la prueba de
aglutinacion en latex o PCR para la deteccién de SARM.

3. Utilizar las tiras E-test ya que generan CMI més exactas.

4. Genotipificar los aislados SARM para obtener mayor informacion sobre el tipo de casete
cromosémico y su adquisicion, el origen clonal y la resistencia a otras drogas.

5. Ejecutar estudios prospectivos a largo plazo, que incluyan mayor nimero de muestras,
que incluyan vigilancia diaria de las muestras que llegan al laboratorio de microbiologia
y cultivos de control de los pacientes trasladados de otro centro de salud con riesgo de
SARM elevado.

6. Realizar estudios de portadores asintomaticos de SARM a nivel hospitalario y
comunitario.

7. Realizar monitoreos para vigilancia de aislados SARM con susceptibilidad reducida a la
vancomicina con el fin de identificar y confirmar la posible circulacion de SAIVh.

8. Llevar a cabo estudios de la presencia de SARM en alimentos, especialmente en

productos lacteos, como ha sido reportado en estudios realizados.
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Anexo 1.1

Procedimiento Operativo Estandar (POE) para la recoleccion, transporte y
almacenamiento de muestras.

V.

Objetivo

En el presente POE se explican los procedimientos para la recoleccion,
transporte y almacenamiento de los aislamientos clinicos de Staphylococcus
aureus que fueron utilizados para llevar a cabo el presente estudio, los cuales
provenian de 2 de los principales centros hospitalarios de la ciudad de
Tegucigalpa, Honduras; Hospital Escuela (HE) e Instituto Hondurefio de
Seguridad Social (IHSS).

Responsabilidad:

El cumplimiento de los siguientes procedimientos para recoleccion, transporte y
almacenamiento de los aislamientos clinicos, es obligatorio para el personal
involucrado en esta investigacion.

Definiciones
Skim milk: Leche descremada, se prepara al 10% para almacenamiento de
bacterias, debe de ser autoclaveada a 121°C durante 5 minutos.

Materiales y equipo:

Hielera o caja especial para almacenamiento de las placas que contenian los
aislados bacterianos.

Cinta adhesiva.

Marcadores

Asas bacterioldgicas

Viales estériles

Skim milk al 10% estéril

Cajas para almacenamiento de viales

Pipetas y puntas estériles

Procedimiento:

Recoleccion, transporte y almacenamiento de las muestras.

1. Los aislamientos bacterianos de Staphylococcus aureus fueron recolectados los dias

martes

y jueves de cada semana, hasta recolectar 96 aislamientos clinicos, en un

periodo correspondiente de octubre del 2010 a enero del 2011.

2. Los aislamientos clinicos, que se encontraban sembrados en placas de gelosa sangre al
5%, previo a ser entregados, fueron identificados mediante el sistema automatizado
Vitek 2 compact (BioMérieux, Francia).Las placas fueron selladas con cinta adhesiva y
debidamente rotuladas.Las placas conteniendo los aislamientos clinicos fueron selladas,
rotuladas y colocadas en una hielera, para luego ser trasladadas al laboratorio de
investigacion de la Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoonéticas (MEIZ) de la
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Universidad Nacional Auténoma de Honduras (UNAH), a cada uno de los aislamientos
clinicos se les asign6 un codigo de identificacion; SA-HE para los aislamientos
provenientes del Hospital Escuela y SA-IHSS para los aislamientos provenientes del
Instituto Hondurefio de Seguridad Social. Posteriormente, los aislados fueron
resembrados en placas de gelosa sangre al 5% e incubadas a 37 °C por 24 horas.Una
vez transcurridas las 24 horas de incubacion y el tiempo en que se lleva a cabo la
identificacion de los aislamientos clinicos, estos han sido almacenados en un
refrigerador a 7 °C , asimismo las placas facilitadas en los hospitales de referencia
fueron desechadas (ver desechos de material bioinfeccioso).

Los aislamientos fueron almacenados por triplicado en leche descremada estéril de la
siguiente manera:

1. Con la ayuda de una micropipeta con punta estéril, se tomaron 500 pl de leche
descremada estéril y se colocaron en un vial de plastico esteéril.

2. Con un asa bacterioldgica, se tomo suficiente cantidad del aislamiento clinico de
Staphylococcus aureus y se almacendé en el vial que contenia la leche
descremada.Los viales se rotularon debidamente, y fueron colocadas dentro de una
caja de cartdn y se almacenaron en refrigeracion hasta su nuevo uso.

Anexo 1.2

Procedimiento operativo estdndar para el uso correcto del equipo

Objetivo:
En este POE se describe el uso correcto del equipo del laboratorio como son:
Cabina de bioseguridad y autoclave.

Responsabilidad:
El cumplimiento de los siguientes procedimientos es obligatorio para todo el
personal que labore en el laboratorio de investigacion de Enfermades
Infecciosas y Zoondticas (MEIZ).

Definiciones:
NaClO: Hipoclorito de sodio

V. Materiales y equipo:

Agua destilada

Guantes resistentes al calor

Cinta testigo

Bolsas rojas de bioseguridad resistentes al calor
Etanol al 70%

NaClO al 1%
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V.

Procedimiento

Cabina de seguridad bioldgica: Desinfeccion y uso.

1.

O Noa

©

11.

12.
13.

14.
15.
16.
17.

18.

19.

20.
21.
22.
23.

Al iniciar el trabajo, desinfecte la cabina de seguridad biologica con NaCIO al 1%
durante 30 minutos, posteriormente elimine el NaCIO con etanol al 70% de
preparacion reciente, y deje secar.

