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SINTESIS

Introduccion/Objetivos: Staphylococcus aureus es una causa importante de
infecciones neonatales de inicio en la comunidad, problematica que se agrava
ante la emergencia de aislados de la bacteria resistentes a meticilina (SARM)
como agente etiolégico. En Cuba existe poca informacion al respecto, por lo que
abordar aspectos microbiologicos de las infecciones por SARM de inicio en la

comunidad en neonatos resulta imprescindible en la practica pediatrica.

Materiales y Métodos: Estudio observacional de corte transversal realizado en el
periodo 2010-2013 en el Hospital Pediatrico “Juan Manuel Marquez” (HPJMM), en
el que se incluyeron 105 aislamientos responsables de infecciones neonatales por
SARM de inicio en la comunidad. Para la confirmacion de SARM se emplearon los
métodos de difusidn con discos de cefoxitina, microdilucién en caldo para oxacilina
y cefoxitina, y la prueba de latex Slidex MRSA Detection (Biomerieux, Francia).
Mediante reaccién en cadena de la polimerasa se determiné la presencia de la

Leucocidina de Panton Valentine (LPV).

Resultados/Discusion: Se demostré alta prevalencia de infecciones por SARM y
asi mismo se puso de manifiesto resistencia elevada a eritromicina (85,7%) y
ciprofloxacino (75,2%). La deteccion de un 16,2% de resistencia a gentamicina,
asi como un 13,3% a la clindamicina, constituye un signo de alarma. La
susceptibilidad para vancomicina ratifica la recomendacion de su empleo como
antimicrobiano de primera linea en el tratamiento. Los genes que codifican para la
LPV se detectaron en 87,5% de los aislamientos, lo que apunta a un origen

comunitario de las cepas.

Conclusiones: Las infecciones neonatales de inicio en la comunidad por SARM
productor de LPV son frecuentes en el HPJMM, lo que demanda la

implementacion de un sistema de vigilancia activa y control.
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I. INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es un microorganismo comensal y patdgeno, tanto de
humanos como de varias especies de animales (1). Constituye la especie mas
virulenta e importante desde el punto de vista clinico dentro del género. Debido a
su alto grado de patogenicidad es una de las principales causas de infecciones
nosocomiales y responsable de una amplia gama de entidades nosologicas, tales
como: lesiones superficiales de la piel y abscesos localizados en otros sitios,
artritis séptica, osteomielitis, endocarditis, sindrome del shock téxico, meningitis,

neumonias, infeccion del tracto urinario, entre otras (2).

Desde la descripcion clasica de la enfermedad estafilocécica y el reconocimiento
del papel de la bacteria en la formacion de abscesos, constituye uno de los
patdgenos mas significativos y versatiles de la especie humana, no solo por las
enfermedades que ocasiona, sino por lo compleja que se hace la terapéutica de
estas. Se sitla entre las bacterias con mayor capacidad de desarrollar resistencia
a los antimicrobianos a través de mdultiples mecanismos intrinsecos o adquiridos
(3-5).

El fendmeno de la resistencia en S. aureus se puso de manifiesto desde el mismo
inicio de la era antibidtica, cuando en 1946, solo dos afios después del uso
ampliado de la penicilina, emergieron las cepas productoras de betalactamasas;
pero es sin lugar a dudas la resistencia a la meticilina uno de los mecanismos de
mayor impacto clinico y terapéutico, pues significé un importante punto de inflexiéon

en el tratamiento de las enfermedades debidas a esta bacteria (3, 4).

Las infecciones por S. aureus resistente a meticilina (SARM) inicialmente se
incrementaron de forma rapida en el contexto de las infecciones asociadas con el
sistema sanitario. Posteriormente y a nivel internacional se reportan nuevas cepas
entre pacientes sin los factores de riesgo clasicos conocidos y con caracteristicas
moleculares distintas que le diferencian de las resistentes a meticilina asociadas a

los cuidados sanitarios (SARM-AH), denominadas SARM adquirido en la
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comunidad (SARM - AC), que afectan principalmente a individuos jovenes. Estos
informes alertan sobre la emergencia, rapida diseminacion y gravedad de este
microorganismo Yy enfatizan que es responsable en gran parte del incremento de la
carga de enfermedad observada en la ultima década. Algunos estudios sefalan
que es particularmente importante en la poblacién pediatrica y varian desde
infecciones de la piel y tejidos blandos a infecciones de las vias respiratorias
inferiores y de la circulacion sanguinea, y se asocian con una morbilidad
significativa y costos hospitalarios considerables. Se calcula que las personas
infectadas por SARM tienen una probabilidad de morir un 64% mayor que las
infectadas por cepas no resistentes (3, 4, 6-8).

A diferencia de lo que ocurre en poblaciones de adultos, varios estudios sefialan
una incidencia elevada de las infecciones invasivas en nifios pequefios, incluso
brotes en unidades de cuidados intensivos neonatales asociados tanto a SARM de
origen hospitalario como comunitario. Se reporta una tendencia al incremento de
las infecciones de comienzo tardio por SARM en neonatos previamente sanos en
varios paises, destacandose la presencia de infeccion materna recurrente y por
cepas productoras de Leucocidina de Panton Valentine (LPV), toxina a la que se
asocia una mayor virulencia, aunque no demostrada en todos los estudios. A

pesar de esto existen escasos reportes en este grupo de edad (8-12).

En Cuba, investigaciones conducidas por algunos grupos de trabajo proporcionan
datos que revelan la circulacién de SARM tanto en el ambiente hospitalario como
en la comunidad (13-15). Un estudio conjunto entre Holanda
(Hospital Canisius-Wilhelmina, Nijmegen) y Cuba (IPK y
Hospital “Hermanos Ameijeiras”), aborda la epidemiologia molecular de SARM y
revela cepas de origen comunitario como causa de infecciones asociadas a la
atencion sanitaria. Otra investigacion mas reciente que incluyé aislamientos de
SARM procedentes de cuatro hospitales cubanos evidenciéo la circulacion
predominante de cepas relacionadas genéticamente con el clon USA300 de
SARM-AC, principal agente de infecciones en los Estados Unidos (EUA) (16-18).
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Sin embargo, existe desconocimiento respecto a la incidencia de infecciones por
SARM entre la poblacion pediatrica cubana y en particular en la etapa neonatal, y
el peso de estas en la morbi-mortalidad neonatal. A la inexistencia de datos
validados nacionalmente acerca de la tasa de infecciones asociadas a la atencion
sanitaria y comunitarias por SARM se afiade la carencia de informacion para
definir si el nivel de control de estas esta en relacidon con las exigencias de las
recomendaciones internacionales (19, 20). Los patrones de resistencia a
antibioticos tampoco son conocidos mas alla de los datos obtenidos por cada uno

de los laboratorios de Microbiologia de los diferentes hospitales del pais.

Considerando todos estos antecedentes y el reporte de los primeros aislamientos
de SARM con susceptibilidad intermedia y resistente a la vancomicina en
Latinoamérica, en la presente investigacion se propone un acercamiento a la
situacion clinica y microbiolégica de las infecciones por SARM en neonatos
ingresados en el Hospital Pediatrico “Juan Manuel Marquez” (HPJMM). Estudios
previos en esta institucion revelan que la circulacion de SARM constituye una
problematica en aumento, pero no existen datos especificos de su prevalencia en

las infecciones neonatales (17, 21-24).

Para dar respuesta a esta interrogante se plantea una investigacion con los

siguientes objetivos:
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1.1. OBJETIVOS

1. Definir la prevalencia de infecciones neonatales por S. aureus resistente a la

meticilina en el Hospital Pediatrico “Juan Manuel Marquez”.

2. Determinar la susceptibilidad de los aislamientos de S. aureus resistente a la
meticilina responsables de infecciones neonatales a los antimicrobianos no

betalactamicos recomendados para el tratamiento.

3. Describir variables demograficas, clinicas y terapéuticas de las infecciones

neonatales por S. aureus resistente a la meticilina en el periodo de estudio.

4. Demostrar el predominio de aislados productores de Leucocidina de
Panton Valentine entre los aislamientos de S. aureus resistente a la meticilina
responsables de infecciones neonatales en el Hospital Pediatrico “Juan Manuel

Marquez”.
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Il. Marco Tebérico
2.1. Generalidades.

La denominacion del género Staphylococcus fue asignada por Ogston en 1883 y
deriva del griego staphylé (“en racimo de uvas”), debido a la morfologia que
adoptan las células en las tinciones que se realizan a partir de cultivos en medios
de agar. Agrupa 51 especies distintas y a su vez, S. aureus esta dividida en dos
subespecies: S. aureus subsp. aureus y S. aureus subsp. Anaerobius. En la
edicion de 1986 del Manual Bergey estaba incluido en la familia Micrococcaceae,
pero estudios genéticos ulteriores y el analisis quimio-taxondmico documentaron
su diversidad y lo reubicaron en la linea filogenética de
Bacillus/Lactobacillus/Streptococcus. La clasificacibn taxondémica de los

estafilococos quedé de la siguiente forma (2, 25):
- Dominio: Bacteria

- Filo XllI: Firmicutes

- Clase I: Bacilli

- Orden I: Bacillales

- Familia VIII: Staphylococcaceae

- Género I: Staphylococcus

Dentro del género, S. aureus es el mejor exponente de supervivencia y adaptacion
al medio ambiente debido a la gran capacidad para desarrollar resistencia a los
antimicrobianos y a la diversidad de factores que regulan su virulencia. Asi por
ejemplo, la resistencia antibidtica exhibida por linajes de S. aureus adaptados a
animales debe ser considerada una gran amenaza para la salud publica, pues
estos pueden adaptarse al hospedero humano. La transmision persona a persona

es la forma mas usual de diseminacion y ocurre a través del contacto con
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secreciones procedentes de lesiones en piel, descarga nasal o a través de las
manos (1).

S. aureus es un microorganismo ubicuo, con predileccion por la piel, glandulas
cutaneas y membranas mucosas de mamiferos. En el ser humano, coloniza la piel
y las mucosas de distintas localizaciones del cuerpo. El lugar mas frecuente de
colonizacion se encuentra en la parte anterior de las fosas nasales, seguidas del

area perineal-ingles, de la orofaringe y de las axilas (1).
2.2. Resistencia a la meticilina (oxacilina) en S. aureus.

En la mayoria de los aislamientos de estafilococos la resistencia a la oxacilina es
mediada por el gen mecA, que codifica para la proteina de union a la penicilina 2a
(PBP2a, también denominada PBP2"), que tiene baja afinidad de unidn a todos los
betalactamicos. Aislamientos con test positivo para mecA o PBP2a deben ser
reportados como resistentes a oxacilina. De igual modo, aislamientos resistentes a
oxacilina por Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), CMI de cefoxitina, o test de
difusién por disco de cefoxitina también deben ser reportados como resistentes a
la oxacilina. Los mecanismos no mediados por el gen mecA son raros, e incluyen

al nuevo gen homologo mecC (26) .
2.2.1. Evolucién de laresistencia a la meticilina en S. aureus.

Entre 1959-1960 se introduce y comercializa en Europa la meticilina, penicilina
semisintética que resiste la accién de la betalactamasa que degrada la penicilina.
Sin embargo, ya en 1961 aparecen los primeros aislamientos de SARM realizados
por Jevons y Knox en Inglaterra y dos afios mas tarde se produce el primer brote
epidémico de infeccion nosocomial en el Reino Unido. Después de una
diseminacion inicial durante los afios 60 decliné casi hasta cero en los afos 70,
para reaparecer a mediados de la década del 80 donde se produce una segunda
onda de infeccion que se extiende por los hospitales de Europa, Australia y EUA,

aunque con una distribucion desigual (7).
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A finales de los afios 80 se informan cepas de S. aureus en las que la resistencia
a meticilina se acompafa de resistencia a otros grupos antibiéticos, incluyendo
cloranfenicol, tetraciclina, macrolidos, lincosamidas, aminoglucosidos vy
fluoroquinolonas. En 1993 se notificaron infecciones por cepas de SARM sin
resistencia acompafante y entre individuos para los cuales no se identificaron
factores de riesgo; por ejemplo entre aborigenes australianos que habitaban en
comunidades lejanas y que no habian sido previamente hospitalizados.
Posteriormente, en 1999, se notificaron en EUA cuatro casos de niflos que

fallecieron con infecciones graves por SARM - AC (3, 4).
2.2.2. Bases moleculares de la resistencia a meticilina.

En respuesta a la terapia con betalactdmicos S. aureus adquiri6 dos
determinantes de resistencia: el gen blaZ que codifica para una betalactamasa
que confiere resistencia solo a las penicilinas y el gen mecA, de localizacion
cromosOmica y adquisicion exdgena. El control de la transcripcion de ambos
determinantes de resistencia es regulado por genes represores homologos (blal y
mecl) y genes reguladores de la sefial de transduccién (blaR1 y mecR1,
respectivamente). El sistema regulador bla interrumpe eficientemente la fuerte
represion mediada por mecl sobre mecA, permitiendo la expresion Optima de la

resistencia (27, 28).

La transcripcién del gen mecA se produce cuando el betalactdmico llega a la
célula y se une al receptor-dominio de union a penicilina en la membrana
citoplasmatica, codificado por el gen mecR1. Se desencadena entonces una sefial
gue induce a la proteasa autocatalitica a unirse a mecl, el cual esta bloqueando la
region operadora de mecA. De esta manera queda libre el operador de mecAy es
posible la expresion de PBP2a (28, 29).

Se han descrito ademas otros genes de naturaleza cromosomica que no estan
comprendidos en el gen mec y que son esenciales para la expresion fenotipica de

la resistencia, denominados genes fem A-F (factores esenciales para la expresion



MARCO TEORICO

de la resistencia a meticilina). Estos se han detectado tanto entre cepas de
S. aureus sensibles como resistentes. También se reconocen los genes
cromosdmicos chr, cuyas mutaciones conducen a una resistencia de alto nivel a
meticilina. La resistencia de alto nivel a los betalactamicos es mas elevada cuanto
mayor es el numero de mutaciones que se producen en el gen mecA y en su
secuencia reguladora, mientras que las mutaciones cromosémicas en una zona

ajena a estos genes juegan un papel mucho menor (28, 29).

La secuenciacion de nucleétidos de la region circundante al gen mecA reveld que
estaba situado en un elemento genético moévil designado como SCCmec
(Staphylococcal Cassette Chromosome mec), integrado en el cromosoma
bacteriano en el extremo 3" del fragmento de lectura abierta (ORF) orfX. Su
movilidad se debe a la presencia de dos genes especificos Unicos, ccrA y ccrB,
que codifican las denominadas recombinasas del casete cromosomico A y B,
responsables de su integracion y escision (28).

Estudios adicionales sobre la estructura de los elementos de SCCmec muestran
gue este es muy diverso en su organizacion estructural y contenido genético. Sin
embargo, todos los elementos de SCCmec comparten varias caracteristicas:
a) portan el gen mecA como parte del complejo genético mec, b) presencia de
genes ccr (ccrAB o ccrC) como componentes del complejo genético ccr,
c) integracion en un sitio especifico en el cromosoma estafilocécico, conocido
como secuencia del sitio de integracion de SCC (ISS: integration site sequence),
gue sirve como el blanco para la recombinacion mediada por ccr, y d) presencia
de secuencias terminales en los extremos, repetidas, directas y mayormente
inversas. Contienen ademas tres regiones de union (J1, J2, J3, previamente
conocidas como ‘“junkyard”, “regiones chatarras”), que se localizan entre y

alrededor de los complejos genéticos mec y ccr (28).

De forma curiosa, las regiones cromosomicas con secuencias directas e inversas -
repetidas - conservadas, pero sin complejos genéticos ccr y mec, ocasionalmente

se encuentran integrados en la ISS. Este elemento se considera como precursor o
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remanente de SCC, y se describe como WSCC. Asi por ejemplo, el elemento movil
catabdlico de arginina (ACME: Arginine Catabolic Mobile Element) identificado en
la cepa USA300, se conoce como WSCC. Los tamanos de los elementos WSCC
son muy diversos y oscilan desde 105 bp en el WSCChis3s identificado en la cepa
S. hemolyticus JCSC1435 hasta 32 kb en el ACME. A este elemento se atribuye la
exitosa diseminacion del clon USA300 de S. aureus y aunque su funcién no se ha
precisado aun, si se ha demostrado que aumenta la habilidad para colonizar la piel

y membranas mucosas en ratones (28, 30, 31).

Descubrimientos recientes aumentan significativamente el entendimiento sobre la
diversidad del elemento SCCmec Yy su contribucion en la evolucion de SARM (32).
Multiples tipos de elementos SCC parecen haber evolucionado a través de
transferencias genéticas horizontales repetidas entre varias especies de
estafilococos. Durante los Ultimos afios se han identificado genes homologos al
mecA en varias especies de estafilococos, asi como en otros microorganismos

estrechamente relacionados con el género (28).

La recombinacién entre los complejos de genes mec y ccr diversifican al elemento
SCCmec. Cinco complejos de genes mec y ocho complejos ccr se combinan para
generar los 11 tipos de SCCmec que se reconocen hasta la fecha (28, 33). Los
elementos SCCmec I-VIII se identificaron a partir de cepas de SARM aisladas de
humanos. Los tipos IX, X y Xl y el Tipo V(5&5C2) fueron identificados a partir de
SARM asociados al ganado (SARM - AG), surgieron recientemente y se

extendieron en todo el mundo (28).

El origen del SCCmec continta siendo desconocido, aunque probablemente se
haya adquirido a partir de otras especies de estafilococos diferentes a S. aureus.
Trabajos recientes sugieren considerable homologia del gen mecA con genes mec
presentes en estafilococos cuagulasa negativa, perteneciente al grupo de
S. sciuri, el cual no se encuentra con frecuencia en humanos, pero se aisla de
animales y productos alimenticios. Interesantemente, aunque S. sciuri contiene el

gen mecA (79,5% de homologia en su secuencia de ADN y un 87,8% en la de los
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aminoacidos) se mantiene sensible a la meticilina porque este no se expresa,
debido a que carece de los genes reguladores mecRl1 y Mecl. Mas
recientemente, un grupo de investigadores japoneses notaron que tres de las
cuatro especies del grupo S. sciuri (S. sciuri, S. vitulinus y S. fleurettii, pero no
S. lentus) contienen el gen mecA con grados de variabilidad en la homologia con
el gen mecA encontrado en la cepa de SARM N315. De las tres especies, solo
S. fleurettii expresa in vitro la resistencia a la meticilina y tiene elevada homologia
(99,8% identidad de nucledtidos) con la cepa N315; esto apoya la hipétesis de que
S. fleurettii es el origen del gen mecA, lo que unido al descubrimiento del nuevo
gen mecA homologo, mecC en SARM aislados del ganado y mecB en
macrococos, refuerza la importancia de la transferencia activa de genes mecA
homélogos intra e interespecies y elementos SCCmec entre estafilococos y

especies bacterianas relacionadas (33-36).

Se han descrito en aislados de S. aureus y de estafilococos coagulasa negativa
sensibles a la meticilina varios casetes “SCC no-mec”, provistos de una
recombinasa funcional. Asi, algun aislado de estafilococo sensible a la meticilina
provisto de un casete SCC no-mec podria haber adquirido el complejo del gen
mec de un aislado de S. fleurettii, tras haber estado sometido a una presién
antibiotica. Asimismo, puesto que S. fleuretti es una especie saprofita en
animales, la formacion del SCCmec podria haber ocurrido inicialmente en

animales y, a partir de ellos, pasar a los aislados de S. aureus humanos (36).

El mecanismo a través del cual los elementos SCCmec pueden ser transferidos no
estd claro. Algunos autores reportan estudios in vitro de transformacién y
transduccion mediada por fagos. Mediante este Ultimo mecanismo no se pueden
transferir SCCmec mayores de 45 kb, por lo tanto no es probable que algunos
elementos SCCmec como el tipo 1l y tipo V(5C2&5) sean transferidos por eventos
de transduccion. En este sentido, a nivel mundial se debatio la posibilidad de la
contribucion de plasmidos conjugativos como portadores de la resistencia a la

meticilina. Finalmente, si la transduccién sirvi® como un mecanismo de
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transferencia horizontal del gen mecA, este debid haberse establecido en un
elemento SCCmec Unico de pequefio tamafio en el cromosoma de S. aureus
sensible a la meticilina. Posterior a mdltiples eventos de recombinacion se

formaron elementos SCCmec grandes, tales como el tipo Il y tipo V(5C2&5) (28).
2.2.3. Expresion y deteccion de la resistencia a meticilina.