Activar la luz ultravioleta durante 15 minutos.

Una vez desinfectada la cabina de seguridad bioldgica:

Levante despacio la cortina hasta que la parte inferior de la misma esté alineada con
el indicador ubicado en el lado izquierdo del &rea de trabajo.

Encienda la luz blanca y el flujo laminar, si es que la cabina no tuviera activado el
modo Smart — Start.

Deje que la cabina funcione durante 5 minutos.

Lave sus manos y brazos intensamente con jabon germicida.

Pdngase la bata y los guantes, si fuera necesario pongase los lentes 0 mascara.
Levante la cortina, solo meta los materiales que necesita para su procedimiento. No
sobrecargue la cabina.

No obstruya las rejillas de aire frontales, laterales o traseras.

. Cierre lentamente la cortina hasta que se encuentre en la posicién correcta para

operar.

Después de cargar la cabina espere de 2 a 3 minutos para eliminar todos los
contaminantes en el area de trabajo.

Mantenga todos los materiales al menos 10 centimetros alejados de la cortina.
Realice todas las operaciones sucias o contaminadas tan lejos de la cortina como sea
posible.

Separe los materiales limpios de los contaminados dentro del area de trabajo.

No use mechero. Use incineradores eléctricos.

Evite usar técnicas o procedimientos que interrumpan el flujo interno de aire

Al finalizar el trabajo: La cabina debe mantenerse encendida durante 2 0 3 minutos
para liberar el interior de contaminantes.

Para sacar los materiales y el equipo de la cabina: los objetos que tuvieron contacto
con el material contaminado deben ser desinfectados en la superficie antes de ser
retirados de la cabina. Esto incluye los guantes.

Todas las gradillas, recipientes deben ser cubiertos antes de ser retirados de la
cabina.

Limpie la superficie interna de la cabina con etanol al 70% y permita que se seque.
Descarte los guantes apropiadamente.

Lavase las manos y antebrazos a profundidad con jabon germicida.

Baje la cortina para apagar la luz blanca y el flujo laminar. Active nuevamente la
luz ultravioleta durante 15 minutos.
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Anexo 1.3

Procedimiento Operativo Estdndar para eliminacion de desechos:

V.

V.

Objetivo:
Con este POE se describe detalladamente el proceso para desinfeccion
del equipo utilizado, asimismo el control de derrames bioinfecciosos.

Responsabilidad:
El cumplimiento de estos procedimientos es obligatorio para todo el
personal que labore en el Laboratorio de Investigacion de Enfermedades
Infecciosas y Zoondticas (MEIZ).

Definiciones
NaClO: Hipoclorito de sodio

Materiales y equipo:
Papel toalla
Solucién de NaClO al 1%
Solucion de etanol al 70%
Rociadores
Bolsas rojas de bioseguridad
Guantes de latex
Gabacha manga larga
Lentes protectores

Procedimiento:

Eliminacion de desechos

1. En el caso de placas de Petri donde fueron elaboradas las resiembras bacterianas

(Staphylococcus aureus) o antibiogramas, colocarlas dentro de una bolsa roja,
asegurarse de que la bolsa quede bien amarrada y esterilizar en el autoclave a 121
°C durante 15 minutos.

Cuando esté el producto esterilizado, asegurarse bien que el contenido dentro de la
bolsa no elimine liquido o alguna sustancia, colocarla dentro de la bolsa de basura
comdn. Es importante que durante este proceso se utilicen todas las medidas de
bioseguridad necesarias como ser el uso de gabacha manga larga, guantes de latex,
guantes resistentes al calor y mascarilla debido a que el olor emitido por el producto
autoclavado es desagradable.

En el caso de portaobjetos donde se realizaron las coloraciones de Gram o pruebas
de catalasa, colocarlos dentro de un recipiente que contenga NaClO al 1% a modo
que se sumerja todo el portaobjeto en el desinfectante.(dejarlo 30 minutos como
tiempo minimo), autoclavear los portaobjetos. Lavar el material con agua y
detergente comun. En caso de ser necesario limpiarlos con etanol al 70% debido al
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residuo que deja el aceite de inmersion, esto ultimo se realiza en aquellos
laboratorios donde los portaobjetos son re-utilizables.

En caso de las puntas y pipetas Pasteur que se quieran descartar, colocarlas dentro
de un recipiente que contenga una solucion de NaClO al 1%, luego someter estas
puntas en una bolsa roja de bioseguridad, asegurarse de que la bolsa quede bien
amarrada y esterilizar en la autoclave a 121 °C por 15 minutos. Cuando esté el
producto esterilizado, asegurarse bien que el contenido dentro de la bolsa no elimine
liquido u otra sustancia, colocarla dentro de la bolsa de basura comun.

Si las puntas o pipetas se quieren reutilizar, colocarlas dentro de un recipiente que
contenga una solucién de NaClO al 1%, luego lavarlos con detergente y jabon y
colocarlos en un recipiente resistente al calor y esterilizar en el autoclave a 121 °C
durante 15 minutos. Almacenarlas en un lugar limpio y seco.

Los tubos de ensayo que contienen suspensiones bacterianas, esterilizarlos en la
autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Posteriormente, lavar con detergente y agua
hasta eliminar todo los residuos. Una vez que estén lavados y secos, esterilizarlos
nuevamente en la autoclave dentro de una bolsa especial a 121 °C durante 15
minutos y almacenar en un lugar limpio y seco.

Los hisopos contaminados, y las tarjetas de reaccion que fueron utilizados para
realizar los antibiogramas y las pruebas de aglutinacion, colocarlos dentro de una
bolsa roja de bioseguridad y autoclavear a 121 °C durante 15 minutos. Desechar en
basura comdn.

Siempre es importante recordar que debemos utilizar todas las medidas de
bioseguridad necesarias para evitar y prevenir accidentes en el laboratorio como ser
uso de gabachas manga larga, guantes de latex, mascarilla y de ser necesario lentes
de proteccion.

Lavarse las manos y los antebrazos al terminar el trabajo.

Anexo 1.4

Procedimiento Operativo Estandar para el Control de Derrames

Objetivo:
Con este POE se describe detalladamente el proceso para desinfeccion del
equipo y control de derrames bioinfecciosos.

Responsabilidades:
El cumplimiento de estos procedimientos es obligatorio para todo el personal
que labore en el Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Infecciosas y
Zoondaticas (MEIZ).

Definiciones:
NaClO: Hipoclorito de sodio
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Materiales y Equipo:

Papel toalla

Solucion de NaClO al 1%

Solucién de etanol al 70%

Rociadores

Bolsas rojas de bioseguridad

Rotulos de precaucion

Libreta de apuntes de accidentes y derrames
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V.

Procedimiento

En caso de derrames fuera de la cabina de bioseguridad:

1.

Colocar una toalla limpia o papel toalla sobre el derrame bioinfeccioso, rociar una
solucién de NaClO al 1% del centro a la periferia, dejar que este desinfectante actué
durante 30 minutos, posteriormente limpiar el sitio de derrame, y agregar etanol al
70%, limpiar nuevamente. Colocar el papel toalla que utilizé para la limpieza del
material bioinfeccioso en una bolsa roja de desechos. Para mayor proteccion utilizar
guantes de latex y mascarilla N95 para prevenir aerosoles.Cuando haya un derrame
de material bioinfeccioso: Colocar un rotulo de precaucion y apuntarse en la libreta
de control de accidentes y derrames.

En caso de derrames dentro de la cabina de seguridad bioldgica:

1.

Si se derrama algo durante el procedimiento, todos los objetos en la cabina deben
ser descontaminados antes de sacarlos. Desinfecte profusamente el area de trabajo
mientras se estd en operacion (flujo de aire), para prevenir la salida de
contaminantes fuera de la campana.

Puede colocar un pedazo de papel toalla sobre el derrame y rosear una solucién de
NaClO al 1%, dejar que la solucidén ejerza su efecto durante un tiempo minimo de
30 minutos. Limpiar y con la ayuda de etanol al 70% terminar la desinfeccion.

Es importante mantener SIEMPRE dentro de la cabina de seguridad bioldgica un
recipiente con etanol al 70%. Ese recipiente no debe de sacarse JAMAS de la
cabina, con esta solucion descontaminamos el area de trabajo y los guantes que
estamos utilizando previo a ser desechados.

Anexo 1.5

Procedimiento Operativo Estandar para el correcto uso de Equipo de Proteccion
Personal.

Objetivo

En este POE se describe detalladamente el uso del equipo de proteccion
personal,

Responsabilidades

El cumplimiento del presente procedimiento es obligatorio para todo el personal
que labora en el laboratorio de investigacién de enfermedades infecciosas y
Zoondaticas (MEIZ).

Definiciones

EPP: Equipo de Proteccion Personal.

Materiales y equipo:
Gabacha o bata manga larga
Guantes de latex

Lentes o gafas de proteccion
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V.

Procedimiento

Puesta del equipo de proteccion personal

1.

3.
4,

Bata: Cubra con la bata todo el dorso desde el cuello hasta las rodillas, los brazos
hasta la mufieca y doblela alrededor de la espalda, Atesela por detréas a la altura del
cuello y la cintura.

Mascara o respirador: Asegurese los cordones o la banda elastica en la mitad de la
cabeza y en el cuello. Ajustese la banda flexible en el puente de la nariz,
acomodesela en la cara y por debajo del menton y verifique el ajuste del respirador
Gafas: Coloquesela sobre la cara y los ojos y luego ajustela

Guantes: Extienda los guantes para que cubran la parte del pufio en la bata de
aislamiento.

Quitado del equipo de proteccion personal

1.

Bata: La parte delantera de la bata y las mangas estdn contaminadas, desate los
cordones, tocando solamente el interior de la bata, pasela por encima del cuello y de
los hombros, Voltee la bata al revés, Ddblela o enrollela y deséchela

Mascara o respirador: La parte delantera de la mascara o respirador esta
contaminada, no se debe tocar. Primero agarre la parte de abajo, luego los cordones
0 banda elastica de arriba y por ultimo quitese la méascara o respirador y arrojela en
el recipiente de desechos.

Guantes: El exterior de los guantes estd contaminado. Agarre la parte exterior del
guante con la mano opuesta en la que todavia tiene puesto el guante y quiteselo.
Sostenga el guante que se quitd con la mano enguantada. Deslice los dedos de las
manos sin guante por debajo del otro guante que no se ha quitado todavia a la altura
de la mufieca y quitese el guante de manera que acabe cubriendo el primer guante.
Arroje los guantes en el recipiente de deshechos.

Gafas protectoras: El exterior de las gafas protectoras o de la careta esta
contaminado, para quitarselas, tomelas por la parte de la banda de la cabeza o de las
piezas de las orejas y coléquelas en el recipiente designado para reprocesar
materiales o de materiales de desecho, usted lo puede ver todo lo anterior en el
siguiente esquema:
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SEQUENCE FOR DONNING PERSONAL

ROTECTIVE EQUIPMENT (PPE)
The type of PPE used will vary based on the level of

Isolation.