S. aureus normalmente contiene cuatro PBPs, de las cuales las PBPs 1, 2y 3 son
esenciales. La resistencia a la meticilina debida a la adquisicion del gen mecA o
mecC, que codifican para la produccion de PBP2a y PBP2c, respectivamente,
implica resistencia a todos los betalactdmicos (penicilinas, combinaciones de
betalactamico con inhibidor de betalactamasa, cefalosporinas, y carbapenémicos),
con excepcion de las nuevas cefalosporinas, ceftobiprole y ceftarolina, que
presentan valores de CMI relativamente bajos frente a estafilococos resistentes a
la oxacilina, debido a su gran afinidad por la PBP2a y probablemente también para
PBP2c. El mecanismo que permite a PBP2a resistir a la mayoria de los
antibioticos esta relacionado con un sitio alostérico, es decir, un sitio muy lejano al
sitio activo de la enzima pero capaz de controlar su activacion. Estudios recientes
muestran que el incremento de la CMI para ceftarolina esta asociado con una
disminucion en la afinidad por la PBP2a, como consecuencia de alteraciones en

esta proteina (37-43).

La expresiéon fenotipica de la resistencia es compleja y se afecta por diferentes
factores como la temperatura, el pH, la osmolaridad, la presencia de secuencias
cromosomicas reguladoras y de otros genes cromosomicos no relacionados. Se
pueden diferenciar dos tipos de cepas de SARM, unas con resistencia homogénea

y otras con resistencia heterogénea (37, 38).

En las cepas que presentan resistencia homogénea o de alto nivel a la oxacilina,
la mayor parte de la poblacion expresa la resistencia. Sin embargo, la expresion
fenotipica de la resistencia a la meticilina generalmente es heterogénea (CMI de

oxacilina 1-16 pg/mL). En las cepas con expresion heterogénea solo una pequefia
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proporcion de la poblacién (< 0,1%) sobrevive con concentraciones de oxacilina
superiores a 10 pg/mL, mientras que la mayor parte no es viable con bajas
concentraciones del antimicrobiano (1-5 pg/mL). La mayoria de los aislamientos
clinicos presentan este patron de heterorresistencia bajo las condiciones rutinarias
de cultivo. Sin embargo, las cepas heterogéneas pueden aparecer como
homogéneas bajo ciertas condiciones como el crecimiento en un medio
hipertonico (suplementado con 2% de NaCl) o la incubaciéon a 30 °C. Estos
cambios en la expresion de la resistencia bajo diferentes condiciones de cultivo

son transitorios y fenotipicos (37, 38).

La cefoxitina es un marcador alternativo de la presencia de mecA/mecC ya que es
un inductor mas potente del sistema regulatorio de mecA/mecC; induce una mejor
expresion del gen y en consecuencia mejora también la deteccion de la resistencia
a la meticilina en el laboratorio. Por otra parte es mas estable que la oxacilina
durante la conservacion. La utilizacion del disco de cefoxitina es especialmente (util
y de preferencia sobre el disco de oxacilina para detectar la resistencia a oxacilina

en las cepas heterorresistentes (37, 38).

El fenotipo de resistencia a la meticilina en S. aureus se puede detectar en el
laboratorio mediante la técnica de difusion con discos de cefoxitina (30 pg) o por
microdilucién en caldo para oxacilina y cefoxitina; para este caso se utiliza el
medio Mueller Hinton (MH) ajustado con cationes y suplementado con 2% de
NaCl. Se requiere un in6culo equivalente al 0,5 de la escala de McFarland y
24 horas completas de incubacion en atmédsfera aerobia a 35 °C. La incubacion a
temperaturas superiores a 35 °C puede interferir en la deteccién de la resistencia a
la meticilina en los estafilococos. Una cepa de S. aureus se considera resistente a
oxacilina cuando la CMI de oxacilina es = 4 ug/mL. Cuando se emplea cefoxitina
se interpreta como resistente a todo aislamiento con halo de inhibicién < 21 mm o
CMI = 8 pg/mL lo que indica la presencia de mecA/mecC y por tanto, la resistencia

a todos los betalactdmicos. Por el contrario, la sensibilidad a cefoxitina en
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S. aureus (halo 2 22 mm, CMI < 4 ug/mL) descarta la presencia del gen
mecA/mecC (37, 38).

También se puede emplear el método de screening plate (dilucibn en agar),
utilizando agar MH suplementado con 4% de NaCl y 6 pg/mL de oxacilina e
incubacion por 24 horas entre 33 - 35 °C. El crecimiento de al menos una colonia o

un crecimiento fino confirma la resistencia a oxacilina (37, 38).

A pesar de que las cepas con heterorresistencia suelen mostrarse como sensibles
a muchos betalactamicos, cuando se realiza un antibiograma esta interpretacion
puede conducir a fracasos terapéuticos. Las cepas con resistencia homogénea a
la oxacilina presentan alto nivel de resistencia cruzada a todos los betalactdmicos

incluyendo las penicilinas, cefalosporinas, y carbapenémicos (37, 38).

Para identificar en el laboratorio la resistencia a la oxacilina mediada por el gen
mecA se pueden utilizar también reactivos de latex o0 ensayos
inmunocromatograficos de flujo lateral para determinar la proteina PBP2a o
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP) para detectar el gen mecA (37, 38,
44, 45). También han sido diseflados medios cromogénicos (MRSA ID, MRSA
Screen, MRSASelect™) para la identificacion de SARM, incluso evaluados para el
aislamiento de SARM - AG (46). Con el nuevo descubrimiento del gen mecC la
comunidad cientifica internacional se propuso la tarea de desarrollar métodos que
permitieran su identificacion a partir de aislamientos clinicos. Los métodos de RCP
gue se usaron inicialmente no fueron discriminatorios, pues detectaban
simultaneamente la presencia de ambos genes y requerian una RCP convencional
adicional para mecA, y asi distinguirlo del genotipo mecA_ca2s1. Recientemente se
han descrito métodos de RCP simples y mudltiples para su deteccion, incluso en
tiempo real (47-50).

2.2.3a. Resistencia borderline a la oxacilina.

Las cepas de S. aureus con resistencia de bajo nivel o resistencia borderline a la

oxacilina (borderline oxacillin-resistant Staphylococcus aureus, BORSA) se
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caracterizan por CMIs de oxacilina en el punto de corte de resistencia o una
dilucién por encima de este (4-8 ug/mL). Pueden ser divididas en dos categorias
en funcion de la presencia o ausencia del gen mecA o mecC. Si no los contienen,
esta resistencia de bajo nivel puede deberse a la hiperproduccion de la
betalactamasa estafilocdcica o a la modificacion (hiperproduccion o alteracion) de
las PBPs 1, 2, 3, 3’ 0 4 (37, 38).

Las cepas que hiperproducen betalactamasa son sensibles a las asociaciones de
betalactamico con inhibidor de betalactamasa (acido clavulanico, tazobactam y
sulbactam). Para detectar las cepas BORSA se recomienda el estudio en paralelo
de la susceptibilidad frente a un disco de oxacilina (1 pg) y otro con oxacilina y
clavulanico (a concentraciéon de 4 pg). Si se produce ampliacion del halo de
inhibicion utilizando este dltimo, podria presumirse que el mecanismo de
resistencia implicado es la hiperproduccion de penicilinasa. No obstante, algunas
cepas de S. aureus pueden ser sensibles al acido clavulanico, incluso a una
concentracion de 1 ug, por lo que esta prueba no sera siempre concluyente. Las
cepas borderline mecA o mecC negativas son sensibles a la cefoxitina

(halo =222 mm), y por ende a todos los betalactamicos (37, 38).

No existen datos clinicos que sugieran que el nivel de resistencia expresado por
las cepas borderline mecA/mecC negativas conduzca al fracaso terapéutico y los
datos obtenidos en estudios en animales demuestran que la oxacilina es eficaz en
el tratamiento de infecciones causadas por este tipo de cepas. Algunas parecen
producir una meticilinasa capaz de hidrolizar la meticilina en ausencia del gen

mecA/mecC, pero su relevancia y el gen responsable no se conocen (37, 38).
2.3. Epidemiologia de las infecciones por SARM.

Las infecciones por SARM son responsables de mas muertes en los EUA cada
ano que el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). El Centro para el
Control de Enfermedades (CDC, siglas en inglés) estima que en el afio 2011

ocurrieron 80 461 infecciones invasivas por SARM y 11 285 muertes relacionadas.

16



MARCO TEORICO

Asi mismo, la Oficina Nacional de Estadisticas de Inglaterra reportd 1 629 muertes
por este microorganismo durante el 2005. En el Reino Unido causo6 1 652 muertes
en el 2006, cifra muy superior a la notificada en 1993 (solo 51 casos). Tasas
elevadas también se notifican en la mayoria de los paises africanos: Nigeria
(29,6%), Kenia (27,7%), Camerun (21,3%) y Marruecos (14,4%) (51-55).

La mayoria de los aislamientos de SARM a nivel mundial se agrupan en un
limitado numero de clones, algunos de los cuales estan relacionados con
epidemias globales. Dentro de estos se encuentran el ST239 en Asia y América
del Sur y ST8 en los EUA (56). Los aislamientos de SARM se clasifican como
asociados a la asistencia sanitaria (SARM - AH), SARM - AC y mas recientemente
SARM - AG, que son a menudo relacionados con ciertos clones y factores de
virulencia (57, 58).

En el afio 2000, el CDC de Atlanta define como caso de infeccién por SARM - AC
a toda infeccién por SARM diagnosticada en pacientes no internados o dentro de
las primeras 48 horas de hospitalizacion, si el paciente carece de factores de
riesgo asociados con la atencién sanitaria, como: hemodialisis, cirugia, residente
en un centro de larga estancia u hospitalizacién durante el afio previo (excluida la
estancia hospitalaria en el momento del nacimiento), la presencia de un catéter o
un dispositivo percutaneo en el momento del cultivo, o aislamiento previo de
SARM en el paciente (12, 59-61). Esta definicion fue modificada mas tarde con la

intension de excluir el aislamiento previo de SARM como criterio de SARM - AH

(4).

Dada la compleja epidemiologia de los aislamientos de SARM - AC en el entorno
hospitalario y la circulacion de SARM - AH en la comunidad, no es posible
establecer una clara diferenciacion entre estos dos tipos de cepas. Investigadores
del CDC proponen entonces clasificar las infecciones atendiendo al lugar donde
comienzan y aparece una tercera categoria, la de infecciones por SARM
asociados a la atencién sanitaria de comienzo en la comunidad (SARM - AHCC),

en la que se incluyen los casos que pueden ser infecciones por SARM - AH por la
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historia de exposicion al entorno hospitalario, pero tienen comienzo en la
comunidad. Este esquema de clasificacion en tres categorias tiene sus
limitaciones porque una historia de exposicion al ambiente hospitalario no excluye

la posibilidad de la adquisicion de SARM en la comunidad (4, 61).

En el entorno animal, las infecciones por SARM representan también un problema
en incremento en los ultimos 10 afios, inicialmente como causa de enfermedad
clinica en animales de compafiia y caballos. Algunos de los clones de SARM - CA
emergentes en Europa estan relacionados con los animales, especialmente con
los cerdos. Este fendmeno se ha estudiado sobre todo en paises como Holanda,
Alemania y Dinamarca y se define con la categoria SARM - AG, que incluye
principalmente cepas pertenecientes a la linea clonal 398 (ST398, descrito por
primera vez en el afio 2005 y de origen porcino). Este tipo de cepas también se ha
detectado en Espafa y generalmente son resistentes a tetraciclina, por lo que
puede constituir un buen marcador inicial de sospecha en aislamientos de
S. aureus implicados en infecciones de piel y tejidos blandos (IPTB),

especialmente si existe relacion profesional con animales (58, 62, 63).

El fenbmeno de la resistencia a meticilina en S. aureus es cada vez mayor y se
hizo més evidente a partir de la descripcion de aislamientos de SARM en muestras
de ganado en el Reino Unido y aislamientos clinicos humanos procedentes del
Reino Unido, Irlanda y Dinamarca que albergan un gen distinto homadlogo al mecA,
llamado mecC (antes mecAicazs1), localizado en un nuevo elemento SCCmec
designado con tipo IX. Este tiene aproximadamente 70% de similitud con el gen
mecA y codifica para una PBP (PBP2c) con menos de 63% de identidad de
aminoacidos con la PBP2a. Los aislamientos de SARM positivos para el gen
mecC representan un problema potencial para la salud publica, porque no pueden
ser detectados empleando los test diagndésticos utilizados para detectar el gen
mecA y la proteina PBP2a a través de la RCP y test de aglutinacion con particulas
de latex, respectivamente (47, 57, 58, 62, 64-66).
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El descubrimiento inicial del gen mecC revel6 que aislamientos de ganado y
humanos en proximidad geografica estaban altamente relacionados, lo que
sugiere la transmision entre los dos. Trabajos mas recientes han demostrado que
estd presente en aislamientos procedentes de diferentes complejos clonales,
definidos por MLST: 49, 130, 425, 599 y 1943, presentes en humanos y un amplio
rango de especies de animales en Europa. Estos incluyen ganado, ovejas, perros,
gatos, conejillos de indias, conejos, ratas, erizos, nutrias, liebres, lince, entre otros;
asi como de aislamientos clinicos humanos procedentes de Irlanda, Inglaterra,
Escocia, Dinamarca, Alemania, Suecia, Noruega, Francia, Suiza, Bélgica y los
Paises Bajos (48, 57, 67-70).

Otras investigaciones demuestran que en los aislamientos en los cuales se ha
detectado el gen mecC, no se detectan los genes que codifican para la LPV.
Adicionalmente, todos se revelan susceptibles al resto de los antimicrobianos
diferentes a los betalactamicos (57, 62, 67-69).

2.3.1. Infecciones por SARM asociado a la atencion sanitaria.

Los aislamientos de SARM - AH portan un elemento SCCmec estructuralmente
mas grande, perteneciente a los tipos I, II, Il y mas recientemente al tipo VIII. Son
resistentes a varias clases de antibidticos no betalactdmicos y portan con
frecuencia significativamente menor los genes que codifican para la LPV.
Generalmente se recuperan de personas que han estado expuestas al ambiente
hospitalario y entre pacientes adultos con una o0 mas comorbilidades asociadas (4,
71).

Las infecciones asociadas a la asistencia sanitaria (IAAS) contindan siendo una
gran carga para la sociedad. Solo en Europa afectan a mas de 4 millones de
pacientes anualmente y se estima que causan 16 millones de dias-cama
adicionales, responsables de 7 billones de euros en costos médicos directos. Una

revision sistematica de multiples articulos cientificos revela que los modelos de
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transmision de las IAAS ganan en complejidad y que la gran mayoria de los
estudios se enfocan en la transmision de SARM en el ambiente hospitalario (72).

Desde su aparicion este microorganismo ha ido aumentando su prevalencia y
diseminado paulatinamente en los paises occidentales, primero en el nosocomio y
después en la comunidad en el marco del concepto «adquisicion de infeccion
asociada a la atencion sanitaria de comienzo en la comunidad». Por ejemplo, en
Espafia a partir del primer aislamiento de SARM en San Sebastian, en 1977, la
prevalencia no ha dejado de aumentar de forma significativa, hasta situarse en la
dltima década por encima del 30%, convirtiéndose en una situacién endémica en

muchos hospitales (6).

Las causas de la emergencia de SARM son mudltiples y entre ellas destacan la
situacion del hospedero (comorbilidad, institucionalizacién, etc.), las malas
practicas en el control de la infeccidén y la presién de tratamiento antimicrobiano.
Esta problematica alcanza una mayor envergadura ante la pérdida de sensibilidad
a la mayoria de los antibioticos empleados en el tratamiento de las infecciones por
S. aureus (macrdélidos, lincosamidas, quinolonas, aminoglucésidos, tetraciclinas y
cloranfenicol), quedando disponibles escasas alternativas, entre ellas los
glicopéptidos (6).

SARM - AH ocupa un lugar destacado entre las bacterias responsables de
infecciones del sitio quirargico (ISQ), Ulceras por presion y del pie diabético,
bacteriemias y neumonia asociada a la ventilacion mecanica. En las fascitis
necrotisante suele formar parte de la flora polimicrobiana que las causa, pero es

muy raro como agente unico (6, 33).
2.3.2. Infecciones por SARM adquirido en la comunidad.

La epidemiologia de las infecciones por S. aureus en la comunidad esta muy
revisada, pero la mayoria de las publicaciones se relacionan con la emergencia de
SARM-AC en EUA, donde actualmente es responsable del 80% de las infecciones

de piel y tejidos blandos en la comunidad. Ademas, se esta convirtiendo en un
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importante patdgeno nosocomial, constituyendo en algunas regiones el
responsable de méas de la mitad de los casos de infeccion por SARM
intrahospitalarios (7, 73, 74).

En otras partes del mundo la epidemiologia de SARM-AC es menos conocida,
existen pocos estudios de estas infecciones en nifios y aunque se habla de su
emergencia a nivel mundial, la situacion varia notablemente en diferentes areas

geogréficas.

Los aislamientos de SARM - AC se distinguen de su contraparte, los aislamientos
de SARM - AH, por medio de estudios moleculares. Portan elementos SSCmec
pequefios que no incorporan otros genes de resistencia a antibiéticos diferentes
del mecA, muy frecuentemente SCCmec tipo IV y otros tipos (V - VII). Las
infecciones que producen tienden a ocurrir en pacientes jovenes previamente
sanos y predominantemente son IPTB, aunque también puede ocasionar varios

sindromes clinicos graves como neumonia necrotizante y sepsis severa (4, 71).

En diversos estudios se sefiala que los aislamientos de SARM - AC se multiplican
mas rapidamente que los de SARM - AH. Esto guarda relacién con el tamafio del
genoma y una mayor susceptibilidad a los antimicrobianos pues el gasto
metabdlico necesario para generar multirresistencia compite con el necesario para
la multiplicacion celular. Poseen distintos factores de virulencia: proteina adhesiva
del colageno, superantigenos, enterotoxinas, toxinas exfoliativas, bacteriocinas,

proteina A, alfahemolisinas y la LPV (4, 6).

La LPV fue descrita por primera vez en 1894 por Van de Velde y se demostr6
asociada a IPTB en 1932 por Panto et al. Es una toxina especifica de S. aureus
con actividad leucocitotéxica y dermonecrética debida a la presencia de dos
componentes: la subunidad luk-S PV (codificada por el gen lukS-PV) que se une al
receptor de los leucocitos y los macréfagos y la subunidad luk-F PV (codificada
por el gen lukF-PV) que produce la apertura de los canales de calcio de la

membrana celular, altera la permeabilidad de esta y provoca la lisis celular. Los
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genes IukF-PV y IukS-PV se pueden diseminar entre cepas por medio de
bacteriéfagos y se encontraban en menos del 5% de los aislamientos de S. aureus
antes del advenimiento de la emergencia de las infecciones por SARM - AC, a
mediados de la década de 1990 (4, 71, 75). Actualmente se cuestiona su papel en
la gravedad de estas infecciones y se investigan nuevos factores asociados que
podrian conferir un mayor grado de virulencia o contribuir a la gravedad de las
infecciones por S. aureus productor de LPV. Recientemente se han descrito en
modelos murinos otros determinantes como las modulinas solubles en fenol y el

elemento movil catabdlico de arginina (71).

Desde el punto de vista clinico las cepas LPV positivas tienden a causar
furunculosis (93%), abscesos cutaneos (50%) e incluso neumonias, de forma
rapida y progresiva con un alto grado de fatalidad. Sin embargo, en otro tipo de
infecciones, como las endocarditis, sindrome de shock téxico y mediastinitis se
detectan cepas SARM LPV negativas. Es por esto que el rol determinante de la
LPV como factor de virulencia aun es motivo de controversia y se estudia la
posible combinacién de su accion con otros factores de virulencia, principalmente
la co-participacion de la proteina A y las hemolisinas alfa y gamma.
Adicionalmente se analiza también el papel de genes reguladores de expresion de
diferentes factores de virulencia, por ejemplo el gen agr que regula la expresiéon de

varias hemolisinas, leucocidinas y la propia LPV (39).

Las infecciones por SARM - AC, excepcionales hace una década, comenzaron a
diseminarse en EUA y otros paises. En un inicio involucraba a colectivos de
individuos en contacto mas o0 menos estrecho: nifios y jévenes en los que causaba
fundamentalmente infecciones cutaneas graves, a personas que practicaban
deportes de contacto, y a usuarios de drogas por via parenteral, homosexuales,
prisioneros, personal militar, comunidades religiosas, individuos portadores de
tatuajes y vagabundos. Posteriormente se extendieron a toda la comunidad e
investigaciones recientes lo consideran como la etiologia mas frecuente de las

infecciones cutaneas supuradas (6).
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Las infecciones por SARM - AC se informan por ejemplo entre jugadores de fatbol
rugby, lucha libre y esgrima, lo que guarda relacion con el hecho de que cualquier
pérdida de la integridad de la piel constituye el factor de riesgo mas significativo
para adquirirla. Otros factores de riesgo incluyen contactos estrechos y compartir

toallas, balsamos y equipos (76).

En los EUA el incremento en la prevalencia de SARM - AC se debe en gran parte
a la expansion de un solo clon, designado como USA300. En Europa, donde la
prevalencia de las infecciones por este agente es mucho menor, el clon mas
comun es el ST80 (33). El primer reporte de SARM - AC en Latinoamérica fue en
el afio 2001 en un hospital de Uruguay, donde Galiana et al. informaron
infecciones en cuatro nifios en los que no se constataban los factores de riesgo
clasicos del SARM - AH (77).

La mayoria de las infecciones por este microorganismo afectan a la piel y los
tejidos blandos. La furunculosis es la mas frecuente y en su forma mas
caracteristica exhibe un centro de color violaceo, expresion de la necrosis
asociada, que se relaciona con la presencia de la LPV. Con frecuencia se forman
abscesos y placas celuliticas (50 - 70%). Mas raramente se presentan en forma de
impétigo, pustulas o nodulos, o sindrome de la piel escaldada, que se relaciona
con la presencia de toxinas exfoliativas. Aunque el proceso suele quedar
localizado en la zona cutanea puede extenderse y causar bacteriemia, shock
séptico y un sindrome similar al shock toxico estreptococico pero producido por
otras toxinas, ya que habitualmente no se detecta el gen tst que codifica la

toxina 1 estreptocdcica (6).

Otra de las manifestaciones caracteristicas del SARM - AC productor de toxinas
tipo LPV es la neumonia, descrita inicialmente en nifios e individuos jovenes. La
afectacion pulmonar a menudo es multilobar y, a diferencia de la causada por
SARM - AH, suele progresar con rapidez, se absceda y puede cursar con
hemorragia y acompafiarse de bacteriemia, shock séptico, distrés respiratorio y

una elevada mortalidad. En la necroscopia suele observarse una neumonia
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necrosante hemorrdgica bilateral, que también obedece a la presencia de
alfahemolisinas y otras toxinas (6).

Otras manifestaciones menos frecuentes son: piomiositis, artritis séptica,
osteomielitis y endocarditis, en cuya patogenia juega un papel importante la
proteina adhesiva del colageno (6). La osteomielitis causada por cepas de
S. aureus productores de LPV tienen mayor severidad y se caracteriza por una
frecuencia mayor de abscesos subperiosticos e intradseos, asi como enfermedad

multifocal y trombosis venosa profunda (78).

La enfermedad estafilococica en los neonatos esta reconocida desde hace siglos,
cuando se describié en 1773 el pénfigo neonatal. Las manifestaciones clinicas en
esta etapa de la vida dependen de dos factores fundamentales: la edad
gestacional del neonato (alto riesgo de infeccién los bajo peso al nacer) y el
aislamiento de estafilococo causante de infeccion (particular relevancia
SARM — AC) (79).

Las infecciones neonatales invasivas mas frecuentes son la bacteriemia y la
sepsis. La sepsis neonatal puede ser de inicio temprano o tardio y se caracteriza
fundamentalmente por: hipotermia (mas comun que la fiebre y a menudo es
observada como el signo inicial), apnea, bradicardia, cianosis, alimentacion pobre,
distensién abdominal, diarrea, letargo, irritabilidad, entre otros. La bacteriemia se
observa con mayor frecuencia en prematuros y se relaciona con el uso de catéter,
infecciones de piel y tejidos blandos, neumonia, infecciones osteoarticulares y
meningitis. También pueden ocurrir enfermedades mediadas por toxinas
incluyendo el sindrome de la piel escaldada estafilococico, el sindrome de shock
téxico (SST) y la enfermedad exantemética parecida al SST neonatal. El SST es
causado por una toxina pirogénica que actla como superantigeno. Estos incluyen
la toxina 1 del SST y varias enterotoxinas, con mayor frecuencia el serotipo B o C
(79).
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Histéricamente S. aureus ha sido el patdgeno bacteriano predominante de
endocarditis neonatal, pero reportes recientes indican que los estafilococos
coagulasa negativa son mas comunes. En los recién nacidos pretérminos y los
que tienen alguna cardiopatia congénita es donde mas se desarrollan las
endocarditis por S. aureus asociadas a bacteriemia. Los sintomas y signos que se
pueden presentar en esta entidad son inespecificos y similares a los de otras
enfermedades como la sepsis y las cardiopatias congénitas, incluyen distres
respiratorio, taquicardia y alimentacion pobre. La presentacion clinica en general
puede ser indistinguible de una bacteriemia con endocarditis a un neonato con

bacteriemia sin endocarditis (79).

Las infecciones de piel son las manifestaciones mas comunes de la enfermedad
estafilococica en neonatos a término. Aproximadamente dos tercios se presentan

con celulitis 0 abscesos y el tercio restante con pustulosis (79).

La infeccion de las mamas es otra de patologias ocasionas por S. aureus en este
periodo de la vida. Esta suele ocurrir durante la segunda semana de la vida y se
presenta generalmente con aumento de volumen de la glandula mamaria,
inflamacion, eritema y rubor. Puede o no drenar de forma espontanea absceso. El
manejo incluye tratamiento antimicrobiano sistémico y el drenaje quirdrgico

cuidadoso del absceso, particularmente en neonatos del sexo femenino (79).

La infeccibn umbilical (onfalitis) puede ser invasiva, aunque, el espectro de
presentacion clinica es variado. Puede ir desde una funisitis hasta una inflamacién
extensa de la pared abdominal con eritema y fascitis necrotizante. Desde el punto
de vista clinico se separa en cuatro categorias: 1- funisitis y secrecion umbilical,
2- onfalitis con celulitis de la pared abdominal, 3- onfalitis con sepsis sistémica y

4- onfalitis con fascitis (79).

25



MARCO TEORICO

2.4. Mecanismos de resistencia de aislamientos de SARM a antimicrobianos
no betalactamicos.

2.4.1. Mecanismos de resistencia a glicopéptidos.

Los estafilococos en general mantienen una elevada sensibilidad a los
glicopéptidos, sin embargo, se han descrito aislamientos con sensibilidad
disminuida a vancomicina y teicoplanina. Una cepa de S. aureus se define con
susceptibilidad intermedia (VISA) cuando la CMI de vancomicina, determinada por
el método de microdilucién en caldo, es de 4-8 pg/mL. Asimismo, se considera que
una cepa es resistente a vancomicina (VRSA) si la CMI es 2 16 ug/mL. Las cepas
VISA pueden presentar susceptibilidad disminuida o resistencia a la teicoplanina,
por lo que hoy suele utilizarse el término GISA (S. aureus con susceptibilidad
disminuida a glicopéptidos) para definirlas (26, 37).

Aungue no existe un consenso para considerar a un aislado de S. aureus como
heterorresistente (hVISA o heterogeneous vancomycin-intermediate S. aureus) en
general se acepta que este fendmeno estd presente cuando la CMI esta en el
rango sensible (CMI < 2 ug/mL), pero para una proporcion de las células de la
poblacion esta en el rango intermedio. Sin embargo, solo por el resultado de CMI
de vancomicina no se puede predecir hVISA. Ademas, los aislados de S. aureus
con una CMI de vancomicina de 4 a 8 ug/mL son infrecuentes, aquellas con CMI

de 2 ug/mL son relativamente frecuentes (37, 80).

Los aislamientos VISA y hVISA se comunicaron por vez primera en Japon y
posteriormente se aislaron en otras areas geograficas (EUA, Europa, Hong Kong,
Corea y Espafa). Recientemente se reportd el primer caso en Argentina de un
aislamiento de S. aureus resistente a la meticilina adquirido en la comunidad, con
sensibilidad intermedia a la vancomicina y no sensibilidad a la daptomicina. De
manera general, estas cepas se aislan con una frecuencia muy baja y
fundamentalmente después de un tratamiento prolongado con glicopéptidos (24,
81).
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La aparicion de aislados con este fenotipo obedece a alteraciones en la estructura
del peptidoglucano de la pared celular, lo que conduce a un engrosamiento de
esta esta, lo que determina un secuestro de las moléculas del glicopéptido,
impidiendo su unioén a los restos D-alanina-D-alanina (diana de actuacion de estos
antimicrobianos). Las cepas GISA presentan ademas un aumento de la expresion
de la PBP2a, e incluso una disminucion de la sensibilidad a la daptomicina, debido
probablemente a la dificultad para alcanzar su diana de accidon (membrana

citoplasmatica) (42, 81).

Las cepas VISA y hVISA manifiestan los dos tipos de expresion de la resistencia a
los glicopéptidos en S. aureus: a) expresion homogénea (CMI de vancomicina
8-16 pg/mL) y b) expresion heterogénea (CMI 1-4 pg/mL). Las cepas con
expresion heterogénea son mas frecuentes y en ellas la poblacion resistente esta
presente con una frecuencia de < 10° a 108, Su deteccién resulta muy dificil con
los métodos habituales en los que se utiliza un in6culo de 5x10% UFC por pocillo
(método de microdilucién) o de 1x10* UFC por depésito (método de diluciéon en
agar). Por otra parte, las cepas con el fenotipo de sensibilidad intermedio tienen
una escasa estabilidad en ausencia de glicopéptidos, de manera que con
frecuencia revierten al fenotipo sensible tras sucesivos subcultivos en medios que

no contienen glicopéptidos en su composicion (37, 42).

Aunque se han evaluado varios métodos para el cribado de las cepas de
estafilococos con resistencia intermedia o con heterorresistencia a los
glicopéptidos es dificil la confirmaciébn. En ocasiones sus caracteristicas
morfolégicas son diferentes a las de las cepas sensibles, con apariencia de
cultivos mixtos de colonias grandes y pequefias de pigmentacién variable, por eso
se debe determinar la sensibilidad a la vancomicina en cada uno de los diferentes
morfotipos (80, 82).

Para detectar las cepas VISA se debe determinar la CMI por dilucion en caldo o
mediante la prueba del Elipsometro (Elipsometric Test, Etest) o bien mediante el

cribado en una placa de agar infusion cerebro corazén (BHI) con 6 pg/mL de
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vancomicina e incubacion por 24 horas. Hay que tener en cuenta que las CMIs
obtenidas mediante Etest suelen ser siempre una dilucién superior a las obtenidas
por microdilucion y que el método que define a una cepa como VISA es este
altimo (37, 81).

En las infecciones graves por S. aureus existe una evidente asociacion entre
CMiIs = 4 pg/mL de vancomicina y el fracaso terapéutico, y entre este y la
deteccién de cepas heterorresistentes. Muchas de las cepas VISA descritas con
una CMI de vancomicina de 8 pug/mL se desarrollaron bajo presion selectiva de la
vancomicina en pacientes tratados con este antimicrobiano en los que fracaso el
tratamiento. Debido a la naturaleza inestable de este fenotipo, cuando las cepas
se analizan repetidamente en el laboratorio, la CMI puede descender hasta
1-2 pg/mL, por lo que es aconsejable determinar la CMI del primer aislamiento del
paciente (42, 80).

Aunque se describen multiples métodos para la deteccion en los laboratorios de
microbiologia de las cepas hVISA, este es un problema. Entre los métodos
recomendados estan: cribado en agar BHI mas 6 pg/ml de vancomicina, en agar
BHI mas 3 o0 4 ug/mL de vancomicina, o en agar MH mas 5 pug/ml de teicoplanina
o 5 pg/ml de vancomicina, el analisis poblacional (Population analysis profile,
PAP), etest macrométodo (MET) y etest GRD (Glycopeptide Resistance
Detection). La regla de oro para la identificacion de las cepas hVISA es el PAP,
pero por su complejidad solo es posible realizarlo en laboratorios de referencia.
Esta técnica permite detectar el fenotipo hVISA en cepas de S. aureus con CMI de

vancomicina tan bajas como 0,5 - 1ug/mL (80, 82, 83).

En el aio 2002 se informaron los dos primeros aislamientos de VRSA por el
mecanismo transferible vanA en los EUA. Hasta el afio 2012 se notificaron once
aislamientos de VRSA, nueve de los cuales se identificaron fundamentalmente en
el estado de Michigan en los EUA, uno en Iran y otro en la India. En general,
causaron principalmente IPTB en pacientes con enfermedades cronicas

subyacentes. En el 2013 el Laboratorio de Microbiologia del Hospital de Clinicas
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de la Facultad de Medicina de la Universidad de S&ao Paulo, notificé a la OPS/OMS
sobre el primer hallazgo de VRSA, en Brasil que al mismo tiempo constituye

también el primero en América Latina (23).
2.4.2. Mecanismos de resistencia a los aminoglucosidos.

Se han descrito distintos mecanismos de resistencia bacteriana a los
aminoglucésidos: disminucién de la entrada del antibiético a la célula, modificacion
de la diana ribosomal, expulsion activa del antibiotico y modificacion enzimatica,

pero este Ultimo mecanismo es el mas frecuente en Staphylococcus spp (37, 81).

Existen tres familias de enzimas citoplasméaticas capaces de modificar este grupo
de antimicrobianos: enzimas con actividad fosfotransferasa (APH), enzimas con
actividad acetiltransferasa (AAC) y enzimas con actividad nucleotidiltransferasa
(ANT). Los lugares de accion de estas enzimas varian segun el tipo de antibiético
aminoglucosido. El nivel de resistencia antibidtica que estas enzimas confieren
varia significativamente entre microorganismos en funcion de distintos factores
como la cantidad de enzima sintetizada, la eficacia catalitica y el tipo de sustrato
sobre el que actie. Los fenotipos de resistencia a aminoglucésidos mas
frecuentes en Staphylococcus spp. y las enzimas modificantes asociadas son:
resistencia a estreptomicina asociada a la produccion de ANT(6"), resistencia a
amikacina y kanamicina asociada a la produccion de APH(3")-1ll, resistencia a
estreptomicina, amikacina y kanamicina asociada a la produccién de ANT(6") y
APH(3")-Ill, resistencia a tobramicina, amikacina y kanamicina asociada a la
produccién de ANT(4')-1 y resistencia a gentamicina, tobramicina, amikacina,
kanamicina y netilmicina asociada a la produccién de AAC(67)-APH(2"") (37, 81).

2.4.3. Mecanismos de resistencia a los macrolidos, lincosamidas vy

estreptograminas del grupo B (MLSg).

Los macrélidos (M), junto con las lincosamidas (L) y las estreptograminas B (Ss)
son tres grupos de antimicrobianos de estructuras quimicas diferentes pero con

mecanismos de accion similares. En S. aureus la resistencia a los macroélidos
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(eritromicina, claritromicina, azitromicina, midecamicina) puede asociarse a
diferentes fenotipos de sensibilidad o de resistencia a las lincosamidas
(clindamicina), que se pueden identificar en el laboratorio mediante el método de
difusién con discos de eritromicina y clindamicina o mediante dilucién en caldo,
utilizando una combinacion de ambos antimicrobianos. Los fenotipos que se

observan mediante difusién con discos son:

- Resistencia a la eritromicina y a la clindamicina: resistencia constitutiva a la

eritromicina y a la clindamicina (fenotipo cMLSg)

- Resistencia a la eritromicina y sensibilidad a la clindamicina pero con un
achatamiento del halo de la clindamicina en la proximidad de la eritromicina
(D-test  positivo):  resistencia  constitutiva de  expresion inducible
(fenotipo IMLSg)

- Resistencia a la eritromicina y sensibilidad a la clindamicina sin achatamiento
del halo (D-test negativo): resistencia a la eritromicina mediada por una bomba

de expulsion activa (fenotipo MSg)

- Resistencia a la clindamicina y sensibilidad a la eritromicina debido a la accién
de enzimas que inactivan las lincosamidas (codificadas por los genes Inu),

aunque es poco frecuente (37, 81).

Los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos del grupo MLSs que
subyacen bajo los cuatro fenotipos de resistencia anteriormente indicados pueden

resumirse en:

1) Modificacion de la diana (ARNr 23S): Mediante la metilacion o mutacion de un
residuo de adenina localizado en la subunidad 23S del ARN ribosomal. Como
consecuencia, los antibiéticos del grupo MLSe no pueden fijarse en la
secuencia diana y se obtiene resistencia cruzada a los tres grupos de
antibidticos (fenotipo MLSg). Las enzimas con accion metilasa son codificadas

principalmente por genes erm (erythromycin ribosome methylase, ermA, ermB,
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ermC, entre otros) y en raras ocasiones por el gen cfr. Los genes ermA y ermB
forman parte de transposones de integracion cromosOmica, mientras que ermC

es de localizacion plasmidica.

2) Expulsién activa del antimicrobiano relacionado con diferentes genes de
codificacion plasmidica del tipo msrA. Son sistemas complejos con
especificidad para la expulsion de macrdlidos de 14 y 15 atomos y
estreptograminas B (fenotipo MSg). La clindamicina no es sustrato de estos

sistemas de expulsién activa, por lo que conserva su actividad antibacteriana.

3) Inactivacion del antimicrobiano (genes de tipo InuA, vatA, vatB, vatC, vgbA,
vgbB). El gen InuA confiere resistencia a lincosamidas y los genes vat y vgb a

estreptograminas.

4) Modificacion de la diana por mutacion del ARNr 23S y/o de proteinas

ribosémicas (37, 81).

Otros fenotipos que se pueden detectar pero que son infrecuentes son: L, LSa, Sa
y Ss (resistencia a lincosamidas y estreptograminas del grupo A y B,
respectivamente) por mecanismos de inactivacion, expulsion activa del antibiético
o por modificacibn de la diana. La inactivacibn se debe principalmente a
lincosamida-nucleotidiltranferasas codificadas por tres genes (InuA, InuB y InuC),
mientras que la modificacion de la diana se debe a una metilasa codificada por el
gen cfr que conduce a una resistencia combinada a clindamicina, cloranfenicol o
florfenicol, oxazolidinonas, pleuromutilinas y a estreptograminas del grupo A (37,
81).

2.4.4. Mecanismos de resistencia a linezolid.

El uso clinico del linezolid se aprobé desde el afio 2000 y se ha convertido en una
opcion terapéutica primordial en las infecciones por bacterias grampositivas,
incluido SARM. Se utiliza fundamentalmente para el tratamiento de la infecciones
complicadas o no de la piel y tejidos blandos y para la neumonia adquirida en la
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comunidad y el hospital por patégenos grampositivos. Es también indicado para el
tratamiento de infecciones por Enterococcus faecium resistente a la vancomicina
(84).

En el laboratorio se pueden observar tres fenotipos de resistencia al linezolid en
estafilococos: a) resistencia cruzada al linezolid y a las pleuromutilinas; b)
resistencia cruzada al linezolid, los fenicoles, las pleuromutilinas, las lincosamidas
y la estreptogramina A; y c) resistencia cruzada al linezolid, los macrdlidos y el
cloranfenicol. Estos se corresponden con los tres tipos de mecanismos de
resistencia que han sido descritos para el linezolid y en general para las
oxazolidinonas (37, 81, 84-86):

a) Mutaciones nucleotidicas en el dominio V del ARNr 23S (gen rrn) muy diversas
pero fundamentalmente del tipo Gly2447Thr, Thr2500Ala y Gly2576Thr
(23S RNA G2576U, reportada en estafilococos y enterococos), siendo esta
dltima la mas frecuente. Este es el mecanismo de resistencia mas usual y los
niveles de resistencia aumentan en funcion del numero de copias del gen ARNr

23S afectadas, que suelen ser cinco o seis en los estafilococos.

b) Adquisicion plasmidica del gen cfr que codifica la produccion de una
metiltransferasa ribos6mica y que confiere resistencia a cinco clases de
antimicrobianos (fenicoles, lincosamidas, oxazolidinonas, pleuromutilinas y

estreptogramina A).

c) Mutaciones en los genes (rpIC y rpID) que codifican las proteinas L3 y L4 de la

subunidad ribosémica 50S, poco frecuentes.

Diversas combinaciones de estos mecanismos pueden coexistir en una misma
cepa. En el primer caso generalmente se observan CMIs de linezolid elevadas
(> 32 ug/mL) aunque también pueden ser inferiores dependiendo del nUmero de
alelos mutados; para el caso de la resistencia mediada por el gen cfr algunas
cepas pueden presentar CMIs en el rango de sensibilidad (< 4 pg/mL), por ello

siempre que se sospecha resistencia al linezolid es necesario analizar
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conjuntamente los resultados de sensibilidad al resto de los antimicrobianos
afectados por este mecanismo. Ademas, al tratarse de un mecanismo de
resistencia transferible, si no se detecta precozmente, hay riesgo de transmision a

otras cepas si no se implantan las medidas adecuadas (37, 84).
2.4.5. Resistencia a quinolonas.