1. GOWN

= Fully cover torso from neck to knees, arms to end
of wrists, and wrop around the

m Fasten in back of neck and waist

§

MASK OR RESPIRATOR

Secure ties or elastic bands at middle of head
and nec!

Fit flexible band to nose bridge
it snug to face and below chin
Fitcheck respirator

[

GOGGLES OR FACE SHIELD
Place over face and eyes and adjust 1o fir

*

GLOVES
= Extend to cover wrist of isolation gown

USE SAFE WORK PRACTICES TO PROTECT YOURSELF

AND LIMIT THE SPREAD OF CONTAMINATION

Keep hands away from face
Limit surfaces touched
Change gloves when torn or heavily contaminated
Perform hand hygiene

recautions El
vired; e.g., Standard and Centact, Droplet or Airborne Infection

ECUENCIA PARA PONERSE EL EQUIP
DE PROTECCION PERSONAL (PPE)
ipo de PPE que se debe utilizar depende del nivel de precaucion

ue sea necesario; por ejemple, equipo Estandar y de Coniacio o
le Aislamiento de infecciones transportadas por gotas o por aire.

B

BATA

= Cubra con la bata todo el torso desde el cuslic
haska kas odillas, los brazos hasia muiieca y
dobleks alrededor de ka espalda

= Atessla por detras a la aliura del cuelle y la cintura

2. MASCARA O RESPIRADOR

m Asegirese kos cordonss o la banda elastica en la
mitad de ka caboza y en el cuslio

= Ajostese fa banda flexible en ef puents de la nariz
m Acomodeseks en ka cara y por debajo del menton
m Varifique of ajuste del respirador

3. GAFAS PROTECTORAS O CARETAS
= Coloquesela sobre ka cara y los ojos y ajosila

4. GUANTES
F

= Extienda fos guantes para que cubran ka parte del
pufic en la baks de aiskymien

UTILICE PRACTICAS DE TRABAJO SEGURAS PARA PROTEGERSE USTED
MISMO Y LIMITAR LA PROPAGACION DE LA CONTAMINACION

Manienga las manos alejadas de la cara

Limite el confacto con superficies

Cambie los si se de fadk inadk

o estan

Realice ko higiene de las manos

SEQUENCE F
PROTECTIVE EQUIPMENT (PPE)

Except for respirator, remove PPE at doorway or in antercom.
Remove respirator after leaving patient room and closing door.

1. GLOVES
= Outside of gloves is contaminated!

= Grasp oubide of glove with opposite gloved
hand; peel of

Hold removed glove in gloved hand

shide Flngsrs cf ungloved hand under remaining
love at wri

Paal glove oH aver first glove
Discard gloves in wasts container

N

. GOGGLES OR FACE SHIELD
Outside of goggles or face shield is
contaminated!

= TJo remove, handle by head band or

ear pieces.

= Place in designated receptade for

reprocessing or in waste container

GOWN
‘Gown front and sleeves are centaminated!
Unfasten ties

Pull away from neck and shoulders, fouching
inside of gown only

)

Turn gown inside out

Fold or roll into a bundle and discard

¥

MASK OR RESPIRATOR
Front of mask/respirator is contaminated —
DO NOT TOUCH!

‘Grasp boftom, then top ties or elastics and
remove

Discard in waste confainer

PERFORM HAND HYGIENE

MEDIATELY

R REMOVING PERSONA

ER REMOVING ALL PPE

SECUENCIA PA QUITARSE EL EQUJ‘P
DE PROTECCION PERSONAL

Con la excepcién del respirador, quitese el PPE en la erw‘rada de I
pueria o en ko anfesala. Quilese e respirador después de salir de la
habiodén del paciente y de cerrar ko puerta.

1. GUANTES

m El exterior de los guanies esta confaminado!

= Agarme la parte exterior del guante con la mano
opuasta en la que iodavia tiene puesio ol guanie
¥ quiteselo

B Sostengo el guanis que se quité con la mono

enguaniada

Deslice los dedos de la mane sin % wanie por

debajo ofro guante que no se ha quitado

todavia a la aliura de la muieca

= Quitese el guante de manera gue acabe
cubriendo &l primer guante

= Arroje los guantes en el recipiente de desheches

2. GAFAS PROTECTORAS O CARETA

m El exierior de kos gafas protectoras o da la
careta estd confaminado!

= Para quikirselos, Bmelas por la pare de ka banda
de o cabeza o de las piezas de las orsjas

- en el recipi i

ra
> ioles 0 da mawnokes do deshech

3. BATA

= jla parte delantera de la baw y las mangas
astdn contaminadas!

m Desate los cordones

m Jocando solamente el interior de lo bata, pasek
por encima del cuslic y de fos hombros

= Voliee ka bata al revés

= Dobleka o enrsliels y deséchela

4. MASCARA O RESPIRADOR
= = la parte dela
estt contaminada — [INO LA TOGUEr
m Primero agarre lo park de abajo, ego
cordones o banda elastica de arriba y por dﬁmo
quitese la méscara o raspira
m Amsjela en el recipiente de deshechos

EFECTUE LA HIGIENE DE LAS MANOS INMEDIATAMENTE DESPUI
DE QUITARSE CUALQUIER EQUIPO DE PROTECCION PERSONA

- e
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Anexo 1.6

Procedimiento Operativo Estandar para la elaboracion de medios de cultivo

V.