El principal mecanismo de resistencia a fluoroquinolonas consiste en mutaciones
en las dianas de accion del antibidtico, en concreto en la ADN topoisomerasa IV
(ParC y ParE) y en la ADN-girasa (GyrA y GyrB). Asimismo, la resistencia puede
estar ocasionada a mutaciones en el gen norA, responsable de un mecanismo de

expulsién activa (37).

No todos los compuestos tienen la misma potencia frente a la ADN-girasa y la
topoisomerasa IV por lo que existen importantes diferencias en la actividad de las
distintas fluoroquinolonas frente a Staphylococcus spp. Las mutaciones
responsables de la resistencia se suelen producir primero en los genes que
codifican la diana primaria (para la mayoria de compuestos la topoisomerasa 1V,
ParC) y a continuacion la diana secundaria (habitualmente la ADN-girasa, GyrA)
(37).

Entre las fluoroquinolonas disponibles las menos activas son norfloxacino y
ciprofloxacino, seguidas de ofloxacino, levofloxacino y esparfloxacino y de
moxifloxacino y gemifloxacino, estas Ultimas son las que presentan mayor
actividad (37).

2.4.6. Resistencia a tetraciclinas.

La resistencia a tetraciclina y doxiciclina en Staphylococcus spp. es bastante
frecuente y puede ser debida a dos mecanismos: aumento de la expulsion activa y
proteccion del ribosoma. El primer mecanismo esta codificado por los genes tetK y
tetL y el segundo por los genes tetM y tetO (81).
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La resistencia mediada por tetK afecta solo a la tetraciclina, aunque confiere
resistencia inducible a doxiciclina; mientras que la mediada por tetM implica
resistencia cruzada a tetraciclina, doxiciclina y minociclina. La resistencia a
tetraciclina no se puede utilizar como marcador de resistencia a todo el grupo (81,
87).

2.4.7. Resistencia a cloranfenicol.

El cloranfenicol es un antibidtico bacteriostatico que actia inhibiendo la
transpeptidacion en la sintesis proteica, al unirse a la subunidad 50S del ribosoma
bacteriano. La resistencia a esta droga en S. aureus, es debida a su modificacion

enzimatica por la accion de una acetiltransferasa mediada por plasmidos (88).
2.4.8. Resistencia a trimetoprim/sulfametoxazol (cotrimoxazol).

Debido a que el 95%—-100% de los aislamientos de SARM-AC son susceptible in
vitro al cotrimoxazol, este se ha convertido en una importante opcion terapéutica
contra las infecciones de piel y tejidos blandos adquiridas en la comunidad. No es
recomendado en el tercer trimestre del embarazo, ni en lactantes menores de dos

meses (87).

Las sulfamidas actian interfiriendo la sintesis del acido tetrahidrofélico pues
constituyen analogos competitivos del acido paraminobenzoico, esencial en la
sintesis de aminoacidos y nucleétidos. Por su parte, el trimetoprim es un analogo
del &cido dihidrofélico, que actda en un paso posterior a las sulfamidas, impidiendo
la reduccién enzimatica de este a acido tetrahidrofélico. En S. aureus la resistencia
a sulfamidas se produce por aumento de la produccion de acido
paraminobenzoico gracias a una mutacion cromosomica. En cambio, la resistencia
al trimetoprim puede responder a una menor afinidad de la enzima
dihidrofolatorreductasa por el antibiético, 0 a un aumento de su produccion. La
resistencia es mucho mas comun a las sulfamidas, pero la combinacion de ambos

farmacos resulta sinérgica (88).
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2.4.9. Resistencia a rifampicina.

La rifampicina inhibe la sintesis bacteriana de ARN a través de la unién a la ARN
polimerasa. El mecanismo de resistencia depende de alteraciones (inserciones,
supresiones o0 mutaciones puntuales) en el gen rpoB, que codifica para la

subunidad B de la enzima ARN polimerasa (89).
2.5. Tratamiento de las infecciones por SARM en la clinica pediatrica.

En la Tabla 2.1 se exponen las recomendaciones de la Sociedad Americana de
Enfermedades Infecciosas (AIDS, siglas en inglés) para el manejo de los

principales sindromes clinicos encontrados en la clinica pediatrica (87).

El tratamiento de estas entidades comprende el drenaje de los abscesos, el
desbridamiento del tejido necrdtico, la extraccion de los cuerpos extrafios (incluye
los catéteres vasculares) y la administracion de antibioticos. La seleccion y la
dosis inicial de los farmacos dependen de la localizacién de la infeccion, la
gravedad del proceso y la probabilidad de participacion de cepas resistentes
(90, 91). En consecuencia es fundamental conocer los patrones de resistencia

local para iniciar el tratamiento.

Las bacteriemias, endocarditis, neumonias y otras infecciones graves requieren
terapéutica intravenosa prolongada con vancomicina. Este antibiético resulta
eficaz frente a la mayoria de las infecciones por SARM - AC y en algunas

infecciones graves se puede asociar con rifampicina o aminoglucésidos (87, 92).

Tang et al. realizaron un estudio in vitro con el objetivo de comparar la eficacia
antibacteriana de antibioticos antiestafilococicos en combinacion con fosfomicina o
rifampicina en infecciones asociadas a la formacion de biofilm. Este reveld que la
fosfomicina aumenta la actividad de linezolid, minociclina, vancomicina y
teicoplanina. Estas combinaciones terapéuticas son incluso mejores que los
regimenes combinados con rifampicina, y pueden proporcionar ventajas

terapéuticas en infecciones relacionadas con catéter y proétesis articulares (93).
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Tabla 2.1. Recomendaciones de la Sociedad Americana de Enfermedades

Infecciosas para el tratamiento de las infecciones pediatricas por SARM.

Entidad clinica Tratamiento

Abscesos, furianculos y
carbunco

Incision y drenaje

Celulitis purulenta

Via oral (VO): clindamicina, cotrimoxazol, doxiciclina,
minociclina y linezolid

Celulitis no purulenta

VO: clindamicina, amoxicilina + cotrimoxazol o
tetraciclina, linezolid

IPTB complicada

Vancomicina (Intravenosa-1V), linezolid (VO/1V),
clindamicina (VO/IV)

Bacteriemia

Vancomicina (IV), daptomicina (V)

Endocarditis infecciosa
de valvula nativas

Vancomicina (IV), daptomicina (1V)

Endocarditis infecciosa
de valvulas protésicas

Vancomicina + gentamicina + rifampicina (1V)
Reemplazo quirargico de la valvula

Neumonia

Vancomicina (IV), linezolid (VO/1V), clindamicina
(VO/IV)

Osteomielitis

Desbridamiento y drenaje quirargico.

Vancomicina (IV), daptomicina (IV), linezolid (VO/IV),
clindamicina (VO/IV). Algunos autores recomiendan
afadir rifampicina

Artritis séptica

Desbridamiento y drenaje quirurgico del espacio
articular.

Vancomicina (1V), daptomicina (1V), linezolid (VO/IV),
clindamicina (VO/1V)

Meningitis

Vancomicina, linezolid. Algunos expertos
recomiendan afadir rifampicina

En la etapa neonatal la terapia empirica dependera de la resistencia local, de la

severidad de la infeccion y del perfil de toxicidad de los antibioticos disponibles

para este periodo de la vida. La vancomicina y la clindamicina constituyen las
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principales opciones terapéuticas frente a las infecciones por SARM — AC. El
cotrimoxazol puede ser considerado una opcion terapéutica en infecciones leves,
siempre y cuando no existan antecedentes de ictero fisiolégico prolongado. El
linezolid es otra de las alternativas terapéuticas disponibles y es de mucha utilidad

en la neumonia e infecciones complicadas o no de la piel y tejidos blandos (79).

En el siglo pasado los antibiéticos proporcionaron un gran beneficio para la salud
humana pero ahora la diseminacion de la resistencia antimicrobiana constituye un
gran reto para la salud en siglo XXI. Nuevas estrategias para combatir las
infecciones por SARM deben ser aplicadas de forma urgente. En este sentido,
algunos autores han identificado una sorprendente hendidura en la armadura
bacteriana, que en un futuro puede permitir el desarrollo de una nueva estrategia
terapéutica para combatir las infecciones por este agente: la inhibicion del primer
paso en la biosintesis del &cido teicoico re-sensibiliza a SARM a los
betalactdmicos (94).

En los ultimos afios se ha constatado la escasa actividad de los tratamientos
antibioticos habitualmente recomendados, esencialmente con glicopéptidos, frente
a las infecciones producidas por microorganismos Gram positivos, sobre todo
SARM, a pesar de mostrar valores de CMI por debajo del punto de corte de
sensibilidad. Los fenbmenos de tolerancia (evento genético por el cual una
poblacién bacteriana no muere 0 muere muy lentamente en presencia de un
antimicrobiano bactericida), persistencia (estado fenotipico no heredable vy
transitorio por el que una subpoblaciéon bacteriana sobrevive a concentraciones
letales de un antimicrobiano con independencia de su mecanismo de accion) y
heterorresistencia (fenébmeno epigenético por el que se aislan subpoblaciones
isogénicas con menor sensibilidad cuando la poblaciéon bacteriana se somete a
concentraciones por encima del valor de la CMI) han sido en parte sefialados
como causantes de este hecho. Los nuevos antimicrobianos, entre ellos la
daptomicina, se ven menos afectados por este tipo de fenémenos y deben

considerarse de eleccién cuando se demuestre o sospeche su presencia (95).
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[ll. Materiales y Métodos
3.1. Disefio general del estudio.

Se realizd un estudio observacional de corte transversal en el HPJMM, en
conjunto con el Laboratorio de Infecciones Respiratorias Agudas Bacterianas
(IRAB) del IPK, en el periodo Enero 2010 — Julio 2013.

El universo estuvo constituido por el total de aislamientos de SARM
(105 aislamientos) recuperados a partir de muestras clinicas de neonatos (edad de
0 a 28 dias) atendidos en el servicio de Neonatologia. Solo se incluy6 el primer
aislado de un paciente en un mismo afo de estudio. Los aislados de SARM se
detectaron a través del método de Bauer y Kirby empleando discos de oxacilina (1
ug) o cefoxitina (30 ug), en funcion de la disponibilidad de estos durante el periodo

de estudio.

El traslado de los aislamientos al IPK se realizé en tubos 100 x 13 mm con agar
nutriente, teniendo en cuenta las normas de bioseguridad establecidas para el
transporte de material infeccioso. En el laboratorio de IRAB se procedid a la
confirmaciéon de la identificacién y a la conservacién en caldo triptona soya con
glicerol al 15% a -70 °C para la posterior caracterizacién microbiolégica con base
en la deteccién fenotipica de la resistencia a la meticilina y la presencia del gen
mecA, asi como para la realizacibn de los estudios de susceptibilidad
antimicrobiana y determinacion de los genes que codifican para la LPV mediante
RCP.

3.2. Operacionalizacion de las variables.

Las variables que se analizaron en el estudio se muestran en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Variables demogréficas, clinicas y epidemiolégicas consideradas durante el estudio de las
infecciones neonatales por SARM en el HPJMM, 2010 - 2013.

Variable Tipo

Descripcion

Categorias

Indicador

Clasificacion de Cualitativa
la infeccién por nominal
SARM segln politbmica
lugar de inicio

Segun criterios
establecidos por el
CDC(61)

Infecciones por SARM - AH: Cuando el
aislamiento de SARM se obtiene durante o
después del cuarto dia calendario de

hospitalizacion.

Infecciones por SARM-CCAH:
aislamiento de SARM en un paciente
ambulatorio o antes del cuarto dia
calendario de hospitalizacién, y con uno o
mas de los siguientes factores de riesgo:
historia de hospitalizaciéon (excluida la
estancia hospitalaria en el momento del
nacimiento) o cirugia en el afio previo,
presencia de un catéter vascular central

durante dos dias antes del cultivo

Frecuencias
absolutas y

relativas
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Tabla 3.1. Continuacion

Variable Tipo Descripcion

Categorias

Indicador

Clasificacion de
la infeccién por
SARM segln

lugar de inicio

(continuacion)

Infecciones por SARM-AC: aislamiento
de SARM en un paciente ambulatorio o
antes del cuarto dia calendario de
hospitalizacion, con ausencia de los

criterios antes mencionados

Edad Cuantitativa Edad biol6gica
continua medida en afios o

meses cumplidos

0 - 6 dias, 7 -13 dias, 14 — 20 dias, 21 a 28

dias

Frecuencias
absolutas y

relativas

Sexo Cualitativa En dependencia del Femenino Frecuencias
nominal sexo bioldgico Masculino absolutas y
dicotomica relativas

Color de la piel  Cualitativa Pigmentacion de la  Blanco Frecuencias
nominal piel Negro absolutas y
politbmica relativas

Mestizo
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Tabla 3.1. Continuacion

Variable Tipo Descripcion Categorias Indicador
Dias de estadia Cuantitativa Segun los dias de 1 -7 dias, 8 -15 dias, Frecuencias
hospitalaria discreta estancia en el 16 dias o0 mas absolutas y
hospital relativas
Factores de Cualitativa Condicién que Presencia de dispositivo percutaneo o Frecuencias
riesgo nominal predispone a la intravascular absolutas y
politbmica infeccion por SARM Historia de hospitalizacion en UCIN o relativas
estadia hospitalaria prolongada
Antecedentes de infeccion por SARM-AH
0 SARM-AC
Antibioticoterapia previa
Presencia de lesiones en piel en el
neonato, madre u otro familiar, otras
Diagnaostico Cualitativa Impresion de IPTB: impétigo, furunculosis, celulitis, Frecuencias
clinico del nominal diagndstico clinico  absceso, mastitis, onfalitis, entre otras absolutas y
paciente politbmica del paciente relativas

Otitis media aguda supurada, neumonia,

bacteriemia, ISQ, adenitis, otras
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Tabla 3.1. Continuacion

Variable Tipo Descripcion Categorias Indicador
Tipo de Cualitativa Producto patolégico Secrecion de piel y tejidos blandos, Frecuencias
Muestra nominal de donde se aisla exudado oOtico, sangre, secrecion del sitio absolutasy
politbmica SARM quirargico,  liquido  pleural, catéter, relativas
secrecion osteoarticular, otras
Tratamiento Cualitativa Segun protocolo Tratamiento quirdrgico: Incisién y drenaje  Frecuencias
nominal establecido para Antibioticoterapia: glicopéptidos, absolutas y
politomica cada entidad clinica macrélidos, oxazolidinonas, cotrimoxazol, relativas
guinolonas, lincosamidas, rifamicinas,
anfenicoles, aminoglucosidos, otros
Tratamiento quirdrgico + antibioticoterapia
Susceptibilidad Cualitativa Segun los criterios  Sensible Frecuencias
antimicrobiana nominal establecidos por el Intermedia absolutas y
politbmica CLSI 2015 (26) relativas
Resistente
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3.3. Confirmacion de la identificacion como S. aureus de los aislamientos
procedentes del HPJMM.

Se sembrd una asada del crecimiento del tubo de agar nutriente en el que se
recibieron los aislamientos, en placas de agar sangre al 5% y estas se incubaron a
37 °C durante 18 - 24 h. La identificacion se realiz6 por técnicas convencionales
teniendo en cuenta las caracteristicas fenotipicas de las colonias, coloracién de
Gram, prueba de la catalasa, prueba de la coagulasa en tubo y test rapido de
aglutinacion de particulas de latex, empleando el reactivo Slidex Staph Plus
(Biomerieux, Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante (2). En todos los
casos se utilizd como control positivo la cepa ATCC S. aureus 25923. En la Figura

3.1 se resume la metodologia seguida.

Siembra en Colonias circulares, convexas, cremosas, pigmentaciéon variable y
Agar Sangre presencia de betahemodlisis difusa alrededor de las colonias
*Cocos Gram positivos
Gram
Pruebade la o
Prueba de la iy

Latex Slidex L
Staph Plus Positivo

Figura 3.1. Metodologia seguida para la identificacion convencional de

S. aureus en el laboratorio IRAB — IPK.
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3.4. Confirmacién de los aislamientos como SARM.

Para la confirmacion de la resistencia a meticilina se utilizaron cuatro métodos
diferentes: difusion por discos para cefoxitina, microdilucion en caldo para
determinar la CMI de oxacilina y cefoxitina, y aglutinacion por latex para deteccion
de PBP2a.

3.4.1. Deteccién de laresistencia a la cefoxitina.

Se procedio a la deteccion fenotipica de la resistencia a meticilina mediada por el
gen mecA o mecC utilizando el disco de cefoxitina (30 pg) y la técnica de difusion
en disco de Bauer y Kirby, segun el procedimiento descrito por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio de EUA (Clinical Laboratory Standards
Institute, CLSI) del afio 2015. Ante un halo de inhibicion del crecimiento < 21 mm
se informd SARM, mientras que un halo = 22 mm indic6 un aislamiento sensible a

la cefoxitina y se informd S. aureus sensible a meticilina (SASM) (26).
3.4.2. Determinacién de concentracion minima inhibitoria de oxacilina.

Se determind la susceptibilidad antimicrobiana para oxacilina empleando el
método de microdilucién en caldo, siguiendo el procedimiento recomendado por el
CLSI (26, 96).

3.4.2a. Preparacién de las placas para la determinacion de la CMI.

Se utilizaron placas de microdilucion estériles y apirogénicas, de 96 pocillos y
fondo plano. Aplicando la siguiente férmula se prepararon 25 mL de la solucion
madre de oxacilina en agua destilada estéril, a una concentracion de 1 280 ug/mL,
partiendo de una droga con 900 pg/mg de potencia. La solucidon asi preparada se

distribuyé en alicuotas que se conservaron a -20 °C.
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m=Vx[]/P
m= 25 mL x 1280 pug/mL / 900 pg/mg = 35,5 mg = 0,0355 g

Leyenda: m: cantidad que se debe pesar de la droga (mg)
V: volumen que se desea preparar de la solucion madre (mL)
[ ]: concentracién a la que debe quedar la droga en la solucién madre (ug/mL)

P: potencia de la droga (ug/mg)

Para el recubrimiento de las placas de microdilucion se siguié el procedimiento

que se describe a continuacion, que permitié la obtencién de 10 placas.
- Se removio un vial del antimicrobiano de la conservacion (-20 °C).

- Se calcul6 el volumen necesario para preparar 10 mL de la primera dilucion de
la droga a colocar en la placa de microdilucién. Se consider6 que el intervalo

de concentracion de la oxacilina debia estar entre 512y 0,5 ug/mL.
1 280 pg/mL x V1 =512 pg/mL x 10 mL
Vi=4mL

- Se coloco el volumen antes calculado (4 mL) en un balén volumétrico y se llevd

hasta 10 mL con caldo MH suplementado con NaCl al 2%.

- Se prepararon 12 tubos corning estériles de 15 mL y se enumeraron del 1 al
12.

- Se distribuyeron, a partir del segundo tubo, 5 mL de Caldo MH + NaCl al 2%.

- Se afadieron al primer tubo los 10 mL de la diluciéon del antimicrobiano

preparada previamente en el volumétrico.

- Se transfirieron 5 mL del primer tubo al segundo; 5 mL de este al tercero y se

procedi6 asi sucesivamente hasta llegar al tubo 11.
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- Se reservo el tubo 12 para emplearlo como control de crecimiento (medio sin

antimicrobiano).

- Se volco el contenido del tubo 12 sobre la tapa de una placa Petri o
‘comedero” estéril y con una pipeta multicanal (ocho canales) se cargaron
50 pyL para llenar la columna 12 de las 10 placas de microdilucion que se

sensibilizaron con oxacilina.

- Se procedid6 de la misma forma para cada una de las diluciones del
antimicrobiano en las columnas correspondientes en cada placa
(delallalal).

- Se taparon las placas con plastico autoadhesivo.
- Se almacenaron a -20 °C hasta su uso.
3.4.2b. Preparacion del inéculo.

En cada placa se probaron simultAineamente hasta ocho aislamientos, incluyendo

la cepa control (cepa de referencia S. aureus ATCC 29213).

Los indculos de cada cepa en estudio se prepararon directamente a partir de un
cultivo de 18-24 horas en solucién salina estéril. Se ajusté la concentracion a
5 x 10* UFC/mL, para lo cual se realiz6 la lectura de la densidad éptica en un
fotocolorimetro (CO 700D) a 625 nm (DO = 0,08 - 0,13).

Se prepararon ocho tubos conteniendo 4,95 mL de caldo MH suplementado con
NaCl 2% (identificando correctamente cada tubo con un aislamiento en estudio) y
de las suspensiones antes preparadas se tomaron 50 pL y se afiadieron al tubo

correspondiente (dilucion 1/100).
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3.4.2c. Inoculacion de las placas de microdilucién.

Se volcé el contenido del primer tubo en una tapa de placa petri o “comedero”
estéril y se tomaron 50 uL con una pipeta multicanal; estos se descargaron en la

placa de microdilucién, en la hilera correspondiente al aislamiento en cuestion.

Tras la inoculacion de las placas el intervalo de diluciones quedé de la forma que
se muestra en la Figura 3.2.

Concentracion de Oxacilina (ug/mL)*

[] 256 128 64 32 16 8 4 2 1 05 0,25 CcC

Figura 3.2. Esquema general gue muestra las diluciones de oxacilina en una
placa de microdilucion para la determinacion de la CMI de esta droga frente
a aislamientos de S. aureus, en el laboratorio de IRAB - IPK.

* Los numeros al inicio de cada columna significan la concentracion de oxacilina que se
afadio desde la fila A hasta la H.

A-G - cada fila se corresponde con un aislamiento en estudio

H - cepa S. aureus ATCC 29213

CC - Control de crecimiento (caldo MH sin droga)

[ 1 - Concentracién del antibiético ug/mL
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Justo antes de proceder a la incubacion se realizd un control de inéculo a partir del
pocillo 12 (control de crecimiento) de algunas de las cepas en estudio (al azar).
Para esto se tomaron 10 pL y se diluyeron en 10 mL de solucién salina estéril, se
transfirieron 100 pL a una placa de agar MH y con una espatula de vidrio se
expandio el inéculo. Se incub6 a 35 +/- 2 °C por 24 h, al término de las cuales se
procedio al conteo de las colonias, debiendo oscilar este entre 10 y 50 colonias.

3.4.2d. Incubacion de las placas y lectura de los resultados.

Las placas de microdiluciéon se incubaron a 30 °C por 24 horas. La lectura se
realiz6 de forma visual y se informaron las CMI siguiendo los criterios del
CLSI, de acuerdo con los cuales un aislamiento se considera SARM cuando la

CMI para oxacilina es > 4 ug/mL (26).
3.4.3. Determinacion de la CMI para cefoxitina.

Para determinar la CMI de cefoxitina se emple6é el método de microdilucién en
caldo y se siguid el mismo procedimiento descrito con anterioridad para la
oxacilina. En el Anexo 1 se recoge la metodologia especifica seguida para el
recubrimiento de placas de cefoxitina. Todos los aislamientos con CMI = 8 ug/mL

se consideraron resistentes, y se informaron SARM (26).
3.4.4. Deteccion de la proteina PBP2a.

Para la deteccion fenotipica indirecta del gen mecA se emple6 el juego de
reactivos Slidex MRSA Detection (Biomerieux, Francia), que consiste en una
prueba rapida de aglutinacion de particulas de latex sensibilizadas con un
anticuerpo monoclonal contra la PBP2a. Se parti6 de cultivos puros de
18 - 24 horas obtenidos en placas de agar sangre y se procedié siguiendo el

protocolo recomendado por el fabricante.
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3.5. Determinacién de la susceptibilidad a antimicrobianos no
betalactamicos.

Se utilizé el método de microdilucion en caldo (96) y se fijaron los intervalos de
concentracion que a continuaciéon se relacionan: vancomicina (128-0,125 ug/mL),
rifampicina (16-0,015 pg/mL) y trimetoprim/sulfametoxazol
(32-0,03/608-0,55 pg/mL). Se sigui6 el mismo procedimiento descrito
anteriormente para la determinacion de la CMI de oxacilina y cefoxitina. La
metodologia especifica seguida para el recubrimiento de las placas de cada una

de las drogas evaluadas se muestra en el Anexo 1.

Para gentamicina, tobramicina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina, doxiciclina,
minociclina, ciprofloxacino y cloranfenicol se empleé el método de difusién por
discos de Bauer y Kirby (97). A través del sistema automatizado VITEK® 2
Compact version 6.019 (bioMérieux, Francia) y de acuerdo con las
especificaciones del fabricante se determiné la susceptibilidad antimicrobiana para
teicoplanina, linezolid, levofloxacino, moxifloxacino, tigeciclina y
quinopristina/dalfopristina. En todos los casos, para la interpretacion de los

resultados se siguieron los criterios del CLSI (26).

3.5.1. Deteccion fenotipica de resistencia a los macraolidos, lincosamidas y
estreptograminas del grupo B.

Las diferentes expresiones fenotipicas de esta resistencia se identificaron
mediante el método de difusibn con discos de eritromicina y clindamicina,

empleando el D-test, segun las recomendaciones del CLSI (26).

Se coloco un disco de eritromicina (15 pg) y otro de clindamicina (2 pug) separados
a una distancia de 15 o 20 mm sobre la superficie de una placa de agar MH
inoculada con la suspension bacteriana. Los resultados se interpretaron de la

siguiente forma:
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- Resistencia a la eritromicina y a la clindamicina sin achatamiento del halo de
inhibicién de la clindamicina (D-test negativo, cMLSg: resistencia constitutiva a

la eritromicina, a la clindamicina y a las estreptograminas B).

- Resistencia a la eritromicina y sensibilidad a la clindamicina pero con un
achatamiento del halo del disco de la clindamicina en la proximidad del de la
eritromicina (D-test positivo, IMLSE: resistencia inducible a la eritromicina, a la

clindamicina y a las estreptograminas B).

- Resistencia a la eritromicina y sensibilidad a la clindamicina sin achatamiento

del halo del disco de esta ultima (D-test negativo, MSg).

- Resistencia a la clindamicina con sensibilidad a la eritromicina (D-test

negativo).
3.6. Deteccion de los genes que codifican parala LPV.

La presencia de los genes que codifican para la LPV se demostré por RCP en 96
de los 105 aislamientos de SARM, pues en nueve de ellos se produjo pérdida de

la viabilidad durante la conservacién (98).
3.6.1. Extraccion de ADN.

La extraccién de ADN se realiz6 mediante el método de Chelex-100 (Sigma, EUA)
al 5% en buffer TE al 1X, pH 8,8, siguiendo el protocolo utilizado por
McDonald et al., 2005 con ligeras modificaciones (99). A continuacién se exponen

los pasos seguidos:

- Se dispensaron 500 pL de solucién salina fisiologica estéril en un vial de

1,5 mL (uno por aislamiento).

- Se transfirid al vial una asada de un cultivo en agar sangre de carnero 5%

(18 - 24 horas) de cada aislamiento en estudio y se agitd (vortex corto).
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- Se transfirieron 100 uL de esta suspension a un vial con 300 pyL de Chelex-100
al 5%.

- Se calent6é a 100 °C por 15 minutos.

- Se atemperaron los viales y se centrifugé a 13 000 rpm por 10 minutos.

- Se transfirié cuidadosamente el sobrenadante a otro vial estéril de 1,5 mL.
- Se conservo el sobrenadante (ADN) a -20 °C hasta su uso.

3.6.2. Deteccion de LPV por RCP.

Se utilizdé el kit HotStarTaq® Plus DNA Polymerase comercializado por Qiagen
(Alemania) y los cebadores descritos por Lina et al., 1999 (98). La reaccion ocurri
en un volumen final de 25 pL, en el que se incluyeron los componentes que se
resumen en la Tabla 3.2. Las secuencias de los cebadores utilizados se muestran
en la Tabla 3.3.

La amplificacion se llevdé a cabo en un termociclador Eppendorf Mastercycler
personal (Alemania) bajo las siguientes condiciones: un ciclo de desnaturalizacién
inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de repeticiones de
desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, hibridacién a 55 °C por 30 segundos y
extension a 72 °C por un minuto, finalmente una extension a 72 °C por dos

minutos (98).

La presencia y la talla de los productos de amplificacion se determiné mediante
electroforesis submarina (Major Sciences MP, Japoén) en gel de agarosa al 2%
(w/v) en tampon TBE 1X. El mismo se tiid con solucion de bromuro de etidio
(Promega, EUA) y se fotodocumentdé con el programa Fire Reader 15.06
(Cambridge, Reino Unido). En cada corrida electroforética se empled un patrén de
peso molecular de 100 bp ladder (Promega, EUA). Se defini6 como resultado
positivo la observacién de una banda similar a la talla esperada (433 bp) y

negativo cuando no se observo ninguna banda (98).
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Tabla 3.2. Componentes de la mezcla de reaccién para la deteccién por RCP
de los genes que codifican para la LPV entre los aislamientos de SARM
recuperados en el HPJMM, 2010 - 2013.

Componentes de la Volumen requerido para

., _, Concentracion final
reaccion una reaccion

Coral load PCR buffer 10x

(contiene 15 mM de 2,5puL 1X
MgCl2)
MgCl2 25 mM 1,5puL 3mM
dNTPs (10 mM) 0,5 uL 0,2 mM cada uno
Q - Solution 5x 5uL 1x
Cebador lukPV-1

0,25 pL 0,5 uM
(50 pmol/pL)
Cebador lukPV-2

0,25 pL 0,5 uM
(50 pmol/pL)
HotStarTaq Plus DNA
Polymerase 0,5 L 25U
(5 U/uL)
H20 12 uL
ADN 2,5 uL

Tabla 3.3. Cebadores utilizados para la deteccién por RCP de los genes que
codifican para la LPV entre los aislamientos de SARM recuperados en el
HPJMM, 2010 - 2013.

Nombre Secuencia Gen
lukPV-1 ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA  lukS-PV
lukPV-2 GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC lukF-PV
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3.6.3. Controles.

Como medidas generales para evitar la contaminacion de las muestras se
definieron areas de trabajo separadas, uso de gabinetes para RCP y puntas con
filtros. Se utiliz6 como control positivo el ADN extraido a partir de la cepa de
SARM USA300, donada por el Instituto de Salud Publica de Chile. Como control
negativo se emple6 agua de grado molecular.

3.7. Andlisis de los resultados y procesamiento estadistico.

Se empled una Laptop DELL con ambiente de Windows 8 y Microsoft Office 2010.
Se utilizé6 Microsoft Word como procesador de texto. Los datos que se obtuvieron
se introdujeron en una base de datos y se analizaron con la ayuda del programa
EPIDAT version 3.0. Para el andlisis de los datos se utilizaron indicadores
porcentuales y los resultados se expusieron en tablas y gréaficos. En el caso de las

variables cuantitativas se calculd la media y desviacion estandar.

3.7.1. Célculo de la prevalencia de resistencia a la meticilina entre
aislamientos de S. aureus responsables de infecciones en el servicio de
Neonatologia del HPIJMM.

Para el célculo de la prevalencia de la resistencia a meticilina entre los

aislamientos de S. aureus se utilizo la siguiente formula.
Infecciones por SARM x 100 / Infecciones por S. aureus.

En el numerador se consideré el numero de neonatos con cultivo positivo para
SARM, contando solo el primer aislamiento de cada paciente en cada afio de
estudio. En el denominador se considero el total de neonatos con cultivos positivos
para S. aureus en cada afo de estudio. Este ultimo dato se obtuvo de los Informes
Anuales del Laboratorio de Microbiologia del HPJMM, 2010 - 2013.
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3.7.2. Descripcién de variables demograficas, clinicas y terapéuticas
relacionadas con las infecciones por SARM.

Para la descripcion de las caracteristicas clinicas mas frecuentes de las
infecciones por SARM se revisaron las historias clinicas (HC) de los neonatos
ingresados durante el periodo de estudio. Para esto se utilizé una planilla de
recoleccion de datos (Anexo 2).

3.7.3. Relacién entre la produccion de LPV y algunas variables clinicas.

Se relaciond la presencia de la LPV con la necesidad de incision y drenaje, y la
presencia de complicaciones. Para ello se realizé la prueba de Chi- cuadrado de
Pearson con correccion de Yates y un nivel de confianza del 95%, empleando el
programa para analisis epidemiolégicos de datos tabulados EPIDAT version 3.0.

Un valor p < 0,05 indic6 asociacion estadisticamente significativa.
3.8. Consideraciones éticas.

El Consejo Cientifico del HPIJMM aprobd la ejecucion del estudio y este queddé
inscrito como un proyecto de investigacion institucional. El protocolo de
investigacion fue ademéas aprobado por el Comité de Etica del IPK
(Cédigo CEI - IPK 01 - 13).

El manejo de la informaciébn sobre los pacientes e historias clinicas fue
confidencial. En el laboratorio se tuvieron en cuenta las practicas y procedimientos
qgue corresponden al nivel de seguridad biolégica I, segun establece la Resoluciéon
No. 103 del Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente (2002) (100),
pues S. aureus esta incluido entre los agentes biolégicos con riesgo individual

moderado y comunitario limitado (101).
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IV. Resultados y Discusién

Desde la descripcion de SARM en 1960 este microorganismo se ha convertido en
uno de los mas importantes asociados a la salud humana. Esto ha motivado
multiples estudios centrados en la resistencia antimicrobiana y la caracterizacion
molecular de clones, con vistas a controlar, la diseminacion de las infecciones por
SARM tanto a nivel hospitalario como comunitario. Este patégeno se asocia con
altas tasas de mortalidad y morbilidad, por lo que investigar su prevalencia entre
aislamientos de S. aureus y corroborar la concordancia entre los diferentes
métodos disponibles para su deteccion constituye una preocupacion constante
para laboratorios con recursos limitados, como el del HPIMM.

4.1. Confirmacion de la resistencia a meticilina.

Entre el 2010 y 2013 el laboratorio de Microbiologia del HPJMM informé
170 infecciones neonatales por S. aureus (Informes anuales 2010 - 2013) y
notific6 entre ellas 105 infecciones por SARM, a partir de las cuales se
recuperaron los 105 aislamientos que conformaron el universo del presente
estudio. En el laboratorio IRAB - IPK se confirm6 para todos la identificacidn como
S. aureus Y resistencia a la meticilina, a través del empleo del disco de cefoxitina
(halo =21 mm), la CMI de oxacilina (CMI = 4 ug/mL), la CMI de cefoxitina (CMI = 8

pug/mL) y el empleo del reactivo Slidex MRSA Detection (Biomerieux, Francia).

Los resultados de estas pruebas permitieron inferir, hasta este punto, que en los
105 aislamientos el mecanismo responsable de la resistencia es la presencia de

modificaciones en las PBP2a, codificadas por el gen mecA (26, 37).

La coincidencia entre estos y los resultados informados inicialmente por el HPJMM
ratifican la utilidad del uso del disco de cefoxitina para detectar SARM en la
practica hospitalaria habitual. Entre las ventajas que se le atribuyen se citan: sirve
de marcador de susceptibilidad a meticilina, los halos de inhibicién se relacionan
con la presencia o ausencia del gen mecA/mecC, no esta influenciado

decisivamente por variaciones de indculo, temperatura o medios de -cultivo
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utilizados y sus resultados no parecen estar afectados, en la misma extension que
los discos de oxacilina, por la hiperproduccion de penicilinasas, que pueden dar
lugar a pequefios halos de inhibicién. Por otra parte, se han aislado cepas de
S. aureus portadoras del gen mecA que sin embargo, son sensibles a oxacilina, lo
que vuelve incierto el uso del disco de esta droga para el diagnostico del SARM
(102).

Sasirekha et al. al evaluar diferentes métodos fenotipicos para la deteccion de
SARM en 153 aislamientos de S. aureus demuestran con el empleo del E-test de
oxacilina, 42 aislamientos resistentes, mientras que a través del agar screening
plate detectan 16 aislamientos mas, por lo que obtienen para este ultimo un 100%
de sensibilidad y 87,4% de especificidad. Sobre esta misma muestra, utilizando el
método de Bauer y Kirby con el disco de cefoxitina informan 43 aislamientos de
SARM, con un 100% de sensibilidad pero una especificidad superior (99,1%)
(103).

4.2. Prevalencia de las infecciones neonatales por SARM en el Hospital

Pediatrico “Juan Manuel Marquez”.

En funcién de los resultados de la confirmacion de los aislamientos como SARM,
en la Tabla 4.1 se representa la prevalencia de la resistencia a la meticilina entre
las infecciones neonatales causadas por S. aureus para cada afio del periodo de
estudio. Es evidente una tendencia al incremento en el HPJMM de la recuperacion

de aislamientos de SARM.

El primer reporte de infeccibn por este microorganismo en dicha institucion
hospitalaria se registra en el afio 2002 cuando Diaz estudia 122 aislamientos de
S. aureus, de los cuales el 13,1% resultan resistentes a la meticilina (difusion por
disco de oxacilina, CMI para oxacilina y deteccion del gen mecA), con mayor
frecuencia entre los aislamientos de pacientes ingresados y menor para los
aislados de infecciones de origen comunitario. Un alto porcentaje de estas

presentan resistencia cruzada con otras familias de antibiéticos. Es valido destacar
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gue en once afos la prevalencia de la resistencia a la meticilina aumenta un
54,6% (21).

Los datos del presente estudio se encuentran por encima de la media hospitalaria
(52,4 y 59,3%) segun reporta Monzote et al. (22). Esta observacion estd en
congruencia con el incremento de las infecciones por este agente notificada en
varios paises, incluso en Latinoamérica y sobre todo entre los nifios mas
pequefios (71). Al mismo tiempo, el incremento puede obedecer parcialmente a
que el laboratorio realiza una mejor deteccion de aislados de SARM, a través del

uso del disco de cefoxitina.

Tabla 4.1. Prevalencia de resistencia a la meticilina entre aislamientos de

S. aureus responsables de infecciones neonatales en el HPJMM, 2010 - 2013.

Infecciones por SARM

Afios de Infecciones por

estudio S. aureus No. %
2010 38 25 65,8
2011 56 28 50
2012 45 31 68,9
2013 31 21 67,7

Asi por ejemplo, nétese en la Tabla 4.1 que en el 2011 la prevalencia es menor,
afo en el que se empled el disco de oxacilina eventualmente como el método de
identificacion de SARM ante la no disponibilidad de discos de cefoxitina. El disco
de oxacilina tiene bajo nivel de deteccion de SARM frente a cepas con fenotipo
heterorresistente, por lo que estas pueden mostrarse sensibles en el antibiograma

(falsos negativos) (26, 37).
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De manera general, estos resultados confirman que SARM se ha establecido
como causa importante de infecciones en la comunidad, y refleja la situacion

actual de este patdgeno en la poblacién neonatal.

La discusion acerca del incremento de la prevalencia de infecciones por SARM en
neonatos en el HPJMM en el periodo de estudio resulta dificil porque en Cuba no
existen datos nacionales sobre la tasa de infecciones hospitalarias por SARM y
tampoco se ha podido establecer la epidemiologia de las infecciones
extrahospitalarias asociadas a esta bacteria (17). Estas ultimas dificultan el
manejo y control epidemiologico de los brotes de infecciones y favorecen la
transmision horizontal de resistencia a otras cepas de la microbiota en individuos

sanos o colonizados por S. aureus (104).

S. aureus es una causa importante de infecciones neonatales de inicio en la
comunidad, pero no existen muchos estudios centrados en este grupo de edad. En
los dltimos afios se notifica la emergencia de infecciones producidas por
aislamientos de clones especificos de SARM - AC en neonatos, tanto en la
comunidad como en el medio hospitalario, principalmente en EUA. Estas cepas
son frecuentemente portadoras de la LPV, toxina relacionada con mayor virulencia
y se destaca la frecuente asociacién de estas con infeccion materna concurrente.
Sin embargo, no se disponen de datos en la mayoria de los paises sobre la
prevalencia de infecciones neonatales por SARM y S. aureus LPV(+) en la
comunidad; los pocos casos comunicados fuera de EUA han sido principalmente

por cepas sensibles a la meticilina (12).

En una serie de infecciones neonatales de inicio en la comunidad en el Servicio de
Urgencias del Hospital 12 de Octubre de Madrid, Espafia, el 3,3% son por SARM y
el 6,7% por cepas productoras de LPV (12). Estas cifras son menores a las
reportadas por el estudio de una serie de neonatos norteamericanos, donde el
porcentaje de resistencia a la meticilina que se refiere es del 68% (9). En un

estudio retrospectivo mas reciente que incluye las infecciones por S. aureus en
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nifios ingresados desde 2002 a 2007 en varios hospitales pediatricos de EUA, la
prevalencia de SARM-AC es superior (81%) (105).