Objetivo :
En este POE se describen los pasos a seguir para la elaboracion de medios de
cultivo, gelosa sangre y agar Muller-Hinton.

Responsabilidades:
El cumplimiento del presente procedimiento es obligatorio para todo el personal
que labore para dicho proyecto.

Definiciones :
AMH: Muller-Hinton

Materiales y equipo:

Placas de petri

Agua destilada

Agar Columbia (base para gelosa sangre)

Agar MH

Espétulas

Balanza analitica

Erlenmeyer

Autoclave

Cabina de bioseguridad

V.

Procedimiento:

Preparacion de gelosa sangre

1.

w

Con la ayuda de una balanza analitica pesar en un erlenmayer con exactitud 37
gramos de agar Columbia, agregar 1000 ml de agua destilada.

Calentar hasta completa disolucion ya sea con la ayuda de un mechero o de una
estufa.

Esterilizar el medio de cultivo en un autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

Retirar el medio de cultivo con la ayuda de guantes resistentes al calor y dejar que el
medio de cultivo se enfrie hasta aproximadamente una temperatura de 55 °C.
Agregar 5 ml de sangre por cada 100 ml de medio de cultivo y agitar hasta a
homogenizacion.
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En un gabinete de seguridad bioldgica, vaciar 20 ml del medio de cultivo en las
placas de Petri y esperar a que el medio solidifique.

Incubar a 37 °C durante 24 horas las placas previamente preparadas.

Pasadas las 24 horas, revisar que la gelosa sangre no se encuentre contaminada, y
almacenar en refrigeracion.

Preparacion de agar Miller Hinton

1.

Hw

Con la ayuda de una balanza analitica pesar con exactitud en un erlenmeyer 38
gramos de AMH, agregar 1000 ml de agua destilada.

Calentar hasta completa disolucién ya sea con la ayuda de un mechero o de una
estufa.

Esterilizar el medio de cultivo en un autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

Retirar el medio de cultivo con la ayuda de guantes resistentes al calor y dejar que el
medio de cultivo se enfrie hasta aproximadamente una temperatura de 55 °C.

En un gabinete de seguridad bioldgica, vaciar 25 ml del medio de cultivo en las
placas de petri y esperar a que el medio solidifique.

Incubar a 37 °C durante 24 horas las placas previamente preparadas.

Revisar que el AMH no se encuentre contaminado, y almacenar en refrigeracion.
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Anexo 1.7

Procedimiento operativo estandar para el control de calidad del agar Muller-Hinton y
de los discos de antibidticos

V.

Objetivo :

En el presente POE se describe la elaboracion del control de calidad del AMH
previo a la elaboracion de las pruebas de susceptibilidad/resistencia a los
antimicrobianos.

Responsabilidades:

El cumplimiento del presente procedimiento es obligatorio para todo el personal
que labore para dicho proyecto.

Definiciones :

AMH: Agar Muller-Hinton

Oxa: Oxacilina

Met: Meticilina

Fox: Cefoxitina

Van: Vancomicina

Materiales y equipo:
AMH

Hisopos estériles

Solucion salina 0.85% estéril

Tubos de ensayo estériles

Pipetas y puntas estériles

Pinza estéril
Asa bacterioldgica

Incinerador

Escala de Mc-Farland

Discos de antibioticos: Ox, Met, Fox,Van

Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213

Cepa de Staphylococcus aureus CCGU36501

Cepa de Enterococcus Faecalis ATCC 29212

Cepa de Pseudomonas aeuroginosa ATCC 27853

Regla milimetrada

Procedimiento:

Control de calidad del agar Muller Hinton.

1.

2.

Preparar agar Miiller Hinton, medir pH a temperatura ambiente. El pH debe oscilar
entre 7.2y 7.4.

Medir la profundidad del AMH en la placa de petri. Este debe medir 4 mm % 0.5
mm.

Control de esterilidad.
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Determinacion de la presencia de timina y timidina.

1.

2.

Se inocula una placa de agar Miller Hinton con una suspension de Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) equivalente a una suspension de 0.5 de la escala de
Mcfarland, colocar un disco de trimetropin-sulfametoxazole (25 pg). Incubar a 37
°C por 24 horas.

El halo de inhibicién debe de ser >a 21 mm.

Determinacion de la presencia de iones divalentes

1.

2.

Se inocula una placa de agar Muller Hinton con una suspension de Pseudomonas
aeuroginosa (ATCC 27853) equivalente a una suspension de 0.5 de la escala de
Mcfarland, colocar un disco de gentamicina (10 pg). Incubar a 37 °C por 24 horas.
El halo de inhibicidn debe encontrarse entre un rango de 16 y 21 mm.

Control de calidad de discos de oxacilina, meticilina, cefoxitina y vancomicina.

1.

Se inocula una placa de agar Muller Hinton con una suspensién de Staphylococcus
aureus (ATCC 29213) equivalente a una suspension de 0.5 de la escala de
Mcfarland, colocar un disco de oxacilina (1pg), meticilina (5ug), cefoxitina (30ug)
y vancomicina (30pg) separados a una distancia de 25 mm. Incubar a 37 °C por 24
horas.

El halo de inhibicion del disco de oxacilina debe encontrarse entre un rango de 18 y
24 mm.

El halo de inhibicion del disco de meticilina debe encontrarse entre un rango de 17
y 22 mm.

El halo de inhibicion del disco de cefoxitina debe encontrarse entre un rango de 23-
29 mm.

El halo de inhibicién del disco de vancomicina debe encontrarse entre un rango de
17y 21 mm.

Para todas las lecturas de los discos de antibioticos se utilizan las tablas del CLSI.
[Cockerill FR, 2011].
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Anexo 1.8

Procedimiento Operativo Estandar para el aislamiento bacteriano; Técnica de
Frobisher

V.

Objetivo
En el presente POE se explica detalladamente el proceso para el aislamiento
bacteriano denominado: Técnica de Frobisher.

Responsabilidades:
El cumplimiento del presente procedimiento es obligatorio para todo el personal
que labore para dicho proyecto y para quienes trabajen con bacterias.

Definiciones:
Técnica de frobisher: técnica de aislamiento bacteriano.

Materiales y equipo:

Placas de petri (con medio de cultivo)
Asa bacterioldgica

Incinerador

Cabina de bioseguridad

Marcadores

Procedimiento:

Sembrado de bacterias mediante la técnica de frobisher

1.

N

Esterilizar un asa bacterioldgica de siembra por flameado en la llama de un mechero
o incinerador.

Introducir el asa bacterioldgica en el cultivo bacteriano y recoger de 2 a 3 colonias
Sembrar haciendo estrias sobre la superficie de un medio sélido en una placa Petri,
volver a esterilizar el asa

Tocar en la zona de la placa ya sembrada y hacer un segundo grupo de estrias en
una region nueva de la placa.

Repetir el proceso una tercera y una cuarta vez, hasta conseguir que los grupos de
células se diluyan y se separen células aisladas.

Incubar a 37 grados centigrados, durante 24 horas

[Murray P, 2005]
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Anexo 1.9

Procedimiento Operativo Estandar para la identificacion bacteriana

V.

V.

Objetivo
En el presente POE se describen 3 técnicas para la identificacion de
S.aureus: tincién de Gram, prueba de catalasa en placa y catalasa en tubo
y prueba de coagulasa en tubo.
Responsabilidades:
Estos procedimientos deben ser cumplidos por todo aquel personal que
labore para este proyecto.
Definiciones
NaCl: cloruro de sodio
H202: perdxido de hidrogeno
Materiales y equipo
Asas bacterioldgicas
Incinerador
Cabina de bioseguridad
Porta objetos
Agua destilada
Mechero y fdsforos
Kit de Gram: cristal violeta, lugol, alcohol-acetona, safranina
Aceite de inmersion
Microscopio electrénico
H202 3%
NaCl 0.85%
Caldo simple
Incubadora
Gradilla

Procedimiento

Tincién de gram

1.

w

~

Colocar sobre un portaobjetos limpio y debidamente rotulado, una gota de agua
destilada.

Con la ayuda de un asa bacterioldgica estéril, tomar de una a dos colonias de la
bacteria y colocarlas en la gota de agua destilada del paso anterior.

Fijar la bacteria en el portaobjetos con la ayuda de un mechero.

Cubrir la muestra previamente preparada con suficiente cantidad de cristal violeta
durante un minuto, eliminar el exceso con ayuda de abundante agua.

Cubrir la muestra con lugol durante un minuto, eliminar el exceso con abundante
agua.

Seguidamente agregar una mezcla de alcohol- acetona durante 3 segundos, eliminar
con abundante agua.

Cubrir la muestra con safranina y eliminar el exceso con agua.

Secar el portaobjetos con papel secante.

111



9. Agregar una gota de aceite de inmersion
10. Observar en un microscopio en un campo de 100X

11. Utilizar como control negativo una cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212

[Murray P, 2005]

Gram
Negativa

- /) C) Fijacion -

Gram Positiva

e )

A i P |
’~— Tratamiento con lugol ’- %‘V |
’- Descolorizacion ég:%j —,

' ‘ Tincién con safranina ’ -
) -

Prueba de catalasa presuntiva

1.

2.
3.

Colocar sobre un extremo del portaobjeto una gota de agua destilada y en el otro
extremo colocar una gota de peroxido de hidrogeno al 3%. Rotular debidamente.
Esterilizar un asa bacterioldgica con la ayuda de un mechero o de un incinerador.
Con el asa bacteriologica esterilizada tomar de una a dos colonias de un cultivo en
fresco de 24 horas de Staphylococcus aureus y colocarla en la gota de agua
destilada como se indica en el paso numero 1 y hacerlo de la misma forma con la
gota de H202 al 3%.

Se indicara positividad al ponerse en contacto la bacteria con el perdxido de
hidrdgeno.se observa efervescencia.

Utilizar como control negativo una cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212

Prueba de catalasa en tubo:

sw

Colocar aproximadamente 2 ml de caldo simple en un tubo de ensayo estéril.

Con la ayuda de un asa bacterioldgica esteril, tomar 1 o 2 colonias de un cultivo de
24 horas de S. aureus e inocularlas en el caldo simple del paso 1.

Incubar a 37 °C durante 24 horas.

Tomar 1 ml para la prueba de coagulasa y 1 ml para la prueba de catalasa en tubo.
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Agregar 5 gotas de H202 al 3%en el tubo de ensayo que contiene el caldo simple
con la bacteria..

Se indicara positividad al observarse desprendimiento de burbujas.

Utilizar como control negativo una cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212,
[Murray P, 2005]

Prueba de coagulasa en tubo

1.

2.

En un tubo de ensayo estéril, agregar 1 ml de caldo simple conteniendo la bacteria
previamente inoculada como se indica en el paso anterior.

En otro tubo de ensayo estéril, agregar % partes de solucion salina al 0.85% y %
parte de plasma humano.

Mezclar en otro tubo de ensayo estéril, 0.5 ml del inoculo preparado en el paso 1y
0.5 ml de la mezcla preparada en el paso 2.

Incubar a 37 °C durante 30 minutos.

La prueba es positiva al formarse un coagulo.

Si a los 30 minutos no se llegara a formar el codgulo, se deja incubando la muestra
durante 4 horas, si no se forma en 4 horas, dejar incubando durante 24 horas.
Utilizar como control negativo una cepa de Enterococcus facecalis ATCC 29212.
[Murray P, 2005]
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Anexo 1.10

Procedimiento Operativo Estandar para la determinacion de susceptibilidad a drogas.

V.

V.

Objetivo
En el presente POE se describen 2 técnicas para la determinacion de la
susceptibilidad/resistencia a drogas.

Responsabilidades

Los presentes procedimientos deben ser cumplidos por todo aquel personal que
labore para este proyecto.

Definiciones

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
AMH: agar Muller Hinton

NaCl: Cloruro de sodio

Oxa: Oxacilina

Met: Meticilina

Fox: Cefoxitina

Van: Vancomicina

Materiales y equipo

Placas de petri

AMH

Asa bacteriologicas

Incinerador

Cabina de bioseguridad

Hisopos estériles

Tubos de ensayo estériles

NaCl 0.85%

Discos de antibioticos: Oxa, Met, Fox, Van
Tiras de E-test: Oxa,Met

Escala de Mc-Farland

Pinzas estériles

Marcadores

Incubadora

Regla milimetrada

Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213
Cepa de Staphylococcus aureus CCGU36501

Procedimiento

Meétodo de difusion en disco

1. Con la ayuda de un asa bacteriolégica estéril, tomar de un cultivo en fresco de

Staphylococcus aureus, dos o tres colonias de la bacteria y suspender en un tubo de
ensayo que contenga una solucion salina al 0.85% (ambos estériles) Comparar la
turbidez con la escala de McFarland 0.5, la turbidez de ambos tubos debe de ser
equivalente.

Se prepara el inoculo al introducir un hisopo esteril en la suspension de la bacteria
dejando que se impregne del todo.
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E-test

Sacar el hisopo de la suspension y apretarlo varias veces contra la pared interna del
tubo para eliminar el exceso de suspension bacteriana.

Sembrar la placa en medio de Muller-Hinton, rotando el hisopo sobre toda la
superficie, siguiendo 3 direcciones que forman entre si un angulo obtuso o bien, en
seis direcciones, sembrando cada vez solamente la mitad de la placa, del centro
hacia la periferia.

Posteriormente se deja la placa sembrada cerca del mechero o en la cabina de
seguridad bioldgica con la tapa media abierta, durante 3 a 15 minutos. Se colocaran
los discos de oxacilina (1pug), meticilina (5ug), cefoxitina (30pg) y vancomicina
(30ug) sobre la superficie sembrada, ya sea manualmente con pinzas o mediante un
dispensador especial. Con las pinzas y con un aplicador de madera o algin otro
utensilio adecuado, apretar los discos sobre la superficie para que se adhieran a esta.
Los discos quedaran regularmente espaciados, aproximadamente a 25 mm uno del
otro y a 10 mm del borde. Colocar las placas en una incubadora a 37 °C, posicion
invertida, durante 18 a 24 horas.

Medir el didmetro de los halos de inhibicion con instrumento adecuado y se
comparara con los datos proporcionados por el CLSI.en este caso se comparan lo
halos de inhibicion formados alrededor del disco. [Bauer AW, 1966; Lawrence W,
1972].

Con la ayuda de un asa bacterioldgica estéril, tomar de un cultivo en fresco de
Staphylococcus aureus, dos o tres colonias de la bacteria y suspender en un tubo de
ensayo que contenga una solucion salina al 0.85% (ambos estériles) Comparar la
turbidez con la escala de McFarland 0.5, la turbidez de ambos tubos debe de ser
equivalente.

Se prepara el inoculo al introducir un hisopo estéril en la suspension de la bacteria
dejando que se impregne del todo.

Sacar el hisopo de la suspension y apretarlo varias veces contra la pared interna del
tubo para eliminar el exceso de suspension bacteriana.

Sembrar la placa en medio de Muller-Hinton, rotando el hisopo sobre toda la
superficie, siguiendo 3 direcciones que forman entre si un angulo obtuso o bien, en
seis direcciones, sembrando cada vez solamente la mitad de la placa, del centro
hacia la periferia.

Posteriormente se deja la placa sembrada cerca del mechero o en la cabina de
seguridad bioldgica con la tapa media abierta, durante 3 a 15 minutos. Se colocaran
las tiras de oxacilina y vancomicina sobre la superficie sembrada,con las pinzas y
con un aplicador de madera o algun otro utensilio adecuado, apretar las tiras sobre
la superficie para que se adhieran a esta.

Las tiras quedaran regularmente espaciados, y colocadas de manera invertida.
Colocar las placas en una incubadora a 37 °C, posicion invertida, durante 18 a 24
horas.

Con la ayuda de una regla, medir el diametro de la elipse formada y se compara con
los datos proporcionados por el CLSI.En este caso se compara con los datos de CMI
[BioMérieux SA, 2011].
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Anexo 1.11

Procedimiento Operativo Estdndar para la determinacion de la proteina PBP2a

agblrwn

Objetivo:

En el presente POE se explica en detalle la determinacién de la proteina PBP2a
en aquellos aislados con resistencia a betalactdmicos.

Responsabilidades

Este procedimiento debera cumplirse por todo aquel personal que labore en
dicha investigacion.

Definiciones

PBP2a: Penicilin Binding Protein, Proteinas de Union a Penicilina.

Materiales y equipo

Asas bacterioldgicas

Incinerador

Camara de bioseguridad

Viales estériles

Bafio maria

Kit de reactivos para la deteccion de la PBP2a, Oxoid®

Puntas estériles

Pipetas

Procedimiento

Suspender de 3 a 5 colonias de un cultivo en fresco de 24-48 Horas en cuatro gotas
del reactivo de extraccion # 1 y someter a 100 °C durante 3 minutos.

Dejar enfriar a temperatura ambiente y afiadir una gota del reactivo # 2.

La suspension debe centrifugarse a 3,000 rpm durante 5 minutos.

Mezclar 50 pl del sobrenadante con una gota del latex sensibilizado.

Una aglutinacion positiva durante los primeros 3 minutos indica la presencia de la
PBP2a.

Se utilizé como control negativo una cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213
y como control positivo la cepa de Staphylococcus aureus ATCC CCGUG36501.
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Anexo 1.12

Procedimiento Operativo Estandar para la deteccion del gen mecA

V.

Objetivo:

En el presente POE se explica detalladamente la deteccion del gen mecA en
aquellos aislados resistentes a betalactamicos

Responsabilidades

Este procedimiento debera cumplirse por todo aquel personal que labore en
dicha investigacion.

Definiciones

Cebadores: es una cadena de acido nucléico o de una molécula relacionada que
sirve como punto de partida para la replicacion del ADN.

Materiales y equipo

Asas bacterioldgicas

Incinerador

Céamara de bioseguridad

Viales estériles

Bafio maria

Kit de reactivos para la deteccion del gen mecA

Cebadores

Solucion salina

Puntas estériles

Pipetas

Agarosa

Agua destilada

Termociclador

Balanza

Espatulas

Céamara electroforética

Procedimiento

La extraccion del ADN bacteriano se realiza de la siguiente forma (de acuerdo a los
procedimientos de Boom y colaboradores

Extraccion de acidos nucleicos por el método de Boom [Boom R, 1990].

asrONE

Colocar 20 pl de silica en un tubo con capacidad de 1.5 ml.

Anadir 500 ul de buffer L6 en cada tubo.

Afadir 100 pl de la muestra (incluir control positivo y control negativo)
Homogenizar en vortex y colocar 30 minutos en agitador orbital

Homogenizar en vortex, centrifugar a 12,000 rpm durante 1 minuto y descartar el
sobrenadante con NaOH al 10 M.

Lavar 2 veces con 500 pl del buffer L2 y homogenizar en vortex y centrifugar a
12,000 rpm durante 1 minuto, descartar el sobrenadante en un recipiente con NaOH
al 10 M.
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7. Lavar 2 veces con 500 pul de etanol al 70% frio a 4°C, homogenizar en vortex y
centrifugar a 12,000 rpm durante 1 minuto, Descartar el sobrenadante.

8. Adicionar 500 pl de acetona fria a 4, homogenizar y centrifugar por 1 minuto a
12,000 rpm. Descartar cuidadosamente el sobrenadante.

9. Incubar en bloque térmico a 56 °C durante 15 minutos con las tapas de los tubos
abiertos.

10. Re suspender la silica con 60 pl con agua libre de nucleasas, homogenizar en
vortex. Incubar a 56°C durante 15 minutos con las tapas de los tubos cerrados para
la elucion de los acidos nucleicos. Agitar en vortex, centrifugar a 10,000 rpm por 2
minutos.

12. Extraer cuidadosamente el sobrenadante aproximadamente 50 pl.

13. Guardar los acidos nucleicos extraidos en congelador a -20 °C por 24 horas o a -70C
por tiempo indefinido.

14. Utilizar como control negativo para la deteccion del gen mecA la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 29213 y como control positivo la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC CCUG36501.

Los cebadores utilizados corresponden a 2 regiones altamente conservadas del gen
ribosémico 16S de 370 pb:16S plus: 5°-AGG AGG TGA TCC AAC CGC A-3’ y 16S
minus: 5’-AAC TGG AAG AAG GTG AT-3’, y al gen mecA de 310 pb mecA plus 5’-
TGG CTA TCG TGT CAC AAT CG-3’ y mecA minus 5’-CTG-GAA-CTT-GTT-GAC-
CAG-AG-3’respectivamente. [Soloaga R, 2004]

Asimismo, 2 ul del ADN extraido se agregan a una mezcla que contiene: 200 uM
desoxinucleotidos trifosfato; 10 mM Tris (pH 8.3); 50 mM KCI; 1.5 uM MgCl,; 50 pmol
de cebadores y 1.25 U de Taq DNA polimerasa (Promega®).

La amplificacion se realiza en un termociclador de acuerdo al siguiente protocolo:
desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos a 94°C por 30 segundos,
56°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos, con una extension final a 72°C por 5
minutos. Los productos amplificados son separados mediante electroforesis en gel con
agarosa al 2% a 100 V por 30 minutos y tefiidos con bromuro de etidio, las bandas fueron
visualizadas en un transiluminador con luz ultravioleta. [Castellano-Gonzales, 2008]

Esta técnica es considerada como el método de referencia para la determinacion de la
resistencia a meticilina [Torufio., 2003]
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