Un estudio prospectivo en Tennessee, EUA, entre el 2007 - 2009 encuentra que
los niflos nacidos de madres colonizadas por S. aureus durante el embarazo o en
el momento del parto, tienen mas probabilidad de ser colonizados por esta
bacteria en el periodo neonatal inmediato. En dicho estudio, cerca del 10% de las
madres y el 2,5% de los bebés se demuestran colonizados por SARM en el
momento del parto. Los autores identificaron la transmision horizontal madre-hijo
como el primer mecanismo de colonizacion estafilococica temprana en los bebés,

aunque la transmision vertical también puede ocurrir (106, 107).

A diferencia de Streptococcus agalactiae, la importancia de la colonizacién por
SARM y su implicacion en sepsis neonatal no esta bien documentada y existen
pocos estudios que demuestren transmision vertical e infeccién neonatal. Algunos
autores reportan que la colonizacion vaginal de SARM en gestantes es mas
frecuente en mujeres portadoras de S. agalactiae; incluso apuntan que este podria
promover el crecimiento de SARM por inhibicibn de otros microorganismos

competitivos (106).

Una investigacion publicada por Reyes et al. en el Hospital Universitario “Gustavo
Aldereguia Lima” en Cienfuegos, durante el afio 2010, demuestra en pacientes
hospitalizados una frecuencia superior de infecciones por SARM (23,5%) a la
frecuencia de infeccion por SARM en pacientes atendidos por consulta externa
(7,2%) (108). Los resultados de la presente investigacion difieren de las de dicho
estudio, lo que puede estar dado por el hecho de que sus autores emplean el
método de difusion con disco de oxacilina para la deteccion inicial de la resistencia
a la meticilina. De la misma forma, otro estudio en el Hospital Pediatrico de Centro
Habana reporta una incidencia de 66,7% en infecciones de origen hospitalario por
SARM (109).
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En el ambito internacional, S. aureus y en particular SARM, representa un
patbgeno predominantemente asociado con infecciones serias, tanto
nosocomiales como adquiridas en la comunidad (neumonia, bacteriemia e IPTB).
Datos recientes indican que S. aureus representa el 52% de esas infecciones y
SARM es responsable del 24% de las infecciones estafilococicas. En algunos
paises asiaticos como China, Japoén y Korea, mas del 60% de las infecciones
nosocomiales por cocos Gram positivos estan causadas por SARM. En Europa la
prevalencia total es de 40 - 45% y en los EUA, 30 - 35% (110).

Los datos del presente trabajo son mas bajos que los encontrados por Kejela et al.
en Etiopia, el cual reporta en nifios que asisten a escuelas primarias, una
prevalencia de 18,8% (55).

SARM causa aproximadamente 100 000 infecciones invasivas y alrededor de
20 000 muertes por afio en los EUA, de las cuales cerca de 1000 infecciones y
100 muertes ocurren en nifilos menores de un afio; produce entre el 59% y 72% de
todas las IPTB y en nifios el 95% de estas son debidas a SARM - AC. Diferentes
clones comunitarios producen enfermedad en unidades de cuidados intensivos

neonatales, incluso entre neonatos a término y previamente sanos (107).

En los EUA, el Sistema Nacional de Vigilancia de las Infecciones Nosocomiales
reporta en el 2003 que cerca del 60% de los aislamientos de S. aureus en
unidades de cuidados intensivos son resistentes a la meticilina. En este mismo
pais un estudio observacional retrospectivo (periodo de 10 afios), informa que la
incidencia de infeccidn por S. aureus aumenta mas del doble, pasando de
14,8/1000 admisiones en 1999 a 35,7/1000 admisiones en 2008; pero la incidencia
de las infecciones por SARM aumentan 10 veces, pasando de
2 casos/1000 admisiones en 1999 a 20,7 casos/1000 admisiones en 2008. Para el
afio 2008 SARM representd el 58% del total de las infecciones por S. aureus en
nifios hospitalizados en EUA, cifra inferior a la encontrada en la presente

investigacion (33, 111).
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En Argentina, un estudio prospectivo en niflos con infecciones por S. aureus
adquiridas en la comunidad encuentra que el 62% de estas son causadas por
SARM, que las IPTB representan el 62% de los aislamientos y el 38% provienen
de nifios con infecciones invasivas (112). Una investigacion que incluye diferentes
paises de Latinoamérica (Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador,
Guatemala, México, Panama, Peru y Venezuela), demuestra que la prevalencia de
SARM es de 48%, con una variacion de 29% (Colombia y Brasil) a 79% (Peru) en
el 2011 (113).

La alta tasa de resistencia a la meticilina en el servicio de Neonatologia del
HPJMM sefala la necesidad de dilucidar el origen (comunitario o asociado a la
asistencia sanitaria) de estas infecciones. La definicidn actualmente aceptada de
infecciones por SARM - AC es dificil de aplicar a esta poblacién porque todos los
neonatos estan expuestos al ambiente hospitalario al nacimiento. En general, lo
mas aceptado es no considerar el antecedente de nacimiento como factor de
riesgo para infeccion asociada al hospital. Por otro lado, el neonato es un paciente
con caracteristicas especiales: la inmadurez del sistema inmune lo hace mas
susceptible a infecciones invasivas, las caracteristicas de la piel facilitan su
infeccion y existen cuadros clinicos tipicamente neonatales, como la onfalitis y

mastitis, que no esta claro donde encuadrarlos (infecciones invasivas o IPTB) (12).
4.3. Resistencia antimicrobiana a antibi6ticos no betalactamicos.

El impacto clinico de la resistencia antimicrobiana requiere el estudio de los
mecanismos implicados con el fin de contribuir a una adecuacion rapida y dirigida
del tratamiento asi como para el seguimiento y el control epidemiologicos. Una
investigacion realizada por Gasch et al. en pacientes con bacteriemia por SARM
arroja que la terapia antimicrobiana inicial de forma inapropiada es el Unico factor

predictor caracteristico de mortalidad temprana (114).

En la Figura 4.1 se muestran los porcentajes de resistencia antimicrobiana de los

105 aislamientos neonatales de SARM frente a antibidticos no betalactamicos. Se
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observaron altos niveles de resistencia para eritromicina (85,7%), ciprofloxacino
(75,2%) y levofloxacino (75,2%). Muy bajos niveles de resistencia se detectaron
para tetraciclina, cotrimoxazol y cloranfenicol. No se encontré resistencia a
doxiciclina, minociclina, tigeciclina, rifampicina, quinopristina-dalfopristina,
linezolid, vancomicina y teicoplanina. La resistencia encontrada para gentamicina
y clindamicina constituye un signo de alarma y pudiera poner en dudas su
utilizacion como farmacos de primera linea en el tratamiento de las infecciones

neonatales.

Tradicionalmente los aislamientos hospitalarios de SARM se caracterizaron por
presentar resistencia asociada a varios grupos de antimicrobianos y cuando mas
tarde se describen las primeras infecciones por este agente adquiridas en la
comunidad, esta se constituye en una de las principales caracteristicas para
distinguir entre unos y otros. Los aislamientos de SARM - AC se consideran por
mucho tiempo susceptibles a todos los agentes antimicrobianos, excepto a los
betalactamicos. Sin embargo, actualmente la resistencia se incrementa a un
mayor numero de antibibticos, incluyendo eritromicina y fluoroquinolonas para
ambos tipos de aislamientos (35). Esto lo reafirma un estudio realizado por
investigadores del CDC, en el que se detecta resistencia a tetraciclina y
clindamicina en el 9% y 6,2% de los aislamientos de SARM estudiados,

respectivamente (115).
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Figura 4.1. Resistencia antimicrobiana de SARM frente a antibiéticos no

betalactdmicos en el servicio de neonatologia del HPIJMM, 2010 - 2013.

En la presente investigacion se reportan cifras muy inferiores a las encontradas
por Wu et al. en hospitales pediatricos en Beijing (China): 85,7% para clindamicina
y eritromicina; 78,6% para gentamicina; 64,3% para cotrimoxazol; 71,4% para
cloranfenicol; 57,1% para tetraciclina y ciprofloxacino y 28,6% para rifampicina
(116).

Veldzquez-Guadarrama et al. al estudiar 95 aislamientos de SARM en el Hospital
Infantil de México “Federico Gémez” revelan que el 100% son sensibles a
vancomicina y observan resistencia a eritromicina (97,7%), clindamicina (82,2%) y
ciprofloxacino (70%). Informan ademas una cepa de SARM resistente al linezolid;
aun cuando no documentan el uso previo de este antibiético, sin embargo se

conoce que esto puede deberse al uso de antibiéticos como el cloranfenicol que
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podria producir mutaciones en el dominio V del ARNr 23S, que inducen resistencia
cruzada a linezolid (117, 118).

También Perazzi et al. al evaluar la sensibilidad de aislamientos de SARM de
origen hospitalario y adquiridos en la comunidad a antiguos y nuevos
antimicrobianos, demuestran para los aislamientos de SARM - AH resistencia
simultdnea a eritromicina, clindamicina, gentamicina, ciprofloxacino, levofloxacina
y moxifloxacina; y sensibilidad a tigeciclina, vancomicina, teicoplanina y linezolid.
En cambio para los aislamientos de SARM - AC solamente reportan resistencia a

betalactdmicos (119).

En los dltimos afios el aumento de las infecciones por cepas de SARM de origen
comunitario ha renovado el interés por la utilizaciéon de la clindamicina como
alternativa terapéutica, por lo cual la deteccién de resistencia antimicrobiana al
grupo MLSe es objetivo de multiples investigadores. En el presente estudio se
observo un 85,7% de resistencia a eritromicina y 13,3% a clindamicina. Estos
valores reflejan niveles de resistencia elevados para macrolidos, lo que implica
gue no sean de utilidad en el tratamiento de las infecciones por este agente. En
relacion a las lincosamidas, aunque el valor reportado no es elevado en términos
numeéricos si es preocupante. La clindamicina no es un antimicrobiano de uso
cotidiano y se reporta como una de las primeras lineas de tratamiento en las
infecciones por SARM. El valor de resistencia total al complejo MLSs se encontré
por encima del 10% sugerido para considerar a la clindamicina como tratamiento
empirico de primera linea ante infecciones por SARM, aunque algunos autores
plantean hasta un 15% (87, 120-123).

Mediante el analisis de la resistencia a eritromicina y clindamicina se puede inferir
el mecanismo implicado, asi como identificar el fenotipo de resistencia (26, 37). El
fenotipo MSs (resistencia a los macrolidos de 14 y 15 atomos de carbono y a las
estreptograminas B pero no a la clindamicina ni a los macrdlidos de 16 atomos)

debido a un mecanismo de expulsion activa codificado principalmente por genes
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del tipo msrA se encontré en 76 aislamientos de SARM (72,4%); en estos casos la

clindamicina constituye una opcién terapéutica.

El fenotipo MLSe se demostro en 14 aislamientos (13,3%) lo que implica
resistencia a los macrolidos de 14, 15y 16 atomos de carbono, las lincosamidas y
las estreptograminas del grupo B. El mismo estad codificado por genes erm y
puede ser de expresion constitutiva o inducible (cMLSs 0 iMLSg). En el primer
caso se produce resistencia cruzada de alto nivel a todos los antimicrobianos del
grupo, mientras que el fenotipo inducible se presenta como resistencia a los
macrolidos pero sensibilidad a las lincosamidas y a las estreptograminas B en
ausencia de un inductor (eritromicina). En las cepas con fenotipo iIMLSB la
eritromicina induce la expresion del mecanismo de resistencia, por lo que la
confirmacién de este en los laboratorios de Microbiologia es de vital importancia
(26, 37). En el presente estudio la mayor parte de los aislamientos en los cuales
se detectd esta resistencia portaban el fenotipo inducible (85,7%). No se observo
ningun aislamiento de SARM con el patrén de resistencia a clindamicina y

sensibilidad a eritromicina.

La prevalencia de la resistencia inducible a MLSs entre clones de SARM no es
ampliamente reportada, aunque paises como Sudéfrica, la India y Polonia lo
informan con relativa frecuencia. En un estudio brasilefio el 11,3% de los
aislamientos de S. aureus muestran este fenotipo (77). Otra investigacion
realizada por Zriouil et al. en Marruecos reporta un incremento del fenotipo
inducible (64,3%) en aislamientos de SARM, incluso con resistencia asociada a
cotrimoxazol, rifampicina y acido fusidico; también encuentran el fenotipo de
resistencia a lincosamidas (32.1%) (124). La no deteccién oportuna de este
mecanismo conduce a fracasos terapéuticos debido a la induccién in vivo durante

el tratamiento con clindamicina (37).

Las quinolonas constituyen en la actualidad, junto a los betalactamicos, los
antibioticos de mayor uso (88). El surgimiento y la extension de resistencia a este

grupo de antibioticos dependeran del patégeno, del antibiético, del lugar de la
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infeccion y la carga bacteriana, de la integridad de los mecanismos de defensa del
hospedero y de la dosis usada, entre otros factores. Hay una relacién inversa
entre concentracion del antimicrobiano y seleccion de mutantes resistentes, por lo
gue no se deberian infradosificar para evitar la seleccion de mutantes resistentes.
En general, cuanta mas actividad tiene una quinolona mas tarda en aparecer la

resistencia clinica (125).

Las quinolonas son facilmente excretadas en el sudor y pueden suprimir el
crecimiento de la microbiota normal, incluido S. aureus que coloniza la piel, nariz y
garganta. El uso extendido de estas se reconoce como promotor de la resistencia
a las fluoroquinolonas en SARM, aunque este grupo de antimicrobianos no es
usado con frecuencia en el tratamiento de las infecciones por este microorganismo
(56). En un estudio donde se examinan los indices de SARM en un hospital de
tercer nivel en Caen, Francia durante un periodo de 10 afios, los autores
identificaron un incremento significativo en las tasa de infeccion por SARM
después de un incremento en los niveles de prescripcion de fluoroguinolonas
seguido de un periodo de uso limitado (126). De forma inversa, una caida
significativa en las tasas de SARM se relaciona con la disminucion en el uso de
fluoroquinolonas durante un periodo de 4 afios en el Hospital “Saint-Louis” de
Paris, Francia (127). En una investigacion de prevalencia realizado en pacientes
ancianos admitidos en un hospital del Reino Unido, se encuentra una fuerte

asociacion entre la colonizacion por SARM y el uso previo de ciprofloxacino (128).

En el HPJMM el segundo antibiético en mostrar los mas altos niveles de
resistencia fueron las quinolonas, en particular ciprofloxacino y levofloxacino
(75,2%), lo que se ajusta a los reportes internacionales. Un estudio realizado por
Vindel et al. en el 2006 notifica valores entre el 84,2 y el 92% de resistencia frente
a quinolonas (129). En Cuba las tasas de resistencia reportadas frente a
ciprofloxacino son de igual manera elevadas en aislados recuperados de
infecciones de pacientes hospitalizados. En el Hospital Militar Central “Dr. Luis

Diaz Soto” en La Habana es de 72%, contrario a lo encontrado en el Hospital
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General “Gustavo Aldereguia Lima” de Cienfuegos (11,3%) (108, 130). El amplio
uso del ciprofloxacino en Cuba por méas de 20 afios pudiera ser, sin lugar a dudas,

el principal promotor de estos niveles de resistencia.

En relacion a los aminoglucésidos los dos fenotipos mas frecuentes de resistencia
que se pueden encontrar al realizar las pruebas de sensibilidad in vitro son:
a) resistencia a la gentamicina y a la tobramicina pero sensibilidad aparente a la
amikacina, debida a la enzima bifuncional AAC(6’)-APH(2"), que afecta a casi
todos los aminoglucésidos de utilizacion clinica, con la excepcion de la
estreptomicina; y b) sensibilidad a la gentamicina y resistencia a la tobramicina y a
la amikacina, adquirida mediada por la enzima nucleotidiltransferasa o
adeniltranferasa denominada ANT(4’)(4") que confiere resistencia a tobramicina,

amikacina y kanamicina (37, 81).

Para poder detectar los dos principales mecanismos de resistencia en la presente
investigacion se incluyeron en el estudio de susceptibilidad a antimicrobianos no
betalactamicos los discos de gentamicina y tobramicina. El 16,2% de los
aislamientos de SARM recuperados en el HPIJMM resultaron resistentes a ambos
aminoglucésidos, cifras similares a la reportada en Etiopia por Kejela et al. para la
gentamicina (15,4%), donde en cambio se informan porcientos de resistencia
alarmantes para otros antimicrobianos, tales como vancomicina (12,8%),
cotrimoxazol (17,9%) y cloranfenicol (59 %) (55).

Por otra parte, aunque las tetraciclinas muestran buena actividad in vitro, los
informes sobre su uso en el tratamiento de las infecciones por SARM son
limitados. Parecen ser efectivas en el tratamiento de las IPTB pero las evidencias
son insuficientes para apoyar su uso en infecciones invasivas. En el presente
estudio los niveles de resistencia para esta droga fueron muy bajos, lo que guarda
relacion con su limitado uso en las edades pediatricas. En correspondencia, son
inferiores a las informadas por ejemplo, por Espinosa et al., en el Hospital Clinico-
Quirurgico “Hermanos Ameijeiras™ 27,8% de resistencia a la tetraciclina y

susceptibilidad intermedia para minociclina (1,3%) (131).
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El incremento de las infecciones por SARM trae como resultado un aumento en
los costos de los tratamientos y el uso de recursos médicos. Una proporcion
significativa de estas requieren tratamiento con glicopéptidos, particularmente
vancomicina. Antes del afio 2006 los aislamientos de SARM eran considerados
susceptibles a este antimicrobiano cuando se obtenia una CMI < 4 pg/mL; no
obstante, este valor de corte se redefinié debido a la pobre respuesta terapéutica
observada en los pacientes con infecciones causadas por aislamientos con
CMI > 2 ug/mL (110, 132).

Por méas de cuatro décadas la vancomicina resulto el tratamiento de eleccion en
las infecciones por SARM. Recientemente, aislamientos con altas CMI de
vancomicina (> 1 pg/mL) pero en el rango de susceptibilidad, se asocian con falla
terapéutica y mortalidad en el paciente, lo que en parte pudiera explicarse por
inadecuados niveles séricos de la droga durante el tratamiento. Las fallas
terapéuticas y la disponibilidad de otras alternativas efectivas pueden debilitar la
posicion de vancomicina como antibidtico de primera linea. Sin embargo, la
emergencia de la resistencia y algunas consideraciones relacionadas con los
costos, sefialan la necesidad de una valoracion integral cuando se propone el
empleo de antimicrobianos alternativos (133, 134). Las recomendaciones
internacionales continlan respaldando el uso de la vancomicina con
independencia del valor de la CMI. Su informacion debe usarse solo como un
pardmetro adicional para la decision terapéutica que al mismo tiempo debe estar

respaldada por la respuesta clinica (133, 135).

Un estudio de cohorte retrospectivo disefiado por Chang et al. concluye que los
valores de CMI de teicoplanina > 1,5 pg/mL pueden predecir un resultado
desfavorable y tasas de mortalidad elevadas entre pacientes con bacteriemia por
SARM tratados con este antibiotico (136). A nivel mundial existen pocos reportes
sobre la relacion existente entre CMI de teicoplanina y respuesta desfavorable al

tratamiento.
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El 100% de susceptibilidad a la vancomicina puesto de manifiesto durante el
estudio para los aislados de SARM responsables de infecciones en el servicio de
neonatologia del HPJMM coincide con lo reportado por Cuevas et al. en Espafa y
Traverso et al. en Argentina, quienes emplearon también el método de CMI (137,
138). De la misma forma se corresponde con el informe de Zriouil et al. en
Marruecos, sin embargo es valido acotar que el método de difusion con disco para
evaluar la susceptibilidad a la vancomicina utilizado en dicha investigacion, no es
suficiente para descartar la susceptibilidad intermedia a la droga por su falta de

capacidad discriminatoria (124, 139).

En esta investigacion se detectd para el 74,3% de los aislados de SARM una
CMI = 1pg/mL, aunque solo el 8,6% mostraron CMI = 2 pg/mL, lo que pudiera
comprometer su utilidad en el tratamiento de infecciones graves. Estos resultados
coinciden con los encontrados en un estudio realizado en nifios coreanos donde la
mayoria de los aislamientos clinicos de SARM muestran CMI para

vancomicina = 1.0 ug/mL (140).

Varios autores ratifican la gran disparidad entre los valores de CMI para
vancomicina, dependiendo de la técnica empleada. Hsu et al. demuestran un 70%
de cepas de SARM con CMI para vancomicina = 1,5 pg/mL por Etest contra solo
un 7% por el método de microdilucién. Asi mismo, un estudio multicéntrico en EUA
que incluyé 1800 SARM compara los valores de CMI para vancomicina y
daptomicina obtenidos por ambas técnicas, y obtienen por Etest, un 90,4% de

aislamientos con CMI = 1,5 pg/mL contra solo 3,1% por microdilucion (132, 141).

Nichol et al. en 27 aislamientos de SARM con CMI de vancomicina de 2 pg/mL
detectan la presencia del fenotipo hVISA en siete cepas (25,9%) utilizando el MET
y confirmado mediante el método de referencia internacional (PAP) (142). En un
estudio llevado a cabo en Venezuela, Colombia, Ecuador y Pert se describen
nueve cepas hVISA entre 1570 aislamientos de S. aureus (0,57%) (143).
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En la serie de aislamientos neonatales de SARM del HPJMM no se observo
resistencia al linezolid, y esto coincide con lo reportado a nivel internacional,
aunqgue es preciso reconocer que la susceptibilidad se estudié por Vitek2 compact,
por lo que cepas con resistencia de bajo nivel pudieron no ser detectadas (26, 84,
144).

El Linezolid es una de las alternativas terapéuticas de gran valor clinico en la
infecciones por SARM. Por esta razon son necesarios monitoreos continuos para
detectar el surgimiento de cepas resistentes y establecer lineamientos en el uso
apropiado del antibidtico. La resistencia al linezolid en aislamientos clinicos se
reporta inicialmente en Enterococcus faecium y S. aureus, posteriormente se
describe en SCN, Enterococcus faecalis. y estreptococos del grupo viridans (145).
Esta generalmente ocurre en pacientes con tratamientos prolongados o ante el
uso elevado de este antimicrobiano en algunos hospitales lo que favorece la
diseminacién de clones resistentes, o por diseminacion de transposones o
plasmidos que contienen el gen cfr. Aunque algunos estudios documentan la
reversion de la resistencia en ausencia de linezolid, un reporte reciente demuestra
qgue la mutacion G2576U es conservada en un aislamiento de S. haemolyticus

después de 30 pases en un medio libre del antibiético (37, 81, 85).

El método méas adecuado para detectar la resistencia al linezolid es el de
microdilucién. Los resultados de CMI obtenidos por Etest son generalmente mas
bajos, principalmente cuando la resistencia esta mediada por el gen cfr y las CMIs
pueden ser tan bajas como 1 o 2 pg/ml (sensibles). EI método de difusion con
discos no detecta adecuadamente la resistencia al linezolid, excepto en los casos
con alto nivel (CMI > 32 pg/mL). Las cepas resistentes al linezolid mediada por el
gen cfr se muestran simultaneamente resistentes a la clindamicina y al
cloranfenicol pero sensibles a los macroélidos. No obstante, la relativa frecuencia
de cepas que presentan dos o tres mecanismos de resistencia diferentes
(resistencia al cloranfenicol, resistencia de tipo MLSs, etc.) dificulta la adecuada

deteccion de resistencia al linezolid mediada por el gen cfr (37, 81).
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Ross et al. reportan menos del 1% de resistencia en S. aureus, estafilococos
coagulasa negativos, y aislamientos de enterococos procedentes de los EUA entre
el afio 2002 y 2009 (146). Es perentorio sefialar que este antimicrobiano es de
reciente incorporacion en Cuba al cuadro basico de medicamentos y que Su uso
se restringe solo a infecciones invasivas y frente a fallas en la respuesta a la

vancomicina.

Con el propésito de determinar la eficacia y seguridad del linezolid en comparacion
con glicopéptidos (vancomicina y teicoplanina) para el tratamiento de infecciones
por S. aureus a nivel internacional, se lleva a cabo en el 2013 un meta-analisis de
ensayos controlados y aleatorizados. El linezolid se demuestra entonces como
mejor tratamiento en pacientes con IPTB, pero no en bacteriemia o neumonia. No
se encuentran diferencias en relacion a la mortalidad, pero el linezolid se asocia
con mas efectos adversos hematoldgicos y gastrointestinales. Basados en este
andlisis, el linezolid parece ser una mejor opcién terapéutica que los glicopéptidos
en pacientes con infecciones por S. aureus, especialmente en IPTB. Sin embargo,
cuando el médico de asistencia decide usar linezolid, el riesgo de eventos
adversos debe ser tomado en cuenta de acuerdo con las caracteristicas
especificas del paciente (110).

Por otra parte, el cotrimoxazol se ha convertido en una opcién importante para el
tratamiento de infecciones de piel y tejidos blandos en pacientes no internados,
debido a que el 95 - 100% de los SARM - AC son susceptibles in vitro. Pocos
estudios sugieren su utilidad en infecciones de huesos y articulaciones. Al mismo
tiempo, algunos reportes de casos y un ensayo aleatorizado indican su potencial
eficacia en el tratamiento de infecciones invasivas, como bacteriemia y
endocarditis. Este antimicrobiano es efectivo en el tratamiento de IPTB purulentas

en nifios pero no ha sido evaluado en el tratamiento de infecciones invasivas (87).

En el presente trabajo se reporta solo un 1% de resistencia a cotrimoxazol, muy
inferior a lo encontrado por Diaz (93,8%) en el afio 2002, en el propio HPIMM

(21). Varios factores pueden justificar el hecho de que en 11 afios la resistencia a
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este antimicrobiano decreciera en mas del 90%: a) los altos niveles de resistencia
encontrados en aquel momento conllevaron a un reposo en su uso en el hospital,
b) predominio actual de aislamientos de SARM - AC y c) diferencias de resultados
en relacion a los métodos de deteccion empleados (en el 2002 difusion por disco;

en el estudio actual microdilucion en caldo).

Igualmente, Vidal en el afio 2000, en el CIMEQ, demuestra un 84% de resistencia
frente a cotrimoxazol en aislados intrahospitalarios de SARM por lo que este se
excluye del esquema de tratamiento de la institucion para infecciones por este
microorganismo. En cambio, en un estudio mas reciente en la misma institucion se
encuentra una resistencia de solo un 8% frente a este farmaco y se coloca
nuevamente a esta droga dentro de las alternativas de tratamiento disponibles
(147).

4.3.1. Perfiles de resistencia antimicrobiana.

Derivado del analisis de los resultados obtenidos en el estudio de la
susceptibilidad antimicrobiana se aprecia entre los aislamientos de SARM del
HPJMM una tendencia al incremento de la resistencia a macrolidos vy
lincosamidas. De manera general todos los aislamientos se clasifican
multidrogorresistentes (MDR) siguiendo los criterios de Magiorakos et al. (148). En
la Tabla 4.2 se exponen los perfiles o patrones de resistencia encontrados entre
ellos, lo que puede constituirse en una herramienta de utilidad para la seleccién de

la terapia antibidtica en dicha institucién hospitalaria.

Los aislados de SARM-AH suelen ser multirresistentes, mientras que los SARM-
AC normalmente tienen resistencia aislada a meticilina y a otros betalactamicos.
No obstante, en los ultimos afios se ha descrito un aumento de las resistencias
antibidticas en los aislados SARM-AC en todo el mundo. Asi por ejemplo, en un
estudio que describe los patrones de resistencia de aislados de SARM LPV (+)
procedentes de los cinco contenientes, entre el 2008 y 2010, se objetivaron cepas
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multirresistentes en todas las regiones, con una prevalencia maxima del 35% en el
sur de Europa (149).

Tabla 4.2. Patrones de resistencia antimicrobiana demostrados para los
aislamientos de SARM en el servicio de neonatologia del HPJMM, 2010 -
2013.

Patrones de resistencia antimicrobiana No. aislamientos %

FOX 8 7,6

ERY-FOX 5 4,8
CN-TOB-FOX 2 1,9
CIP-LEV-FOX 1 1,0
CIP-LEV-MOX-FOX 1 1,0
ERY-CD-FOX 9 8,6
ERY-CIP-LEV-FOX 21 20,0
ERY-CIP-LEV-MOX-FOX 34 32,4
CN-TOB-CIP-LEV-MOX-FOX 3 29
CN-TOB-ERY-FOX-TE 1 1,0
ERY-CIP-LEV-FOX-CL 1 1,0
ERY-CIP-LEV-FOX-TE 1 1,0
ERY-CIP-LEV-MOX-FOX-TE 3 29
ERY-CD-CIP-LEV-FOX 2 1,9
ERY-CD-CIP-LEV-MOX-FOX 2 1,9
CN-TOB-ERY-CD-FOX-SXT 1 1,0
CN-TOB-ERY-CIP-LEV-FOX 1 1,0
CN-TOB-ERY-CIP-LEV-MOX-FOX 8 7,6
CN-TOB-ERY-CIP-LEV-MOX-FOX-TE 1 1,0

Leyenda: FOX: cefoxitina, CIP: ciprofloxacino, LEV: levofloxacino, MOX: Moxifloxacino, ERY: eritromicina,
CL: cloranfenicol, TE: tetraciclina, CN: gentamicina, TOB: tobramicina, CD: clindamicina, DX: doxiciclina, SXT:

cotrimoxazol.
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Mas del 90% de los aislamientos presentaron resistencia a diferentes grupos de
antibiéticos; la mitad de ellos (52,4%) tuvieron un patron de resistencia para
betalactamicos, macrélidos y quinolonas (cefoxitina, eritromicina y ciprofloxacino).
La quinta parte (20,3%) de los aislamientos fueron resistentes al menos a tres

antibioticos diferentes a los betalactamicos.

Al respecto de los patrones de resistencia son multiples los informes a nivel
internacional. Por ejemplo, una investigacion realizada en Marruecos durante el
2007 demuestra un 96,4% de aislamientos de SARM resistentes a
aminoglucésidos, fluoroquinolonas, y tetraciclina; ademas de un 89,3% de
resistencia a rifampicina (124). De la misma forma, en China encuentran una
prevalencia de tres clones de SARM con dos perfiles de resistencia
caracteristicos: gentamicina-ciprofloxacino-rifampicina-levofloxacino y
gentamicina-ciprofloxacino-clindamicina-eritromicina-tetraciclina-levofloxacino-

trimetoprim/sulfametoxazol (150). Los patrones descritos en la presente
investigaciéon no coinciden con los reportados por los autores de este dltimo

trabajo.

4.4. Descripcion de variables demogréficas, clinicas y terapéuticas
relacionadas con las infecciones neonatales por SARM en el HPIMM

La gran diversidad de tipos de infecciones por SARM y la variabilidad de muestras
a partir de las cuales se puede recuperar este microorganismo es una evidencia
de su diseminacion tanto a nivel hospitalario, como en la comunidad. La
distribucién porcentual de las muestras clinicas a partir de las que se realizaron

aislamientos de SARM en el presente estudio se muestra en la Tabla 4.3.

Las muestras mas frecuentes fueron las secreciones de lesiones de piel y tejidos
blandos (86,6%), seguidas de sangre (4,8%) y exudado Otico (4,8%). Esta
distribucion da la medida, aun sin tener una caracterizacion molecular de los
aislamientos, que la mayoria de las infecciones podrian ser producidas por

SARM - AC. Otras muestras a partir de las cuales se recuperaron aislamientos de
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SARM con menor frecuencia fueron: exudado ocular, exudado uretral y secrecién

de absceso faringeo.

Tabla 4.3. Frecuencia de aislamientos de SARM segun muestra clinica en el
servicio de neonatologia del HPJMM, 2010 - 2013.

Muestras clinicas No %

Secreciones de IPTB 91 86,6
Sangre 5 4,8
Exudado Otico 5 4,8
Otras 4 3,8
Total 105 100

Estudios precedentes en Cuba también demuestran un predominio de IPTB por
SARM (21% en el Hospital Militar Central “Dr. Luis Diaz Soto”, 2009), y que las
muestras de lesiones de piel y tegumento son las mas frecuentes (8,6% en el
Hospital Universitario "Dr. Gustavo Aldereguia Lima", 2010; 26% en el CIMEQ,
2010) (108, 130, 147). Otra investigacion realizada en el Hospital Pediatrico de
Centro Habana por Menéndez, reporta un predominio de aislamientos de SARM a
partir de hemocultivos y catéter, totalmente diferente a lo encontrado en esta
investigacion, debido quizas a la procedencia nosocomial de estas (109). En este
mismo sentido, Diaz informa previamente en el HPJMM que la mayor parte de los

aislamientos de S. aureus proceden de muestras purulentas (151).

Zriouil et al. en Marruecos refieren que la mayoria de los aislamientos de
S. aureus recuperados a partir de muestras de piel y del sitio quirdrgico son
resistentes a la meticilina (70,9%). También recuperan aislamientos de SARM de
secreciones respiratorias (16,4%) y bacteriemias (8,9%), y con menor frecuencia
de catéter y liquido pleural (124). La incidencia de bacteriemia por S. aureus

aumenta con el incremento de la edad; bajas tasas se observan en la poblacién
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pediatrica, aproximadamente 8,4/100 000 casos por afio y predominan los
episodios de bacteriemias por SASM (135).

La revision de las HC se materializ6 para 97 (92,4%) de los 105 casos que
conformaron el universo de estudio, debido a que ocho (7,6%) neonatos no
requirieron ingreso hospitalario. La media de edad de los neonatos fue de
15,1 + 6,7 dias, lo que guarda relacion con las infecciones de inicio tardio en esta
etapa de la vida. El sexo que predominé fue el femenino (56,7%) y el color de piel
blanca (70,1%).

Tras esta revision y los datos disponibles en el laboratorio de Microbiologia del
HPJMM las infecciones por SARM se pudieron agrupar de acuerdo a su origen
siguiendo los criterios del CDC (61), de la siguiente forma: adquiridas en la
comunidad (103/105; 98%), asociadas a la atencion hospitalaria (1/105; 1%) y
asociadas a la atencion hospitalaria de comienzo en la comunidad (1/105; 1%).

Un estudio en los EUA donde analizan las infecciones invasivas por SARM
durante el afio 2014, concluye que la incidencia de las infecciones por SARM — AH
decrecen en un 5,36%, mientras que las adquiridas en la comunidad se

incrementan en un 1,57% comparadas con las que ocurren en el afio 2013 (61).

Un estudio prospectivo y multicéntrico de vigilancia de las infecciones
extrahospitalarias por S. aureus en nifios de la Argentina demuestra que en
infecciones por SARM, la mediana de edad fue 36 meses y prevalecieron los
varones (59%) (121). Fortunov et al. al realizar un estudio en el Hospital Pediatrico
de Texas, EUA, con el objetivo de describir la presentacion clinica de la infeccion
neonatal por S. aureus adquirido en la comunidad, encuentran también que las
infecciones por SARM ocurren predominantemente en varones (74%), pero la

razon de la predisposicion del sexo masculino a la infeccion no esta clara (9).

Iwamoto et al. en los EUA, concluye que SARM afecta a nifios pequefios sobre
todos menores de 90 dias y nifios negros (10). De manera general, Lépez et al.

reportan un incremento en este pais del nimero de hospitalizaciones por IPTB
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(0,46% a 1,01% entre 1997 y 2009), la mayor parte de ellas entre neonatos,

lactantes y nifios en edad preescolar (152).

Tabla 4.4. Tipos de infecciones producidas por SARM en el servicio de

neonatologia del HPIJMM, 2010 — 2013.

Tipo de Infeccion No. %
Infecciones de piel y tejidos blandos 86 81,9
Mastitis 62 59,1
Celulitis/Abscesos 13 12,4
Celulitis 3 2,9
Abscesos 10 9,5
Onfalitis 6 57
Furunculosis 4 3,8
Balanitis 1 0,9
Infeccion Invasiva 10 9,5
Bacteriemia 1 0,9

Bronconeumonia/sepsis
1 0,9

Sistémica

IPTB/bacteriemia-Sepsis 5 4,8
Adenitis/bacteriemia 1 0,9
Epidermolisis Bulosa Congénita/ sepsis sistémica 1 0,9
Absceso retrofaringeo/Meningitis aséptica 1 0,9
Otitis Media Aguda Supurada 5 4,8
Otras 4 3,8
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La mayor parte de los neonatos ingresados en el HPJMM tuvieron IPTB,
fundamentalmente mastitis, seguidas de infecciones invasivas y otitis media aguda
supurada, tal y como se muestra en la Tabla 4.4. Estos resultados son un reflejo
de la especial tendencia de SARM-AC a causar IPTB y de su baja frecuencia en

infecciones invasivas.

Casado-Verrier et al. al avaluar las caracteristicas clinicas y microbiologicas, asi
como los datos epidemioldgicos de todos los pacientes que acudieron al Servicio
de Urgencias del Hospital Universitario “La Paz”, en Madrid, con una infeccion
cutanea supurativa adquirida en la comunidad, encuentran como tipos de infeccién
mas frecuentes los abscesos (30,7%), los furanculos (30,7%) y furunculosis (23%).
Otro dato de importancia es que en los pacientes en los que se aisla
SARM - AC (62%) se observa una llamativa necrosis tisular (153). Otro estudio en
los EUA describe a los abscesos y celulitis como las presentaciones clinicas mas
frecuentes de las IPTB (73).

En estrecha relacion con lo anterior en el presente estudio se identificaron como
posibles factores predisponentes a la infeccion por SARM: la ceséarea (38/39,1%),
el parto pretérmino (2/2,1%), el bajo peso (1/1,0%), el uso de antibioticoterapia
previa (5/5,2%), el ingreso en unidad de cuidados intensivos neonatales (1/1,0%),
la estadia prolongada en el hospital materno (1/1,0%) e IPTB en la madre
(3/3,1%). El 15,2% de los neonatos presentaron complicaciones, algunos de ellos
con mas de una: extension del proceso (7/6,7), sepsis sistémica (6/5,7),

bacteriemia (2/1,9%), reingreso (2/1,9%) y meningitis aséptica (1/0,9%).

Yamakawa et al. también con el objetivo de poder predecir tempranamente la
infeccion por SARM — AH para adoptar medidas de control eficaces, encuentran
cuatro variables como factores de riesgo en las unidades de cuidados intensivos:
intubacidn, heridas abiertas, tratamiento con antibidtico y administracion de
esteroides (154).
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La revisién de las HC aporté también datos sobre la antibiético-terapia impuesta
en cada caso. El 97,9% de los pacientes recibi6 tratamiento antimicrobiano y en el
85,1% el uso de antibidticos se combind con tratamiento quirdargico. Durante el
estudio, al 57,9% de los pacientes se les indicd antibidticos en monoterapia y al
42,1% en terapia combinada. Los antibiéticos mas utilizados fueron gentamicina
(81,1%), vancomicina (42,1%) y cotrimoxazol (29,5%).

El tratamiento quirdrgico es fundamental para la resolucién de la mayoria de las
IPTB, fundamentalmente abscesos y muchos autores coinciden en que en los
casos leves debe ser el dUOnico tratamiento (87). En el estudio de
Casado-Verriera et al. comentado con anterioridad, se observa que el 50% de los
pacientes con IPTB mejoran cuando reciben solamente tratamiento con
betalactamicos y drenaje; en el otro 50% se necesita la administracion de un
antibiotico activo frente a SARM - AC e incluso repetir el drenaje (153). En funcion
de estos resultados y los obtenidos en otros estudios, el Unico factor asociado de
forma independiente con el fracaso terapéutico es haber recibido un antibiotico

inactivo frente a este patégeno (155, 156).

Hay que destacar la importancia del drenaje o el desbridamiento quirlrgico precoz
de las infecciones supurativas de la piel y los tejidos blandos. Si se realiza de
forma tardia o insuficiente se favorece la bacteriemia persistente y la diseminacién
de la infeccidn, lo que complica el curso de la enfermedad y alarga la duracion del
tratamiento antibidtico. Una investigacion realizada en el area pediatrica del
Hospital Universitario “Vall d’Hebron” en Barcelona, Espafa, concluyen que el
drenaje quirdrgico fue la terapéutica de eleccidén en el 67% de los pacientes, que

dada su buena evolucidn no precisaron tratamiento con antimicrobianos (71).

No existen guias de consenso para tratamiento de infecciones por SARM en
neonatos. Fortunov et al. reporta que la terapia antibiética empirica que predomina
en su estudio frente a pustulosis y celulitis/abscesos es clindamicina en un 75% y
58% respectivamente. Ademas que todos los pacientes con infecciones invasivas

fueron tratados con vancomicina. También informa que el 71% de sus neonatos
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fueron tratados con gentamicina, ampicilina o cefalosporinas para efecto sinérgico
0 cobertura empirica para otras bacterias, fundamentalmente gram negativas
(157).

Herigon et al. al realizar un estudio observacional retrospectivo para evaluar el uso
de agentes antimicrobianos para el tratamiento de infecciones por S. aureus en
pacientes internados en 25 hospitales pediatricos de cuidado terciario en los EUA,
entre 1999 y el 2008, demuestran un aumento en su utilizacion de un 52% al 79%.
Para la clindamicina se registra el mayor incremento, de un 21% en 1999 al 63%
en 2008. El uso de vancomicina en cambio se mantiene estable, mientras que
para el cotrimoxazol (9% contra 12%) y linezolid (0% contra 5%) se demuestra un
pequefio incremento. Por el contrario, el uso de antibidticos betalactdmicos
disminuye significativamente durante el periodo de estudio. La prescripcion de
antibioticos para nifilos hospitalizados con infecciones por S. aureus ha cambiado
drasticamente desde la aparicion del SARM - AC, lo que refleja un aumento de la

terapia efectiva contra este microorganismo (111).

Yamakawa et al. plantean que la terapia prolongada con glicopéptidos causa la
emergencia de cepas VISA y hVISA. Recientemente informan ademéas que los
aislamientos hVISA pueden ser también generados por SARM expuestos al
imipenem. Este grupo de investigadores, a través de un estudio de prevalencia
retrospectivo en 750 cepas clinicas de SARM procedentes de 31 hospitales
universitarios japoneses, aisladas en 1990, un afio antes de la introducciéon de la
vancomicina para uso clinico en Japén, no identifican cepas VISA; pero a través
del andlisis poblacional identifican 38 cepas hVISA (5,1%) en 19 de los hospitales.
Estos resultados revelan la circulacion de cepas hVISA en las instituciones de

salud japonesas incluso antes de la introduccion clinica de la vancomicina (158).

La epidemiologia de S. aureus ha condicionado la modificacion del uso de
antibioticos en el tratamiento de las infecciones a lo largo del tiempo,
observandose una disminucién en la administracion de betalactamicos y un

aumento en la utilizacion de otros antimicrobianos. En este sentido la emergencia
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del SARM - AC también es una situacion de actual interés. No necesariamente
todas las infecciones por SARM deben ser tratadas con glicopéptidos, e incluso no
todas merecen tratamiento con antibidticos, cuyo uso indiscriminado conduce
inexorablemente a la seleccion de cepas resistentes. Si bien el empleo de
determinados antibiéticos varia en las distintas regiones geograficas, cada
infeccion estafilococica posee peculiaridades que influyen en la eleccion del
tratamiento, asi como existen recomendaciones de tratamiento antibiético para

infecciones en localizaciones especificas (87, 111).

La antibidtico-terapia empirica se debe basar en la susceptibilidad local de
SARM - AC. La clindamicina con o sin gentamicina para pacientes con infecciones
no invasivas y vancomicina, oxacilina y gentamicina para infecciones invasivas,
donde menos del 10% de los aislamientos de SARM sean resistentes a la
clindamicina. El cotrimoxazol puede incrementar el riesgo de kernicterus en las
primeras semanas de vida, por lo que su uso deberia ser después del periodo
neonatal inmediato. En areas con incremento de la resistencia a la clindamicina

puede ser una opcién a considerar.
4.5. Deteccion de los genes que codifican para la LPV

Existe una fuerte asociacion epidemiologica entre la LPV y la aparicion de
infecciones por SARM-AC, debido a que los genes de esta toxina se han
detectado en la mayoria de las cepas de SARM — AC aisladas en el mundo. Su
presencia es menos frecuente en los aislados SASM-AC, y rara en SARM-AH.
Aunque la mayoria de las publicaciones hacen referencia a las cepas USA300 y
USA400, también se ha visto la mayor frecuencia de LPV en otras cepas de
SARM-AC fuera de EUA. Su presencia se asocia con IPTB, infecciones
osteoarticulares y neumonia necrotizante. A excepcion de esta Ultima entidad, no
Se reconoce asociacion entre la LPV y las altas tasas de mortalidad, incluyendo la
bacteriemia (135, 159, 160).
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Ademas, cada vez son mas las publicaciones que hacen referencia a infecciones
por SASM-AC productor de LPV, principalmente en Europa (161). A pesar de la
asociacion epidemiologica descrita, muchos investigadores no consideran la
presencia de esta toxina como marcador de SARM-AC. Otros estudios revelan la
circulacién de aislamientos de SARM — AH también productores de LPV (159). En
muchos reportes la LPV es considerada el primer factor de virulencia de SARM-
AC, pero existe controversia entre la evidencia clinica-epidemioldgica y los
resultados encontrados en los diferentes modelos experimentales. Sin embargo,
existen otros datos experimentales que sugieren que la contribucion de la LPV a la
patogénesis de la infecciones por SARM-AC puede ser pequefa, quizas
dependiente de otros factores de virulencia, o relacionado con algin componente
de susceptibilidad del huésped, lo que indica que podria ser un marcador de cepas
con potencial de causar infecciones graves, pero no ser el principal determinante
de virulencia (162, 163).

En este estudio los aislamientos de SARM fueron frecuentemente portadores de
LPV (84/87,5%, de los 96 aislamientos que integraron el estudio). Se observo
ademas, que las infecciones por cepas con LPV fueron con mas frecuencia IPTB
(67/84) que invasivas (9/84) (79,8% vs 10,7%, p <0,001). Esta asociacién es
importante desde un punto de vista clinico, y se debe tener presente para el
manejo y tratamiento de las infecciones por S. aureus en la comunidad. La
frecuencia de infecciones por cepas portadoras de la LPV demostrada es superior
a la encontrada en un estudio europeo donde la prevalencia de infecciones por
SA-AC LPV (+) en poblacion pediatrica fue del 30% (164).

Aunque actualmente se discute el papel de la LPV en la virulencia de las
infecciones, en este estudio se observa que la presencia de esta toxina determina
la mayor capacidad necrotizante de S. aureus en las IPTB, puesta de manifiesto
en la mayor frecuencia de abscesos y necesidad de drenaje (78,8% vs 21,2%,
p <0,001). Aunque este hecho hace pensar que las infecciones por cepas LPV (+)

son mas graves, en este trabajo se observa que tienen mejor prondéstico debido a
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que de los 84 neonatos donde se aislaron SARM productores de LPV, 71 no

desarrollaron complicaciones.
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Figura 4.2. Relacién entre la produccion de LPV y el origen del aislamiento
de SARM responsable de infecciones neonatales en el HPJMM, 2010 - 2013.

Retomando los resultados de la agrupacion de las infecciones por SARM de
acuerdo a su origen (Acéapite 4.4), se pudo determinar la relacion de estos y la
presencia de los genes que codifican para la LPV, tal y como se expone en la
Figura 4.2. En el grupo de SARM - AC se detectd un numero superior de
aislamientos productores de LPV, asi como en el Unico aislamiento de
SARM - AH. Este ultimo resultado coincide con el informe del primer estudio de
tipificacion molecular en Cuba, también se detectan los genes de la LPV en

aislamientos responsables de infecciones asociadas a la atencién sanitaria (16).

En otro estudio més reciente en Cuba, donde se caracterizan en detalle los clones
de SARM responsable de infecciones en cuatro hospitales, entre los que se
incluyen dos hospitales pediatricos se detecta que el 100% de estos eran
SARM - AC. La mayoria de ellos relacionados con el clon USA 300 de
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SARM - AC productor de LPV (83%). La diversidad genética de estos
aislamientos sugiere que este clon asociado a infecciones en nifios y adultos
jovenes no se disemind recientemente en el pais, sino que se introdujo en
multiples ocasiones. Un aspecto relevante a destacar en dicha investigacion es
que la totalidad de los aislamientos estudiados procedian de pacientes ingresados
y no se encontrd ningun clon relacionado con infecciones asociadas a la atencion
sanitaria. Estos resultados realzan la importancia de la diseminaciéon de clones
comunitarios en los hospitales y coincide con los resultados de este trabajo y un
estudio previo en el HPJMM donde gran parte de los aislamientos de SARM — AH
tenia los genes de la LPV (18, 22).

Cada vez la diferenciacion entre SARM - AC y SARM - AH se hace mas dificil. Los
aislamientos de SARM - AH pueden circular en la comunidad, especialmente entre
adultos. Adicionalmente, algunos informes demuestran que clones de SARM con
SCCmec tipolV, y particularmente el USA300, causan brotes nosocomiales e
infecciones entre pacientes con enfermedades cronicas (4). Otro estudio realizado
en China revela una alta prevalencia de SARM - AH productor de LPV vy

asociados a IPTB, pero no a neumonia y bacteriemia (159).

Nichol et al. informan la presencia de LPV en 328 de 366 SARM - AC (89,6%) y
6 de 868 SARM - AH (0,7%), a diferencia de Sunga et al. que solo detectan los
genes que codifican para esta toxina en el 10% (4/40) de SARM - AC (140, 142).
Otros autores informan 71,4% de aislamientos positivos para LPV entre
SARM - ACy 4,17% en S. aureus sensibles a meticilina (116).

Vandenesch et al. al caracterizar aislamientos de SARM - AC provenientes de
EUA, Europa y Oceania, con el objetivo de determinar si los genes de LPV
representan un marcador estable de este tipo de cepas a nivel mundial o la
existencia de otros rasgos genéticos comunes, encuentran que solo dos genes
son exclusivos de estas cepas y compartidos por los aislamientos de los tres
continentes: el SCCmec tipo IVa y el locus LPV. Dicho estudio demuestra que no

ocurrié la diseminacion de un solo clon alrededor del mundo, sino que es probable
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la evolucion simultdnea de varios clones de SARM - AC en diferentes
localizaciones. Por Ultimo, demuestra que dentro de cada continente los
antecedentes genéticos de SARM - AC no corresponden a los de SARM - AH, lo
que sugiere que estas cepas no surgen de las de SARM - AH locales. La
diseminacién de un limitado nimero de clones en cada continente sugiere que las
cepas de SARM - AC son patdgenos adaptados exitosamente a la comunidad
(165).

Frick et al. al estudiar a los cultivos positivos para SARM - AC en el area pediatrica
del Hospital Universitario “Vall d’Hebron”, Espafia, entre agosto de 2006 y enero
de 2009, encuentran que el 100% de los aislamientos son productores de LPV
(71). Otra investigacion también en Espafia entre 13 pacientes con infecciones
supuradas, demuestra que 11 aislamientos de SARM - AC eran productores de
LPV; dos de ellos, resistentes a macrélidos, clindamicina, aminoglucésidos,
quinolonas y cotrimoxazol y portadores del SCCmec tipo V. Un dato curioso en
dicho estudio lo constituye el informe de un aislamiento no productor de LPV,
resistente a quinolonas y macrélidos y portador del SCCmec tipo IV, recuperado a

partir de un paciente con el antecedente de viaje a Cuba (153).

S. aureus se caracteriza por la capacidad de incorporar material genético de otras
cepas de especies estafilococicas diferentes e incluso de bacterias de otros
géneros. Esta excepcional plasticidad lo dota de nuevas caracteristicas infectivas
en relacibn con su virulencia y su resistencia a los antibiéticos. Las nuevas
caracteristicas adaptativas de este antiguo patégeno han determinado en los
altimos aflos cambios epidemioldgicos importantes en las infecciones

estafilococicas, sobre los cuales debera prestarse atencion sistematicamente (71).
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V. CONCLUSIONES

= La alta prevalencia de infecciones neonatales por SARM en el HPJMM
evidencia un incremento de este fendmeno durante el periodo de estudio y lo
sefiala como un problema clinico epidemiologico emergente que demanda la

implementacion de un sistema para su vigilancia activa y control.

» La alta resistencia a macrélidos y quinolonas demostrada desaconseja su uso
en el tratamiento de las infecciones neonatales por SARM; por el contrario, la
susceptibilidad para cotrimoxazol y vancomicina ratifican la recomendacion de

su empleo como antimicrobianos de primera linea en el tratamiento.

= ElI predominio de infecciones de piel y tejidos blandos sugiere que la
emergencia de SARM en el servicio de neonatologia es a expensas de

aislamientos comunitarios.

= El amplio uso de antibiético-terapia combinada, no siempre justificada, puesta
de manifiesto en el servicio de Neonatologia del HPJMM realza la necesidad
de la revisién continua de los protocolos de tratamiento en dicha institucion,
con el fin de lograr un uso mas racional de los antibiéticos disponibles y evitar

la emergencia de resistencia.

» La deteccion de la Leucocidina de Panton Valentine en la mayoria de los
aislamientos estudiados apunta a la circulacion de clones comunitarios como
causa de infecciones neonatales y contribuye a la redireccion de la terapéutica

antimicrobiana empirica.
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VI. RECOMENDACIONES

» La demostracion de que las infecciones neonatales por SARM constituyen un
problema emergente en el HPIJMM apunta a la necesidad de realizar un
estudio que abarque los aislamientos sensibles y resistentes a la meticilina,

donde se analicen en profundidad aspectos clinicos y epidemiologicos.

= |dentificar con certeza el origen de los aislamientos de SARM causantes de
infecciones neonatales mediante el uso de técnicas de epidemiologia
molecular.
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ANEXOS
Acapite 3.4.3y 3.5

ANEXO 1

Procedimiento general de preparacion de las placas de microdilucién para la determinacion
de la CMI de aislamientos de S. aureus para cefoxitina, vancomicina, rifampicina y
trimetoprim/sulfametoxazol.

Cefoxitina
Se preparan 25 mL de la solucién madre a una concentracion de 1280 pg/mL, partiendo de una
droga con 1000 pg/mg de potencia (100%), utilizando agua destilada estéril como solvente y
diluente.
m=Vx[]/P
m= 25 mL x 1280 pg/mL / 1000 pg/mg =32 mg = 0,032 g

Se calcula el volumen necesario de la soluciébn madre para preparar 10 mL de la primera dilucién
de cefoxitina a colocar en la placa de microdilucién, que finalmente queda de la siguiente forma:

1280 pg/mL x V1 =512 pg/mL x 10 mL
Vi=4mL

Concentracién de Cefoxitina (ug/mL)*

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
[] 256 128 64 32 16 8 4 05 025 CcC

=

CMIl para la cepa patrén S. aureus ATCC 29213: 1 - 4 ug/mL



ANEXOS
Acapite 3.4.3y 3.5

ANEXO 1 (Pagina 2)

Procedimiento general de preparacion de las placas de microdilucion para la determinacién
de la CMI de aislamientos de S. aureus para cefoxitina, vancomicina, rifampicina y

trimetoprim/sulfametoxazol.
Vancomicina
Se preparan 25 mL de la solucion madre en agua destilada estéril a una concentracion de

1280 pg/mL, partiendo de una droga con 1 101ug/mg de potencia® (110.1%).

m=Vx[]/P
m= 25 mL x 1280 pug/mL / 1067,97 pg/mg = 29,9 mg = 0,0299 g

Se calcula el volumen necesario de la solucion madre para preparar 10 mL de la primera dilucion

de vancomicina a colocar en la placa de microdilucién, que finalmente queda de la misma forma:

1280 pg/mL x V1 = 256 pg/mL x 10 mL
Vi=2mL

Vancomicina (ug/mL)

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
[] 128 64 32 16 8 4 2 1 05 025 0.125 CC
A
B
C
D
E
F
G —¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
H

CMI para la cepa patron S. aureus ATCC 29213: 0.5 - 2 ug/mL

! La potencia de la droga se calcula utilizando la siguiente férmula:
Potencia= 1101 x 1 x (1 —0,03)= 1067.97 pg/mg
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Procedimiento general de preparacion de las placas de microdilucion para la determinacién
de la CMI de aislamientos de S. aureus para cefoxitina, vancomicina, rifampicina y

trimetoprim/sulfametoxazol.

Rifampicina
Se preparan 25 mL de la solucion madre a una concentracion de 640 pug/mL, partiendo de una
droga con 950 pug/mg de potencia (95 %), utilizando Metanol como solvente y agua destilada estéril
como diluente.
m=Vx[]/P
m= 25 mL x 640 pg/mL / 950 pg/mg = 16,8 mg = 0,0168 g

Se calcula el volumen necesario de la solucion madre para preparar 10 mL de la primera dilucion
de rifampicina a colocar en la placa de microdilucion, que finalmente queda de la siguiente forma:

640 pg/mL x V1 =32 pg/mL x 10 mL
V1=0,5mL

Rifampicina (ug/mL)

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
[] 16 8 4 2 1 0.5 025 0.125 0.06 003 0.015 CC
A
B
C
D
E
E
G v v v v v v v v v v v v
H

CMI para la cepa patrén S. aureus ATCC 29213: 0.004 - 0.015 pg/mL
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Procedimiento general de preparacion de las placas de microdilucion para la determinacién
de la CMI de aislamientos de S. aureus para cefoxitina, vancomicina, rifampicina y

trimetoprim/sulfametoxazol.

Trimetoprim/Sulfametoxazol

Trimetoprim: Se preparan 25 mL de la solucién madre a una concentracion de 1 280 ug/mL,
partiendo de una droga con 980 pg/mg de potencia (98%), utilizando &cido lactico 0.05 mol/L
(cuidando no exceder el 10% del volumen final) como solvente y agua destilada estéril como
diluente.
m=Vx[]/P
m= 25 mL x 1280 pg/mL / 980 pg/mg = 32,6 mg = 0,0326 g

Se calcula el volumen necesario de la soluciébn madre para preparar 10 mL de la primera dilucién

de trimetoprim a colocar en la placa de microdilucién.

1280 pg/mL x V1 = 64 pg/mL x 10 mL
V1i=0,5mL

Sulfametoxazol: Se preparan 25 mL de la solucién madre a una concentracion de 24 320 pg/mL,
partiendo de una droga con 1 000 pg/mg de potencia (100%), utilizando medio volumen de agua
destilada estéril con algunas gotas de NaOH 2,5 mol/L como solvente y agua destilada estéril como
diluente.
m=Vx[]/P
m= 25 mL x 24320 pg/mL / 1000 pg/mg = 608 mg = 0,608 g

Se calcula el volumen necesario de la solucién madre para preparar 10 mL de la primera dilucién

de sulfametoxazol a colocar en la placa de microdilucion.

24 320 pg/mL x V1 =1 216 pg/mL x 10 mL
V1=0,5mL
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Procedimiento general de preparacion de las placas de microdilucion para la determinacién

de la CMI de aislamientos de S. aureus para cefoxitina, vancomicina, rifampicina y

trimetoprim/sulfametoxazol.

El recubrimiento de la placa finalmente queda de la siguiente forma:

Trimetoprim/Sulfametoxazol (ug/mL)
Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8
[ 32/ 16/3 8/ 4/ 2/ 1/ 0,5/ 0,25/
608 04 152 76 38 19 95 475

10 11 12

0,125/ 0,06/1 0,03/ CC

1 0,55

I @@ m m O O W >»

CMI para la cepa patron S. aureus ATCC 29213: < 0.5/9.5 yg/mL




Anexos
Acapite 3.7.2

ANEXO 2

Planilla de recogida de datos reflejados en las historias clinicas de los neonatos

ingresados con infecciones por SARM en el HPJMM entre el 2010 - 2013.

1-

3-

6-

7-

Nombre del paciente: HC:
Edad: dias  Sexo:
Motivo de ingreso:
Fecha de cultivo microbiolégico: / /
Estancia del paciente en el hospital, previo al cultivo: dias.
Tipo de muestra:
Exudado o aspirado de Infecciones de Piel y Partes Blandas
Exudado Otico Sangre Liquido Pleural
Lavado bronquioalveolar Otro tipo de muestra respiratoria
Herida Quirlrgica Orina Catéter LCR
Articular Osea Otras
Factores extrinsecos (presentes el dia de la toma de muestra)
a. Catéter venoso: Central: ___ Periférico Arterial Sonda urinaria
b. Sonda nasogéstrica (aspiracion)
c. Sonda nasogastrica (alimentacién)
d. Ventilacion mecénica invasiva
e. Alimentacién parenteral
f. Cirugia Localizacién: Cerebral Cabeza-Cuello _ Miembros
Torax __ Abdominal Otros
g. Otros
¢Estuvo ingresado el paciente, previamente? (Considerar aqui, un afio antes del ingreso

actual) No Si
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Planilla de recogida de datos reflejados en las historias clinicas de los neonatos ingresados
con infecciones por SARM en el HPIJMM entre el 2010 - 2013.

8- Diagndstico clinico:

Especificar tipo de infeccion:

Neumonia ____ Otras infecciones respiratorias (especificar)
Meningitis ___ Infeccion del tracto urinario __ Bacteriemia
Endocarditis _ Artritis __ Osteomelitis

Piel y tejidos blandos Sepsis de la Herida Quirurgica
Otras

9- Complicaciones:

SRIS Shock séptico Bacteriemia secundaria
Endocarditis Derrame Pleural Absceso pulmonar
Extensién de la infeccién Otras complicaciones

10- Tratamiento antimicrobiano.

11. Estadia hospitalaria: dias. Fecha de Ingreso: Fecha de Egreso:



