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RESUMEN

El estudio de la resistencia de Staphylococcus aureus en la actualidad ha
cobrado gran importancia; puesto que cepas resistentes de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) han sido asociadas a infecciones
nosocomiales; y han llegado a convertirse en un problema de salud publica en

paises desarrollados.

El método empleado para la deteccion de este microorganismo es
basicamente mediante el antibiograma, el cual de preferencia debe ser
acompanado de la prueba de Concentracion Minima Inhibitoria, el cual nos
proporciona el dato de resistencia a determinados antimicrobianos; y en particular

para este caso a los 3-lactamicos resistentes a B-lactamasa (oxacilina, meticilina).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son los siguientes: se
encontraron 4 casos positivos de infeccion por Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina procedentes de las unidades de UTIl y Neonatologia; en funcién a la
edad los menores de 1 afio son mas propensos a adquirir infeccion con un
porcentaje de 53%. En este grupo se encuentran 3 casos de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (y2=17.059; p<0,05). Y se observa una relacion
inversamente proporcional entre la edad y la infeccion por este patégeno; con
coeficientes de correlacion estadisticamente significativos (t b de Kendall = -0,111
y p de Spearman = -0,117: p>0,05). El genero masculino fue el mas propenso a
adquirir infeccion por Staphylococcus aureus con un 56%. Ademas se encuentran
3 casos de Staphylococcus aureus resistente a meticilina; no siendo
estadisticamente significativo (3?=0.471; p>0,05). En funcién al tipo de muestra se
observa que las muestras de la que se logro mayor cantidad de aislamientos de
Staphylococcus aureus son secrecion conjuntival y exudado mostrando con
porcentajes de 47,1% y 38,2% respectivamente. En estos dos tipos de muestra
encontré 2 casos de Staphylococcus aureus resistente a meticilina; resultado

estadisticamente significativo (3?=17,529; p<0,05).



ABSTRAC

The study of Staphylococcus aureus resistant to different treatments at
present has assumed great importance, since the strains resistant to methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) have been associated with nosocomial
infections, as in the health center patients have, more likely to contract by direct

contact with this pathogen.

The method used to detect this organism is basically through the
antibiogram, which should preferably be accompanied by proof Minimum Inhibitory
Concentration, which provides us with the data of resistance to certain antibiotics,
and particularly for this case to B-lactamase resistant to p-lactamase (oxacillin,

methicillin).

The results of this work are as follows: 4 were found positive cases of
infection Methicillin Resistant Staphylococcus aureus from units and Neonatal ITU;
according to age infants under 1 year old are more likely to acquire infection a
percentage of 53%. In this group are 3 cases of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (32=17.059; p<0,05). And there is an inverse relationship
between age and infection by this pathogen, with statistically significant correlation
coefficients (t b of Kendall =-0,111 and p of Spearman = -0,117: p>0,05). Gender
male was the most likely to acquire infection with Staphylococcus aureus 56%. In
addition there are 3 cases of methicillin-resistant Staphylococcus aureus, not being
statistically significant (3°=0.471; p>0,05). Depending on the type of sample notes
that samples of that achievement is much isolates of Staphylococcus aureus are
showing exudates secretion and conjunctiva with percentages of 47,1% and 38,2%
respectively. In these two types of displays found 2 cases of methicillin-resistant

Staphylococcus aureus statistically significant result (x*=17,529; p<0,05).






I INTRODUCCION.

Las bacterias del genero Staphylococcus son cocos Gram positivos, inmdviles,
cuyo desarrollo es en forma de racimo de uva, presentan un metabolismo de tipo
aerobio-anaerobio facultativo, son catalasa positivos y desarrollan en medios que
contienen cloruro de sodio al 10%; este genero posee 32 especies de las cuales las que
presentan mayor interés en la clinica son: S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S.
capitis y S. haemolyticus; pero esto no significa que las otras especies no puedan llegar
a ocasionar infecciones en personas inmunodeprimidas o en nifios con sistema inmune

no desarrollado completamente (12, 17, 20, 27, 29, 31).

Staphylococcus aureus es el agente patdgeno por excelencia de este grupo de
bacterias; y se diferencia del resto de los Staphylococcus por dar positivo a la prueba de
la coagulasa y por que este tiene la capacidad de fermentar al manitol; ademas presenta
gran cantidad de factores intrinsecos (como la proteina A, enzimas, toxinas, etc.) que le
permiten invadir al huésped llegando a ocasionar dafios de gran magnitud (17, 27, 31,
34).

S. aureus es un patégeno importante para el ser humano ya que puede causar
una gran variedad de infecciones tanto en individuos sanos como en inmunodeficientes.
También puede colonizar la piel y las fosas nasales facilitando su transmisién en
particular en ambientes hospitalarios a menos que se sigan practicas apropiadas de
control de infecciones. La resistencia a los antibidticos comunmente usados esta
aumentando a nivel mundial. Mas del 90% de S. aureus presentan resistencia a la
penicilina. En muestras aisladas de las unidades de cuidado intensivo en los Estados
Unidos se encontré mas del 50% de resistencia a oxacilina. En forma creciente también
se ha observado resistencia a oxacilina en S. aureus aislados en la comunidad. Con
frecuencia se prescribe vancomicina para tratar infecciones provocadas por S. aureus
con resistencia multiple. Sin embargo, se han reportado casos de disminucion de la
susceptibilidad a vancomicina en varios paises incluyendo los Estados Unidos. En el

2002 se aislo la primera cepa totalmente resistente a vancomicina (CIM = 1024 pg/mL)



en un paciente de dialisis en Michigan. Esta bacteria poseia el gene de resistencia a la

vancomicina vanA (4, 5, 10, 28).

En el presente estudio se demuestra la presencia de este microorganismo en
nifos menores de 5 afos quienes cursaron procesos infecciosos ocasionados por este
germen. El método empleado para su estudio fue el método convencional de cultivo y

antibiograma; donde los resultados no fueron confirmados por la prueba de MIC y MBC.

El periodo de estudio estuvo comprendido por los primeros meses del afio 2007;
cabe resaltar que estos fueron de enero a marzo del 2007, siendo desarrollado el trabajo
en el laboratorio del hospital del nifio; y gran parte en la ex-unidad de patologia, la cual
contenia el equipamiento minimo para desarrollar este proyecto; para la preparacion de
los medios de cultivo se empleo el ambiente del laboratorio de microbiologia de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas, ya que en los laboratorios del

hospital no se contaba con Autoclave.



1. ANTECEDENTES

Durante los ultimos 20 anos las cepas Staphylococcus aureus emergieron,
mostrando variedad en cuanto a la resistencia a los tratamientos empleados; en
la actualidad es uno de los microorganismos multirresistentes que ocupa los
primeros lugares como patégeno nosocomial en todo el mundo. En virtud de ello,
se debe dirigir especial atencion y crear programas de vigilancia y control
especificos para este microorganismo, donde el laboratorio de Microbiologia
juega un rol importante a través de la aplicacibn meétodos fenotipicos y
genotipicos que permitan establecer su relacién epidemioldgica, especialmente

en brotes hospitalarios (11, 15, 18).

Después del suceso inicial de las penicilinas naturales en el tratamiento de
infecciones estafilocdccicas, la aparicion de estafilococos productores de
betalactamasas disminuyeron la efectividad la penicilina G. Esta situacion
promovio el desarrollo de investigaciones que llevaron al desarrollo de penicilinas

semisintéticas penicilinasa resistentes. (9, 29)

Este grupo de penicilinas poseen una cadena lateral acilica que inhibe la
accién de la penicilinasa y por consiguiente previniesen la apertura del anillo
betalactamico. La meticilina fue la primera penicilina semisintética penicilinasa
resistente que se introdujo para uso clinico, por via parenteral. Este farmaco fue
altamente eficaz contra infecciones estafilococcicas, pero se asocié a la
ocurrencia de nefritis intersticial y su uso fue descontinuado. Posteriormente
aparecieron la Oxacilina y la Nafcilina para uso parenteral, y dos drogas para uso
oral: La Cloxacilina y la Dicloxacilina. La Nafcilina y la Oxacilina reemplazaron
exitosamente a la meticilina. Ambas drogas tienen una alta union a proteinas

(90% y 94%) y son excretadas por el higado. (8, 9)



Lo malo es que con el tiempo surgieron estafilococos resistentes a estas
penicilinas penicilinasas resistentes. Estas bacterias son llamadas estafilococos
meticilino resistentes. Esta resistencia esta basada en la produccién de nuevas
proteinas ligadoras de penicilinas que tienen afinidad disminuida por estas
penicilinas. Estos estafilococos meticilino resistentes se han tratado

empiricamente con Vancomicina. (8, 9, 25, 34)

En el momento actual la multirresistencia de los “nuevos patdégenos”, la
resistencia a meticilina y vancomicina de S. aureus, S. epidermidis y otros
estafilococos coagulasa negativos, la resistencia a glucopéptidos en enterococos
y la resistencia a penicilina en S. pneumoniae constituyen el principal problema
terapéutico en microorganismos Gram positivos y fundamentalmente en
pacientes inmunocomprometidos, en los que la presencia de infeccion esta

asociada a elevadas tasas de mortalidad. (8, 9)

La incidencia de infecciones nosocomiales por S.aureus resistente a
meticilina (SARM) se ha ido incrementando desde su aparicion en la mayoria de
los paises. Durante los afios 80 las cepas de SARM se extendieron por hospitales
de Europa, Australia y Estados Unidos. En Europa se experimenté un notable
ascenso desde <1% en 1980 hasta el 30% en 1991, con una distribucién desigual
segun los paises: mientras Holanda o Dinamarca presentaron una baja
prevalencia (6%), los paises del sur de Europa como Grecia, Francia o Espana

presentaron la prevalencia mas alta (30%). (36)

En un estudio en Cuba durante los afos 2000-2001 se observo la
presencia de este agente patégeno en nifios internados en el Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri”. De los nifios sanos, 0,35 % y de los

hospitalizados, 2 % constituyeron portadores nasales de cepas SARM. (15)



En un estudio en Venezuela el mayor porcentaje de las cepas de SARM se
ubicaron en el fagogrupo Il (562%). El antibiotipo de resistencia a la oxacilina,
gentamicina, eritromicina y tobramicina fue el predominante en las cepas
estudiadas. (33)

En Bolivia existen estudios que indican que este microorganismo ocupa el
segundo lugar en los agentes patdégenos que infectan a los nifos; el afio 2000 a
2001 se realizo un estudio cuyo resultados mostraron que los microorganismos
mas frecuentes fueron la Pseudomonas aeruginosa (37.5%), Staphylococcus
aureus (33.3%) y Escherichia coli (22.2%), mismos que presentaron mayor
sensibilidad a los aminoglucosidos, quinolonas y cefalosporinas de tercera

generacion y mayor resistencia a antibiéticos beta-lactamicos. (24)



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Qué relacion existe entre la infeccion ocasionada por S. aureus a nifios
menores de 5 afos frente a la edad, genero y unidad de internacion; en el
Hospital del Nifio “Dr. Ovidio Aliaga Uria” de la Ciudad de La Paz?



3. HIPOTESIS

Segun datos presentados por la Lic. Hernandez 2003; y Dra. Torano 2001;
se observa que la edad en la que se encuentra mayor posibilidad de adquirir una
infeccidén por este patdogeno es durante los primeros dias de nacido en neonatos.
Esto se justifica por la baja colonizacién de bacterias de la flora normal en vias
respiratorias y un mayor contacto con el patégeno durante las primeras horas de

vida, el cual coloniza estas superficies.

En este caso la proporcidon no varia; esto se justifica ya que tanto varones
como mujeres, durante sus primeros afos de vida reciben el mismo trato y las
mismas atenciones tanto en el centro de salud como en sus hogares; por
consecuencia estan expuestos a los mismos factores de riesgo y la posibilidad de

que afecte a un varén o a una mujer es la misma.

Segun los resultados presentados por la Dra. Torafo; la muestra mas
representativa para este tipo de estudios es el exudado nasal; donde se observa
una mayor recuperacion de de este microorganismo; esto se justifica ya que esta
relacionado con la habilidad de esta bacteria de adherirse con mayor avidez a la
superficie de las cavidades nasales, el cual se constituye como un nicho
ecoldgico fundamental para este microorganismo. Bibel et al proponen que S.
aureus se une a las células epiteliales nasales a través del acido teicoico el cual

funciona como una adhesina.



4, JUSTIFICACION

Con la creciente poblacion, los viajes continuos y el uso de la medicina
naturista en nuestro medio; la posibilidad de contraer infecciones por este
patdgeno esta en ascenso, y los nifios menores presentan mayor posibilidad de
adquirir a este patégeno y diseminarlo; ya que presentan un sistema inmune que

no esta completamente desarrollado.

Este trabajo pretende incrementar el conocimiento acerca de los dafios de
este patdogeno en nifios menores, ademas acotar informacion sobre este

microorganismo en la poblacién infantil de nuestra ciudad.



OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Realizar la deteccion de microorganismos del genero Staphylococcus

aureus en niflos menores de 5 anos, internados en el Hospital del nifo

Ovidio Aliaga Uria de la Ciudad de La Paz, durante los meses de enero a
marzo del 2007.

5.2 Objetivos especificos:

Py

Determinar si la proporcion de casos de infeccion por Staphylococcus
aureus varia en funcion a la edad.

Determinar si la proporcion de casos de infeccion por Staphylococcus
aureus varia en funcion al género.

Determinar si la proporcion de casos de infeccion por Staphylococcus
aureus varia en funcion al tipo de muestra.

Determinar la relacion existente entre edad de los nifios e infeccién por
Staphylococcus aureus.

Determinar la relacion existente entre género de los nifios e infeccion

por Staphylococcus aureus.



II. MARCO TEORICO

6. EL MICROORGANISMO
6.1 Morfologia y fisiologia.
Los estafilococos son un grupo de bacterias que incluye 44 especies
conocidas por el hombre. Pertenecen a la familia Micrococcaceae (cocos
Gram positivos, catalasa positiva) que incluye a tres géneros los Micrococus,
Planococcus y Staphylococcus, teniendo este ultimo la capacidad de producir

acido a partir de la glucosa en anaerobiosis. (12, 13, 37)

|CocoanAupomrw05|
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+ -—
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+ | T, —
|S. aureusl |Estafilucncus coagulasa negativnsl
|Sensihiliﬂad a la annhincinal
5 R
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5. schleiferi

Fig 1. Identificacién de los estafilococos por medio de estudios
bioquimicos; algoritmo de pruebas empleadas para difereciar los
estafilococos de mayor importancia médica.

De las 44 especies conocidas, cada vez se van incrementando el numero
de especies que ocasionan infecciones en el hombre, siendo Staphylococcus

aureus el mas representativo de este genero, sin descartar a S. epidermidis;



S. saprophyticus; S. haemolyticus y S. lugdunensis; que en conjunto se

conocen como coagulasa negativos (CoNS). Fig 1. (12, 20, 27, 37)

Cuando estos desarrollan en medios sdlidos tienen la tendencia agruparse
en forma de racimos; esto debido a que presentan una morfologia de esferas
perfectas; de tal forma que su divisidon es en diferentes planos, sean estos
paralelos o perpendiculares entre si, no llegando a concretar la separacidn
completa de las células hijas. Fig 2. A través del microscopio estos pueden ser
vistos como cocos Gram positivos, miden de 0,8 a 1 ym, son inmdviles por lo
general. (27, 29, 37)
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Fig 2. Replicacion de las bacterias del géne
ro Staphvlococcus: donde =e puede apreciar la
divi=zion de las celulas madresz en diferentes
planos

En cuanto a su metabolismo, este es basicamente fermentativo, sin
embargo, la presencia de enzimas desdobladoras de perdxidos como la
catalasa, le permite desarrollarse en presencia de oxigeno y utilizar la cadena
respiratoria como fuente de energia. En anaerobiosis (test de OF) es capaz de
utilizar la glucosa (en el caso de todos los Staphylococcus) y el manitol (solo
S. aureus). Estos microorganismos no son exigentes nutricionalmente,
pudiendo desarrollar en medios simples como el caldo nutritivo y el agar
nutritivo. Son mesdfilos, desarrollando en un rango amplio de temperatura
(entre 10 a 55°C); pueden tolerar medios suplementados con 7,5% de cloruro
de sodio, lo es util al disefar medios selectivos y diferenciales como el agar
manitol salado. (27, 37)



6.2 Staphylococcus aureus.

La especie de mayor importancia clinica es el Staphylococcus aureus, el
cual debe su nombre a la pigmentacion dorada que produce durante su
desarrollo; siendo denominado el estéfilo dorado. Durante su desarrollo; en
medios liquidos este microorganismo produce un enturbiamiento homogéneo.
En medios sodlidos, forma colonias redondas, de bordes netos, de superficie
lisa y brillante, convexas, de 1 a 2 mm de diametro, con olor rancio,
consistencia mantecosa (butirico) y pigmento caracteristico, el cual es un
lipocromo soluble en cloroformo y solventes organicos e insoluble en agua. En
el caso de cultivo sobre agar sangre se observa un halo de hemdlisis a
(hemolisis incompleta) producida por las hemolisinas estafilococicas. Estas
son 5, denominados con las letras griegas alfa, beta, gamma, delta y epsilon,
siendo a la mas importante. (6, 12, 13, 14, 16, 26, 27, 34).

6.3 Factores de Virulencia. (Tabla 1)
6.3.1 Componentes de la pared celular

La capsula es una capa de polisacaridos sueltos, se encuentra de
manera ocasional en los cultivos in vitro, pero se presume que in vivo esta
se encuentra con mayor frecuencia. La capsula esta compuesta de acido
manosamin urdnico y es antigénica, habiéndose determinado 4 serotipos
capsulares. La capsula posee propiedades antifagociticas protegiendo a la
bacteria de la fagocitosis, a la vez inhibe la proliferacion de las células
mononucleares, determinando la mayor invasividad de la bacteria (10, 12,
13, 16, 18, 25, 27, 29, 34).

El peptidoglicano; en S. aureus las uniones entre las cadenas
tetrapeptidicas estan formadas por puentes de penta glicina que le dan la
sensibilidad a la lisostafina, caracteristica de las bacterias del genero

Staphylococcus. El peptidoglicano tiene una actividad de tipo endotoxina,



que estimula la produccion de pirébgenos endogenos, la activacion del
complemento y la formacién de IL-1 por parte de los monocitos y la
agregacion de de los polimorfo nucleares llegandose a formar abscesos
(10, 12, 13, 16, 18, 25, 27, 29, 34).

Tabla 1 Factores de virulencia de Staphylococcus aureus

Factores

Efectos Biolégicos

Componentes de la estructura

Capsula
Peptidoglicano
Acido teicoico

Proteina A

Toxinas

Citotoxinas (q,

B,d vy
leucocidina de
PV)

Toxina
exfoliativa (ETA
y ETB)
Enterotoxinas

(A-E, G-I)
Toxina del
Sindrome de
Shock Toxico
TSST-1

Enzimas
Coagulasa
Catalasa
Hialuronidasa
Fibrinolisina
Lipasas

Nucleasas

Penicilasa

Es una Adhesina, ademas impide la quimiotaxis y la fagocitosis, inhibe la
proliferacion de células mononucleares.

Proporciona estabilidad osmoética, y estimula la produccion de pirégenos
endogenos, y es un quimioatrayente leucocitario.

Regula la concentracion cationica de la membrana celular, se una a la
fibronectina.

Altera funcién ciliar, estimula respuesta inflamatoria, media en el dano tisular con
la produccion de radicales téxicos de oxigeno.

Tiene un mecanismo poro-perforadora sobre las membranas de leucocitos,
eritrocitos, macréfagos, plaquetas y fibroblastos.

Son proteasas, que rompen los puentes intercelulares en el estrato granuloso de
la epidermidis.

Super antigenos (Estimula la proliferacion de las células T y la liberacion de
citocinas); estimula la liberacion de de mediadores quimicos inflamatorios en los
mastocitos, aumentando el peristaltismo

Super antigenos (Estimula la proliferacion de las células T y la liberacion de
citocinas); produce extravasacién o la destruccion celular de las células
endoteliales.

Convierte el fibrinogeno en fibrina.

Cataliza la descomposicion del peroxido de hidrogeno.

Hidroliza los acidos hialuronicos en el tejido conectivo, facilitando Ila
diseminacion de los estafilococos en los tejidos

Disuelve los coagulos de fibrina.
Hidroliza los lipidos.
Hidroliza el ADN.

Hidroliza las penicilinas



El 4cido teicoico es una proteina formada por cadenas de tamano
variable de hasta mas de 30 polimeros unidos por puentes fosfodiester. El
acido teicocico de ribitol, con residuos de N-acetil glucosamina en el caso
de S. aureus mientras que el acido teicoico de glicerol, con residuos
glucosilo esta presente en S. epidermidis. Este acido es el principal
antigeno de superficie de los Staphylococcus, participa en la recepcion de
fagocitos y facilita la union de los gérmenes a las membranas de las
células del huésped y a las células endoteliales, a través de sus uniones
especificas a la fibronectina (10, 12, 13, 16, 18, 25, 27, 29, 34).

Proteina A, especifica de especie S. aureus, se encuentra en la
pared celular distribuida de manera uniforme y puede liberarse en el medio.
Presenta la propiedad de wunirse a la extremidad Fc de las
inmunoglobulinas 1gG1, IgG,, e IgG4, por lo que evita de manera eficaz la
eliminacidon mediada por anticuerpos Fig 3a. La Proteina A extracelular se
puede unir también a los anticuerpos formando inmunocomplejos que
activan el complemento Fig 3b (10, 12, 13, 16, 18, 25, 27, 29, 34).
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Fig 3a. Accidon antifagocitaria de la proteina

A. 1. Estatilococo. 2. AEnt icnerpos
antiestafilocdcicos (Ig6). 3. Macrofagos con
receptores para el fragmento Fo de las IgG. 4.
Fijacion especifica (Fl[abl2 = sensibilizacién a

la fagocitosis). 5. Fijacidn inespecifica en la
proteina A (Fc accion antifagocitaria).
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Fig 3b. Coaglutinacién de estafilococos
con el complemento. 1. Protelnas del
Comp lement o 2.Estafilococos que han
fijado por su extremidad F¢ anticuerpos
especificos (IgG), dejando libre la
extremidad especifica {Fab;) . 3.
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bacteria con el complemento.

£

3

6.3.2 Toxinas Estafilococicas.

Citotoxinas. Son exotoxinas proteicas termolabiles, que presentan
una acciodn litica sobre los hematies y una accidn toxica sobre otras células
(leucocitos, macréfagos, fibroblastos). En realidad son toxinas citoliticas de

las cuales se conocen 4 toxinas o hemolisinas:

Toxina o hemolisina "alfa". Esta toxina puede estar codificada tanto
por el cromosoma bacteriano como por Plasmidos. Es una fosfolipasa de
33.000 D de tamanio, presenta propiedades hemoliticas sobre los glébulos
rojos de conejo a 37 °C y es la responsable de las zonas de hemdlisis que
se observan alrededor de las colonias en placas de agar sangre (Fig 4).
Esta toxina ademas, destruye el musculo liso de los vasos sanguineos, se
integra en las regiones hidrofobicas de la membrana del huésped, llevando
a la formacion de poros de 1-2 nm, lo que ocasiona el flujo de salida de los
iones K* y la entrada de Na*, Ca™ y otras moléculas pequefias, dando
como consecuencia la destruccion del tejido (10, 16, 18, 19, 25, 27, 29,
34).
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Fig. 4 Hemolisis alfa ocasionada por la hemo—
li=ina alfa. notese como la hemoli=i esta ubi-
cada alrededor de la=s colonias.

Toxina o hemolisina beta. Conocida también como esfingomielinasa
C, es una proteina termolabil de 35.00D de tamafo. Es activa sobre los
glébulos rojos de carnero, cuya zona de hemdlisis aumenta de tamafio si
después de incubar la placa a 37 °C, se coloca a 4 °C (lisis calor-frio): es,
ademas, dermonecrotca y frecuente en los estafilococos de origen animal.
Esta enzima presenta especificidad para la esfingomielina y la
lisofosfatidilcolina, y es toxica para una variedad de células. Cataliza la
hidrdlisis de los fosfolipidos de la membrana dando origen a poros del
tamafo variable en funcion a la cantidad de esfingomielina que esta
presente (10, 16, 18, 19, 25, 27, 29, 34).

Toxina o hemolisina delta. Es un polipéptido de 3.000 D; la toxina
tiene un amplio espectro de actividad citolitica, afecta a los eritrocitos, y a
muchas células. Se cree que esta toxina actia como surfactante que

rompe las membranas celulares mediante una accién de tipo detergente.



Toxina o hemolisina gamma y Leucocidina de Panton-Valentine.
Son toxinas formadas por dos subunidades, una F (proteinas de elusion
rapida) y otra S (proteinas de elusién lenta), que se fijan en los fosfolipidos
de la membrana de los polimorfonucleares y macréfagos y producen
alteraciones de la permeabilidad que ocasionan la muerte de los fagocitos.
Por otra parte, los estafilococos patdgenos se caracterizan por su
capacidad de supervivencia y de multiplicacion en los fagocitos, a
diferencia de los no patogenos (10, 16, 18, 19, 25, 27, 29, 34).

Toxina Exfoliativa. Algunas cepas de S. aureus son capaces de
producir una exotoxina proteica dermotropa, que a partir de una lesion local
difunde por la sangre y llega a la piel, donde produce enrojecimiento y
lesiones seguidas de una exfoliacion que se extiende. Esta toxina es la
responsable de la patologia conocida como el Sindrome de la piel
escaldada estafilococica. En la actualidad se han identificado dos formas
distintas de toxina exfoliativa, la ETA que es termoestable y el gen es
cromosomico; y la ETB que es termolabil y es mediada por un plasmido,
ambas pueden producir enfermedad. El proceso infeccioso mediado por
estas enzimas es mas frecuente en nifios pequefios y neonatos, ya que se
ha identificado que ambas toxinas se unen a los Glucolipidos del tipo GM4,
el cual se encuentra en grandes proporciones en la epidermidis de los
neonatos, llegando a desaparecer en personas mayores (10, 16, 18, 19,
25, 27, 29, 34).

Enterotoxinas. Son exotoxinas proteicas que presentan la
propiedad de ser estables a 100°C durante 30 minutos y a los fermentos
proteoliticos (jugo gastrico y del yeyuno). En la actualidad se conocen ocho
tipos de enterotoxinas (A-E; G-l) y tres subtipos de la enterotoxina C. Se
tiene la hipétesis de que estas toxinas se fijan en los receptores nerviosos
del tubo digestivo produciendo nauseas, vomitos y diarrea, por accion de la
toxina sobre el centro del vomito. Son antigénicos y se transforman en

anatoxinas. La enterotoxina A es la que se asocia con mas frecuencia a la



enfermedad. Las enterotoxinas C y D se pueden encontrar con frecuencia
en los lacteos contaminados; la enterotoxina B es causante de la colitis
pseudomembranosa estafilococica (10, 16, 18, 19, 25, 27, 29, 34).

Toxina de Sindrome de Shock Toxico (TSST-1). Anteriormente
era conocida con el nombre de exotoxina pirogenica C y enterotoxina F; es
una toxina de 22.000 D, es termoestable y resistente a la proteolisis, se
encuentra mediada por un gen cromosomal. Esta toxina es un super-
antigeno capaz de inducir la liberacidon inespecifica de citocinas en los
macrofagos y en los linfocitos, y una hipersensibilidad aumentada a la
endotoxina (Fig. 5). A bajas concentraciones la TSST-1 produce también
una extravasacion de las células endoteliales, mientras que a altas
concentraciones causa en las células un efecto citotdxico. La capacidad de
la TSST-1 para atravesar las barreras mucosas, incluso cuando la
infeccidn esta localizada en la vagina o en heridas, es res-ponsable de los
efectos sistémicos de SST (1, 10, 16, 18, 19, 25, 27, 29, 34).
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Fig. 5. La Toxina del Sindrome de Shock
Toxico. actua como superantigeno sobre—
eztimulando la liberaciom de mediadores
gquimicos.




6.3.3 Enzimas Estafilococicas.

Coagulasas. La coagulasa libre es una enzima la cual en presencia
de protrombina y/o de un cofactor del plasma sanguineo (coagulase
reacting factor o CRF), forma un complejo con actividad proteolitica, que
transforma el fibrindgeno en fibrina y produce la coagulacién del plasma
sanguineo (Fig. 6); a su vez se liberan fibrinopéptidos que presentan
accion sobre la fibra muscular lisa. Se considera relacionada con la
virulencia, pues la mayoria de cepas de S. aureus la producen (98 %).
Interviene en el proceso inflamatorio y en la formacion del coagulo
intravenoso, factor fundamental en la produccion de sepsis. Existe,
ademas, una proteina de la pared celular que presenta una accion
semejante (clumping factor o coagulasa ligada), que se ha supuesto que
seria la causa de la formacién de una cubierta protectora de fibrina
responsable de la agrupacion de los estafilococos y probablemente de su
accion inhibidora de la fagocitosis. En la actualidad no se considera
relacionado con lo virulencia. En el laboratorio, la prueba de la coagulasa
en tubo se utiliza para diferenciar S. aureus de S. epidermidis. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que el poder patégeno del estafilococo
no depende exclusivamente de la produccion de coagulasa, sino de su

asociacion con otros factores (3, 18, 20, 25, 27, 29, 34).

Fig. 6. §. aureus. Produccion de coagulasa
libre. A) Beaccion negativa. B) Beacoion

positiva.



Catalasa. EI metabolismo bacteriano genera como producto
metabolitos toxicos como ser el peroxido de hidrogeno; este metabolito
posteriormente es degradado por la enzima catalasa (Fig. 7). En la
fagocitosis y la formacion del fagosoma, por medio de los
polimorfonucleares, la eliminacion de los estafilococos esta mediada por
radicales téxicos de oxigeno o ERO's; la produccion de catalasa ayuda a
contrarrestar los mecanismos de defensa del huésped (3, 18, 20, 25, 27,
29, 34).

2Hz0 + O3
H:O:
Superoxide Cadase
07 + 05+ Hy Dismutase o g, 44,0,
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HADH;
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Fig. 7. La catalasa descompone el peroxido de hidrogeno en
agua ¥ OEXigeno.

Fibrinolisinas (estafiloquinasas). Transforman el plasminogeno en
plasmina o fibrinolisina, que descompone las mallas de fibrina. Contribuyen
a la capacidad de invasion del estafilococo en los focos inflamatorios y es
responsable de la descomposicion del coagulo de fibrina y de la formacion
de microémbolos causantes de las metastasis supuradas. Son elaborados
principalmente por los estafilococos patégenos de origen humano (18, 25,
27, 29, 34).

Penicilinasas. Son betalactamasas inducibles, sintetizadas por las
cepas resistentes que inactivan la penicilina por apertura del anillo
Betalactamico. Su produccién es debida a un plasmido que se transmite
por transduccion (5, 18, 25, 27, 29, 34).



Hialuronidasa. Esta enzima degrada los acidos hialuronicos, los
mucopolisacaridos acidos que se encuentran en la matriz acelular del tejido
conectivo. Esta enzima favorece la diseminacion de S. aureus en los
tejidos (5, 18, 25, 27, 29, 34).

Otras enzimas. Existen otras enzimas, como desoxirribonucleasa
termoestable, fosfatasas y lipasas, que coadyuvan al establecimiento de la
infeccidn, invasién y produccion de lesiones, y que en cierta manera se

encuentran relacionadas con la virulencia (5, 18, 25, 27, 29, 34).

Hay que tener en cuenta que no todas las cepas de estafilococos
presentan los mismos antigenos ni producen las mismas toxinas ni
fermentos en calidad y cantidad; por ello, la accién patégena difiere segun
la cepa que se considere y depende de lo accion combinada de estas
sustancias en relacién con el grado de resistencia organica (1, 5, 18, 25,
27, 29, 34).

7. RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

7.1 Caracteristicas de los betalactamicos.
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Fig. 8. Estructura basica de las penicilinas.
presenta un nucleo conocido como B-lactamico
unido a un anillo de tiazolidina ¥ a una ca-—
dena lateral R. que determina su funcion.

Estructura Quimica. La estructura basica de la penicilina (acido 6-

aminopenicilanico) consiste en un anillo de tiazolidina unido a un anillo



betalactamico y una cadena lateral (que esta compuesta por un grupo
amino secundario). Fig. 8. (5, 8, 9, 18, 29, 34).

La integridad estructural del nucleo del acido 6-aminopenicilanico es
esencial para la actividad biolégica de este compuesto. Si las
betalactamasas bacterianas clivan el anillo betalactamico, se producen
acidos penicildicos que carecen de actividad antibacteriana. Este proceso
puede ser prevenido por la adicion de ciertas cadenas laterales acilicas
que protegen el anillo betalactdmico o por combinacién de la penicilina con
un inhibidor de las betalactamasas (como acido clavulinico, sulbactam o
tazobactam) que inactivan algunas de estas enzimas bacterianas (5, 8, 9,
18, 27, 29, 34).

Algunas manipulaciones en la cadena lateral han alterado el
espectro  antibacteriano, la susceptibilidad y las propiedades
farmacocinéticas de las penicilinas, estos cambios han aumentado el
espectro contra bacterias gram (-) incluyendo pseudomona aeruginosa (5,
8, 9).

Mecanismo de accidn. Su mecanismo de accion se caracteriza por
su capacidad de inhibir la sintesis del peptidoglicano de la pared
bacteriana. Este efecto se obtiene mediante la unién del anillo
betalactamico a unas enzimas bacterianas (transpeptidasas) localizadas
en la membrana celular. Estas enzimas se denominan PBP (del inglés
"penicillin binding protein) o Proteinas fijadoras de Penicilina, y son el
sitio blanco de accidén para las penicilinas y para todos los antibidticos
betalactamicos incluyendo las cefalosporinas. La accion de las PBP es la
transpeptidacién de los puentes peptidicos que unen las cadenas de N-
acetilglucosamina y ac. N-acetiimuramico del peptidoglicano (Fig. 9). Son
antibioticos bactericidas y su efecto final es el resultado de tres factores:

a. la inhibicion de la sintesis de la pared,



b. la activacion de enzimas bacterianas autoliticas capaces de destruir la
pared bacteriana ya sintetizada,

c. la accion del medio externo a la célula bacteriana sobre una célula con
su pared bacteriana alterada por los dos mecanismos anteriores (5, 8, 9,
34).
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Fig. 9. Sitio de accion de los beta
lactamicos., en la sintesis del pep—
tidoglicano.

Penicilinas penicilinasa resistentes: (Meticilina, Oxacilina,
Nafcilina, Cloxacilina y Dicloxacilina). Después de la aparicién de las
penicilinas naturales en el tratamiento de infecciones estafilocéccicas, la
aparicion de estafilococos productores de betalactamasas disminuyeron la
efectividad la penicilina G, esta situacion promovidé el desarrollo de

investigaciones que llevaron al desarrollo de penicilinas semisintéticas



penicilinasa resistentes. Este grupo de penicilinas poseen una cadena
lateral acilica que inhibe la accion de la penicilinasa y por consiguiente

previniesen la apertura del anillo betalactamico.

La meticilina (Fig. 10) fue la primera penicilina semisintética
penicilinasa resistente que se introdujo para uso clinico, por via parenteral.
Este farmaco fue altamente fue altamente eficaz contra infecciones
estafilococcicas, pero se asocio a la ocurrencia de nefritis intersticial y su
uso fue descontinuado (8, 9, 18, 27, 29, 34).
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Fig. 10. La meticilina fue el primer
betalactamico resistente a betalacta-—
masa generado sinteticamente.

Posteriormente aparecieron la Oxacilina (Fig. 11a) y la Nafcilina (Fig.
11b) para uso parenteral, y dos drogas para uso oral: La Cloxacilina y la
Dicloxacilina (Fig. 11c). La Nafcilina y la Oxacilina reemplazaron
exitosamente a la meticilina, ya que ambas drogas tienen una alta union a
proteinas (90% y 94%) y son excretadas por el higado. Dosis de 2 g cada 4
a 6 horas son usualmente recomendadas para el tratamiento de

infecciones estafilococicas serias (8, 9, 18, 27, 29, 34).
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Fig. 11. Una vez gue se observaron los efectos adversos ocacionados por
la meticilina =e dezarrollaron otros farmacos como son: a) oEacilina: b)
la nafcilina ¥ c) la dicloxacilina. Los cuale=s son menos toxicos gue la
meticilina.



La cloxacilina y dicloxacilina son bien absorbidas por via oral. En
general, la dosis recomendada es de 250 mg a 1 g cuatro veces al dia,
dependiendo del tipo de infeccion que va a ser tratada. Estas penicilinas
son primariamente indicadas para el tratamiento de infecciones moderadas

que involucren la piel y tejidos blandos (8, 9, 18, 27, 29, 34).

Lo malo es que con el tiempo surgieron estafilococos resistentes a
estas penicilinas penicilinasas resistentes. Estas bacterias son llamadas
estafilococos meticilino resistentes. Esta resistencia estd basada en la
produccion de nuevas proteinas ligadoras de penicilinas que tienen
afinidad disminuida por estas penicilinas. Estos estafilococos meticilino
resistentes se han tratado empiricamente con Vancomicina (8, 9, 18, 27,
29, 34).

7.2Evolucién histérica de la resistencia a los betalactamicos.

S. aureus fue el primer microorganismo en poner de manifiesta la
resistencia a los antimicrobianos y ser capaz de desarrollar multiples
mecanismos intrinsecos o adquiridos, que le han conferido resistencia a
diferentes antimicrobianos empleados en el tratamiento de esta
microorganismo (8, 9, 18, 22, 27, 33, 34).

Pocos afos después de la introduccién de la penicilina (1942),
aparecieron la primeras cepas de S. aureus resistentes a la misma,
mediante la produccion de Betalactamasas. Aunque inicialmente se
presentaron de forma esporadica en el ambito nosocomial, en 1946 ya
representaba el 60% de S. aureus aislados en los hospitales del Reino
Unido y pocos afos después se habian extendido ampliamente en la
comunidad (8, 9, 18, 22, 27, 33, 34).

La introduccién en la terapéutica de otros antiestafilococicos como la

estreptomicina, tetraciclina, sulfamidas, cloramfenicol y eritromicina se



siguié también de la aparicidon de de cepas de S. aureus resistentes a estos
farmacos, ademas de la penicilina. Este patron de resistencia era
frecuentemente en los hospitales a finales de los afios 50, lo que dificulto
de nuevo el tratamiento de las infecciones estafilococicas (8, 9, 18, 22, 27,
33, 34).

Pronto surgiria la meticilina (1959), que fue seguida de un auténtico
caudal de penicilinas semisintéticas estables a las betalactamasas
estafilococicas (como la propia meticilina, nafcilina, penicilinas
isoxazélicas), otras, orales y similares a la penicilina V (feneticilina,
propicilina, fenbenicilina), y otras, en fin, con amplio espectro de actividad
(ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, azlocilina, mezlocilina, ticarcilina,
mecilinam, piperacilina), supuso un nuevo avance en el tratamiento de las
infecciones estafilococicas. Sin embargo Jevons y Knox comunicaros poco
después el aislamiento en el Reino Unido de la primeras cepas de S.
aureus resistente a meticilina (SARM). Estas cepas que eran resistentes
solo a antibidticos betalactamicos, aparecieron en forma esporadica
llegando a ocasionar el primer brote epidémico de infeccion nosocomial en
el Reino Unido (Stewart 1963). Posteriormente, a finales de los sesentas
aparecieron en algunos paises de Europa, en Australia y EEUU, otras
cepas que también eran resistentes a otros antibidticos (Sulfamidas,
tetraciclinas, cloramfenicol, eritromicina y estreptomicina). En los afios
venideros estas cepas se diseminaron por todo el mundo (8, 9, 18, 22, 27,
33, 34).

7.3Resistencia mediada por betalactamasas.

Las betalactamasas son enzimas producidas por bacterias que

inactivan los betalactamicos al hidrolizar el anillo betalactamico de los mismos.

La

mayoria de betalactamasas inactivan ya sea penicilinas o cefalosporinas

pero algunas son capaces de inactivar ambos tipos de antibidticos (8, 9, 18,
34).



La mayoria de bacterias grampositivas secretan sus betalactamasas de
forma que los agentes antimicrobianos betalactamicos son inactivados
extracelularmente, en el medio que las rodea. En contraste, las
betalactamasas de las bacterias gramnegativas permanecen dentro de la
célula e inactivan los betalactamicos en el espacio periplasmico, esto es, en el
espacio entre la membrana externa y la membrana citoplasmica (8, 9, 18, 22,
27, 33, 34).

Los genes que codifican a las betalactamasas pueden ubicarse en el
cromosoma bacteriano, en los plasmidos o en los elementos de transposicion.

Por ejemplo:

* El gene de betalactamasa que media en la resistencia del Staphylococcus
aureus a la penicilina esta tipicamente ubicado en un plasmido; una sobre

expresion de esta es responsable de la resistencia Bordeline a la meticilina.

 El gene de betalactamasa que media en la resistencia de Klebsiella

pneumoniae a la ampicilina y ticarcilina esta ubicado en un cromosoma.

* Los plasmidos y elementos de transposicion refuerzan la diseminacion de
genes de betalactamasa entre una variedad de especies bacterianas (8, 9, 18,
22,27, 33, 34).

7.4Resistencia a la meticilina.

La oxacilina y la meticilina son penicilinas semisintéticas que son
estables a la betalactamasa estafilocdcica gracias a la ubicacion estratégica
de ciertas cadenas laterales en la molécula. Estos antibidticos fueron
desarrollados especificamente para el tratamiento de infecciones causadas

por S aureus productores de betalactamasa (8, 9, 27, 28, 33).



Sin embargo, la resistencia a antibioticos del tipo meticilina pronto
aparecio por la emergencia del gene mecA. Inicialmente, los primeros
aislamientos se denominaron S. aureus resistente a la meticilina o MRSA,
estas se denominan mas apropiadamente S. aureus resistente a la oxacilina u
ORSA puesto que es la oxacilina el antibiético que generalmente se usa en las
pruebas de laboratorio. Los ORSA se consideran resistentes a todas las
penicilinas penicilinasa estables como oxacilina, meticilina, nafcilina,
cloxacilina, y dicloxacilina. Existen cuatro clases genéticas del complejo del
gen mecA (A-D). En S. aureus solo se han encontrado la clase Ay B; la C se
encuentra en S. haemolyticus y la D en S. hominis. Siendo la clase original la
clase A (5, 6, 27).

El gen mecA, que posee una naturaleza cromosomica, el cual es
responsable de la sintesis de una proteina de union a penicilina (PBP); el cual
se encuentra en un elemento movil grande conocidos como cassete
cromosomal estafilococico mec (Staphylococal cassette chromosome mec
SCCmec), y cuenta con dos genes reguladores: el gen mecR1 o gen regulador
de la sefial de transduccién del gen mecA que codifica la proteina MecR1 y el
gen mecl, que codifica la proteina represora Mecl de la transcripcion del gen
mecA (Fig 12). La transcripcion del gen mecA se produce cuando el
betalactamico se une a su dominio extracelular de unién a penicilina y activa
su dominio citoplasmatico en forma de proteasa, por rompimiento auto-
catalitico. Esta proteasa rompe la proteina codificada por el gen mecR1, el
cual bloquea el sitio operador de mecA, liberando la represién de la
transcripcion. De esta manera queda libre el operador de mecA siendo posible
la expresion de PBP (5, 6, 8, 9, 27, 28, 33).

El gen mecA codifica para una PBP de 78 kDa, llamada PBP2a; esta es
una transpeptidasa que cataliza la formacién de puentes cruzados en el
peptidoglicano de la pared bacteriana; presenta baja afinidad para la meticilina
y todos los antibioticos B-lactamicos que se han desarrollado, incluyendo las

isoxazoil  penicilinas (oxacilina). La PBP2a continua sintetizando



peptidoglicano para la pared celular aun cuando las PBP normales estén

inhibidas por los antibiéticos (6).

Tn554
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Fig 12. Representacion de un fragmento del DHA cromosomico de SARM, con los
sigulientes elementos: region reguladora del gen mecA compuesta por los genes
mecl v mecRl. plasmidos (plUBl110). secuencias de insercion (I15431). ¥ trans—
posones (ITn554) ¥y genes cromosomicos de las recombinasas & ¥ B {(ccriA ccrB).

Existen 5 diferentes cassetes SCCmec, tipo I-V. Se ha evaluado la
estructura completa de los diferentes tipos, las principales caracteristicas asi

como el lugar y afio de aislamiento se encuentran en la tabla 2.

Tabla 2 Caracteristicas de los diferentes tipos del cassette cromosomal

SCCmec.

Tipo Clase de Lugar de aislamiento Ano de

mec aislamiento

Tipo | B Reino Unido de GB 1961

Tipo Il A Japon 1982

Tipo 1l A Nueva Zelanda 1985

Tipo IV B* EE.UU. 2002

Tipo V cr Australia 2004

4 Delecién en 3" del gen mecR1

~ Ausencia del gen mecl

7.5Resistencia a otros antimicrobianos.



La resistencia a meticilina se combina a menudo con resistencia a otros

grupos de antibidticos como amino glucdsidos, sulfamidas, trimetoprim,

tetraciclinas y quinolonas. Estas resistencias estan mediadas por genes que

pueden ser cromosomales y plasmidicos que las cepas de Staphylococcus

aureus logro adquirir, los cuales se muestran en la tabla 2 (5, 8, 9, 27, 28, 33).

Tabla 3 Genes que confieren resistencias a S. aureus.

Antibiético Genes de| Producto del| Mecanismo de | Localizaciéon
Resistencia | gen resistencia
PENICILINA blaz. B-lastamasa Hidrdlisis enzimatico del nucleo | Plasmido; Tn552
B-lactamico
B-LACTAMICOS mecA. PBP2a Baja afinidad al antibiético. Cromosomal, por el
cassete SSCmec;
Tn4291
AMINOGLUCOSIDO aacA-aph, aadA,| Acetiltransferasa Modificacién por acetilacion por | Cromosomal,
aadD, aphA, | fosfotransferasa acetiltransferasas, y adenilacion | plasmidos; Tn4001,
aphC, spc, strA. por adeniltransferasas también | Tn5404, Tn5405.
alteracién ribosomal de las
fosfotransferasas.
MACROLIDOS ermA, ermB, | Metilasa Metilacion del rRNA 23S Plasmidos, Tn554
LINCOSAMINAS emrC.
MACROLIDOS msrA, vha, vat,| Acarreadores ABC, | Bomba de expulsion, | Plasmidos
ESTREPTOGRAMINAS vatB. Acetiltransferasa modificacion por acetilacion.
TETRACICLINAS tetK, tetL, tetM Sistemas clase K, L, M. | Bombas de expulsion | Plasmido, Tn916

proteccion ribosomal

RIFAMPICINA rif RNA polimerasa Mutacion en la subunidad 8 de | Cromosomal
la RNA polimerasa
ACIDO FUSIDICO fusA, fusB Factor de elongacién G | Alteracion  del factor de | Plasmidos
elongacién G, disminucion de la
permeabilidad.
QUINOLONAS par Componentes ParC de| Mutacién de la subunidad A de | Cromosomal
la topoismerasa IV. la de la Girasa vy la
Topoisomerasa IV.
Componentes GyrA o
gyrA, gyrB GyrB de la Girasa.
TRIMETOPRIM dfrA Dihidrofolato reductasa| Afinidad reducida de la DHFR Cromosomal
(DHFR)
Tabla 3 Genes que confieren resistencias a S. aureus. (continuacion)
SULFAMETOXAZOL sulA Dehidropteroato Sobreproduccién de acido p- | Cromosomal,
sintetasa aminobenzoico Tn4003
GLICOPEPTIDOS van Peptidoglicano alterado| Se atrapa la vancomicina en la | Cromosomal,




D-Ala-D-Lac pared celular. plasmido, Tn1546.

Sintesis de un dipéptido que
reduce la afinidad de la
vancomicina.

CLORANFENICOL rRNA 50S Modificacion por | Plasmido.
acetiltransferasa de rRNA 50S

FOSFOMICINA Glutation-S-transferasa | Modificacion en la sintesis de | Plasmido.

N-acetil muramico

Resistencia a Aminoglucésidos: Habitualmente los estafilococos son
sensibles a aminoglucosidos, y suelen emplearse junto con una Cefalosporina, en
tratamiento de casos profundos. Pero en la actualidad se observo que estas
bacterias pueden desarrollar resistencia a los aminoglucosidos por tres
mecanismos:

- Modificacion estructural de las proteinas diana ribosémicas.
- Alteracion de la permeabilidad a los aminoglucosidos.

- Modificacion enzimatica del antibiotico (5, 8, 9, 28).

Resistencia a Cloranfenicol: EI cloranfenicol es un antibidtico
bacteriostatico que inhibe la transpeptidacion en la sintesis proteica, al unirse a la
subunidad 50S del ribosoma. La resistencia a este antibidtico es debido a una
modificacion enzimatica del cloranfenicol por una acetiliransferasa, mediada por
Plasmidos (5, 8, 9, 28).

Resistencia a Quinolonas: El incremento de la aparicion de SARM
resistente a quinolonas ha sido espectacular, las quinolonas particularmente la
ciprofloxacina, se sugirieron como una alternativa en el tratamiento de las
infecciones y colonizaciones por SARM, sin embargo la rapida aparicion de
resistencia limita su uso para este fin. Blumberg y cols describen como después
de un ano de uso de la ciprofloxacina para el tratamiento de infecciones o
colonizaciones por SARM, pasaron de 0 a 79% de cepas con alto nivel de

resistencia. En el mismo periodo de tiempo, en las cepas de S. aureus sensibles a



la meticilina, en un 13% se desarrollo resistencia a la ciprofloxacina. La

resistencia a este antibiotico esta mediada por dos mecanismos:
- Alteracion de la diana debido a mutaciones cromosomicas.

- Alteracion de la entrada del antibidtico (5, 8, 9, 28).

Resistencia a Fosfomicina y acido fusidico: La fosfomicina es un
antibidtico de amplio espectro que inhibe la sintesis de la pared celular. La
resistencia es debida a la inactivacion enzimatica del antibiético, mediada por
Plasmidos. El acido fusidico actua inhibiendo la sintesis de proteinas al modificar
el factor de elongacion la resistencia puede ser de dos tipo una cromosomita que
altera el sitio diana; y la segunda que es plasmidica y disminuye la permeabilidad
al antibidtico (5, 8, 9, 28).

Resistencia a glucopeptidos (Vancomicina y teicoplanina). La
vancomicina glucopeptido propiamente dicho, y la teicoplanina antibiético
lipoglucopeptido, poseen una excelente actividad frente a S. aureus. Estos
inhiben la sintesis de la pared celular. La resistencia es ocasionada por una
alteracion de la permeabilidad de la pared bacteriana al antibidtico. En la
actualidad se conocen solo cepas de resistencia intermedia a la vancomicina
(VISA) y solo un caso de resistencia (VRSA) en EEUU (5, 8, 9, 28).

8. INFECCIONES POR S. aureus ASPECTOS CLINICOS (Tabla 3).

8.1Sindromes clinicos.

S. aureus puede formar parte de la flora normal de las personas sanas y
se halla en la mucosa nasal del 20-40 % (portadores nasales) y en la piel del
10-20 %, especialmente en las manos. Se ha observado que, cuando los
portadores sufren intervenciones quirurgicas, son mas frecuentes los casos de
sepsis. Pero, ademas, interviene en la mayoria de infecciones y puede actuar
por accion directa en relacion con su capacidad invasiva 0 por mecanismo

indirecto, por sus exotoxinas. En el primer caso produce lesiones supuradas y



necroticas, cuyo grado de invasion depende de la combinacidon de toxinas y
fermentos que elabora, en relacién con el estado del huésped. En el segundo
caso es la causa de procesos inflamatorios en el tubo digestivo (enterotoxinas)
o en la piel (toxina exfoliativa) (4, 5, 7, 16, 17, 21, 22, 24, 27, 30, 34, 37).

Tabla 4. Enfermedades causadas por Staphylococcus aureus

Infecciones de piel y partes blandas.

Foliculitis.

Forunculo, antrax.

Celulitis.

Impétigo.

Mastitis.

Infecciones de incisiones quirurgicas.

Infecciones musculoesqueléticas.

7. Artritis séptica.
8. Osteomielitis.
9. Piomiositis.

Infecciones de vias respiratorias.

10. Neumonia por ventiladores o nosocomial.

11. Embolos pulmonares.
12. Neumonia posvirica.
13. Empiema.

Bacteremia y sus complicaciones.

14. Sepsis y choque toxico.
15. Focos metastasicos de infeccion.
16. Endocarditis infecciosa.

Endocarditis infecciosa.

17. Por drogas inyectables.
18. En valvulas originales.

19. En proétesis valvulares.

20. Nosocomial.

Infecciones en dispositivos.

21. Por catéteres intravasculares.




22. En protesis articulares.

Tabla 4. Enfermedades causadas por Staphylococcus aureus

(Continuacion)
Enfermedades mediadas por toxinas
23. Sindrome de choque toxico.

24. Intoxicacion alimentaria.
25. Sindrome exfoliativo estafilococico.

3.1.1 Accion directa

Infecciones localizadas en la piel y mucosas. Las infecciones
estafilococicas piogenicas localizadas incluyen la foliculitis, los forunculos, el
carbunco estafilococico, el impétigo y las infecciones estafilococicas de las
heridas. La mas benigna es la foliculitis, proceso inflamatorio piégeno centrado
alrededor de un foliculo piloso; puede dar lugar a furanculos (Fig. 13), cuando
se afecta, ademas, el tejido celular subcutaneo. Otro proceso ocasionado por
este microorganismo es el carbunco, el cual se produce por la fusién de varios
furinculos y se alcanzan tejidos mas profundos; localizandose generalmente
en la parte posterior del cuello y espalda. También puede producir infecciones
de las heridas y quemaduras, abscesos subcutaneos y submucosos, que
generalmente se producen después de una intervencion quirurgica. En los
nifios produce el impétigo contagioso cuando afecta las capas superficiales de
la piel de la cara (vesiculas que se transforman en costras), que puede
presentarse en forma epidémica. Produce la mayoria de infecciones
supurados superficiales, sobre todo de la piel, que constituyen lo puerta de

entrada del estafilococo en el organismo (5, 7, 17, 27, 37).



Fig 13. Furinculo de labio superior. e=s la
manifestacion mas clasica de una infeccidm
por 5. aureus.

Infecciones metastasicas de localizacion visceral. Los estafilococos,
ya libres o en el interior de leucocitos polimorfo- nucleares, pueden difundir por
via linfatica o hematica y colonizar tejidos y 6rganos diversos, donde producen
lesiones pidgenas y abscesos: artritis, neumonia y pleuritis, osteomielitis en
ninos y adultos jévenes, endocarditis frecuentes en drogadictos. Son de alta
gravedad la neumonia o bronconeumonia estafilocécicas, que se presentan

muchas veces como gripe, que posteriormente se complica (7, 17, 27, 37).

Procesos generalizados. Van precedidos por la formacion del trombo
0 coagulo intravenoso, a partir del cual el microorganismo se replica e invade
la sangre (septicemia). Se pueden presentar formas hiperagudas rapidamente
mortales (tromboflebitis consecutiva a furinculos del labio superior) y formas
agudas menos graves, subagudas y aun cronicas. En los formas subagudas a
consecuencia de la produccion de fibrinolisina se pueden formar
microémbolos y producirse metastasis supuradas en diversos o&rganos
(septicopiemias) (7, 17, 27, 37).



3.1.2 Accion fundamentalmente exotoxica

Enterotoxina. Puede producir dos tipos de cuadros:

Cuadros de intoxicacion alimentaria. El consumo de alimen-tos
contaminados por estafilococos que han elaborado entero-toxina, en especial
productos de pasteleria que contienen crema, puede producir un cuadro de
gastroenteritis, que se caracteriza por su corto periodo de incubacién (1-6
horas), ausencia de fiebre, predominio de nauseas y vomitos, seguido de
diarrea de 1 6 2 dias de duracion, e ineficacia del tratamiento por antibiéticos.
Se pueden presentar rara vez cuadros graves e incluso mortales en enfermos
de edad avanzada. Los manipuladores de alimentos que presentan lesiones
de la piel o portadores de S. aureus, pueden contaminar los alimentos vy, si las
condiciones de conservacion no son las adecuadas, se pueden dar origen a
brotes de intoxicacion alimentaria que se presentan fundamentalmente en
verano (7, 17, 27, 37).

Cuadros de enterocolitis aguda. En el curso del tratamiento con
antibioticos de amplio espectro que ocasionan la destruccion de lo flora
normal del tubo digestivo, en nifios afectos de procesos diversos o en el
postoperatorio de intervenciones abdominales, se pueden presentar cuadros
severos de enterocolitis aguda, que ocasionalmente pueden ser producidos
por una bacteria anaerobia del género Clostridium (C. difficile), la cual

aprovecha las condiciones del huésped (7, 17, 26, 27, 37).

Toxina exfoliativa. Sindrome de Piel escaldada. En los nifios se
puede presentar el sindrome de la piel escaldada caracterizado por lo
aparicion de lesiones en la piel, que en su grado mas intenso producen una
exfoliacion cutanea generalizada, necrosis epidérmica toxica, conocida con el
nombre de Enfermedad de Lyell en nifios mayores y Enfermedad de Ritter en
lactantes (7, 17, 26, 27, 35, 37).



Sindrome del shock toxico. Recientemente se ha descrito un nuevo
cuadro, el sindrome del shock téxico, caracterizado por fiebre, eritrodermia
generalizada con descamacion de las manos y los pies, edema, hipotension
con alteraciones hepaticas y fallo renal que presenta una letalidad del 5-10 %.
Se ha observado durante la menstruacion en mujeres jéovenes que en su
mayoria usan tampones durante largo tiempo y también en nifios mayores. De
las mucosas se han aislado cepas de S. aureus pertenecientes al fagogrupo
1, productores de una nueva toxina (exotoxina pirogénica Cl. enterotoxina F).
Son (glicoproteinas de bajo peso molecular con propiedades pirégenas,
enterotoxicas y estimulantes del shock, que no se sabe si se trata de una
misma sustancia (1, 7, 17, 26, 27, 37).

. INFECCIONES POR S. aureus EPIDEMOLOGIA.

Staphylococcus aureus es ubicuo y reside en la piel fundamentalmente.
El recién nacido se coloniza al poco tiempo de nacer a nivel cutaneo, umbilical
y perineal. Posteriormente, los nifios y hasta 25% de los adultos pueden
transformarse en portadores, siendo su principal reservorio el vestibulo nasal
anterior. Algunos grupos de personas son mas propensos a estar colonizados,
como el personal de salud. Se ha observado hasta un 50% del personal
medico es portador nasal en los hospitales. Otros grupos son los diabéticos
insulina dependientes, pacientes en hemodialisis cronica, personas con

enfermedades dermatoldgicas y los drogadictos endovenosos (17, 27, 37).

La aparicion de la resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus y
la dispersién general de estas cepas por los hospitales de todo el mundo, ha
supuesto uno de los retos terapéuticos y de control de infeccion mas

importantes de los ultimos afos (17, 26, 27, 37).

La incidencia de infecciones nosocomiales por S. aureus resistente a
meticilina (SARM) se ha ido incrementando desde su aparicion en la mayoria

de los paises. Durante los anos 80 las cepas de SARM se extendieron por



hospitales de Europa, Australia y Estados Unidos. En Europa se experimentd
un notable ascenso desde <1% en 1980 hasta el 30% en 1991, con una
distribucion desigual segun los paises: mientras Holanda o Dinamarca
presentaron una baja prevalencia (6%), los paises del sur de Europa como
Grecia, Francia o Espafia presentaron la prevalencia mas alta (30%). En los
Estados Unidos, segun datos del National Nosocomial Infections Surveillance
(NNIS) las infecciones nosocomiales causadas por este microorganismo
superan el 40% del total de infecciones nosocomiales causadas por S. aureus
(4,17, 26, 27, 37).

10.METODOS DE DIAGNOSTICO DE S. aureus.

Puesto que este microorganismo en la actualidad ha cobrado gran
importancia por los danos que ocasiona en la salud, el disponer me métodos
rapidos y fiables constituye una labor importante, razén por la cual en la
actualidad se han desarrollado métodos rapidos de alta especificidad, en
particular para SARM. (19, 26, 27, 29)

10.1 Cultivo en medios
Son bacterias poco exigentes que crecen en la mayoria de los medios
de cultivo. Generalmente se siembra en agar sangre donde las colonias se
ven grandes (2-3 mm de diametro), de color dorado (aureus) debido a la
presencia de carotenos y usualmente rodeadas de un halo de alfa hemdlisis.
Se incuba a 35-37°C en atmosfera ambiental por 18 a 24 horas. (26, 27, 29)
10.2 Prueba de aglutinacién en latex.
En un analisis de 15 cepas de S. aureus mecA positivo y 48 mecA
negativo; aislado de animales; se demostr6 que este método presentaba
100% de sensibilidad y especificidad en contraste con el método de cultivo en

agar oxacilina confirmado por MIC. (Lee Jhon). (19, 27)



lll. MATERIALES Y METODOS

6. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable en estudio

Definiciéon operacional

Medicion

Relacion

S. aureus

Coco Gram. positivo

Porcentaje

Independiente

Edad

Tiempo de vida medido

en anos.

ANnos

Independiente

Genero

Grupo sexual al que
pertenece el individuo en

estudio.

Masculino o

Femenino

Independiente

Tipo de muestra

Lugar de procedencia de

la muestra en estudio

Porcentaje

Independiente

Relacion entre edad e

infeccioén por S. aureus

Numero de casos de
casos en funcién a la
edad del

estudio.

individuo de

Correlacion

de Spearman

y 1.

Relacion entre genero e

infeccion por S. aureus

Numero de casos de

casos en funcion al
género del individuo de

estudio.

Correlacion

de Spearman

y 1%

Relaciéon entre tipo de
muestra e infeccién por

S. aureus

Numero de casos de
casos en funcion al tipo
de muestra tomada del

individuo de estudio.

Correlacion
de

Spearman vy

e




7. AREA DE ESTUDIO.

La preparacion de los medios de cultivo empleados en el presente estudio
fueron preparados en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimicas, debido a que los laboratorios de Hospital de Nifio
no contaban con autoclave para el preparado de estos.

El procesado de las muestra fue realizado en el Laboratorio de Patologia
de Hospital de Nifio; el cual contaba con un mesén en el cual se encontraba
conectado un mechero para la realizacién de este trabajo. Ademas contaba con

una estufa atemperada a 37°C para el cultivo de las placas Petri.

8. LUGAR DE ESTUDIO.

El estudio se realizé en el Hospital del Nifio “Dr. Ovidio Aliaga Uria” de la
ciudad de La Paz. Ubicado en la Calle Mayor Zubieta N° 100 Miraflores. El cual
cuenta con 11 unidades que incluyen los servicios de: Neumologia, Neonatologia,
Gastroenterologia, Oncohematologia, Traumatologia, Pediatria General, Cirugia
Blanda y Quemados, Unidad de Terapia Intensiva, Infectologia, Neurocirugia y

Cirugia General.

9. PERIODO DE ESTUDIO.

El periodo de estudio constituido por tres meses, los cuales estan

comprendidos desde el mes de enero hasta el mes de marzo del afio 2007.

10. TIPO DE ESTUDIO.

En el analisis estadistico se realizo un estudio prospectivo observacional,
donde se realizo el aislamiento en medios selectivos y su posterior identificacidon

del agente patogeno.



1. POBLACION EN ESTUDIO.

La poblacion esta constituida por todos los nifios menores de 5 afios
internados en el Hospital del Nifio “Dr. Ovidio Aliaga Uria”; que durante el tiempo

de estudio presentaron procesos infecciosos ocasionados por S. aureus.

12 METODO DE RECOLECCION DE DATOS.

El método empleado para la recoleccion de datos fue una encuesta (Anexo
D); en las cudles se tomo en cuenta las variables que estan siendo sometidas a
estudio. Esta encuesta fue disenada mediante el método estadistico “MATRIZ
MAPIC” desarrollada por el Ing. Luis Villarroel (Anexo A), luego los resultados de
estas encuestas alimentaron la base de datos en el programa estadistico SPSS
11.5 para Windows (Anexo B) (23, 38). Los resultados obtenidos fueron
procesados estadisticamente aplicando test no-parametricos como son

Correlacion de Spearman y x°.

13. TOMA DE MUESTRAS.

Las muestras, en la mayoria de los casos, fueron tomadas por el personal
de planta (Médicos de planta y Residentes) del Hospital del Nifio “Dr. Ovidio
Aliaga Uria”, posteriormente estas fueron entregadas al laboratorio del centro
hospitatalario para ser procesadas; para el caso de los pacientes internados en la
Unidad de Terapia Intensiva la toma de muestra se realizo en funcién al tipo de
proceso infeccioso que cursaba el paciente, siendo la mas comun la toma de
muestra de exudado, esta se realizo con una lanceta estéril ocasionando un poro
para la salida del exudado que fue tomado con una pipeta Pasteur estéril para

posteriormente ser sembrado en placas de Agar Manitol Salado.



La toma de muestra para exudado nasal fue de la siguiente forma; se
recosto al paciente en su cama, luego con un movimiento suave se le introdujo en
la fosa nasal un hisopo estéril embebido en solucion fisioldgica, y se hizo rotar
suavemente el hisopo; este hisopo posteriormente fue introducido en un tubo con

caldo Stuart de transporte, estéril.

Para secrecion conjuntival se recomendd a los médicos y enfermeras que
no se realizara un aseo de los ojos del paciente de manera que se pueda tener la
formacion de laganas, las cuales fueron tomadas con la ayuda de un hisopo

estéril e inoculado a un tubo con caldo Stuart de transporte, estéril.

14. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS.

Aislamiento de Staphylococcus aureus.

Para el aislamiento de S. aureus se utilizaron placas de Agar Manitol
Salado, para evitar el desarrollo de flora acompafante y obtener un mejor
aislamiento de las colonias, y fueron incubadas a 37°C durante el periodo de 24
hrs. Se consideraron positivos aquellos cultivos en los que al menos se pudo
observar desarrollo de colonias sugerentes de S. aureus en la placa Petri. La
identificacion de cada aislamiento se llevo a cabo por las caracteristicas del
cultivo, coloracion de Gram y prueba de la coagulasa en tubo; segun lo

recomendado por bibliografia.

Los resultados observados fueron: presencia de cocos Gram positivos
agrupados en forma de racimos de uvas en la tincion Gram; la prueba de la
coagulasa para confirmar S. aureus, se realizo empleando plasma humano, el
cual fue obtenido por puncién venosa de personas sanas y trasvasados a viales

estériles con anticoagulante de Wintrobe para obtener el plasma, donde se



observo coagulacién positiva frente a control CaCl,, confirmando asi la formacion

de coagula a tras un periodo de incubacién de 2 horas.

Determinacioén de Staphylococcus aureus meticilina resistente (SARM).

Una vez confirmado el microorganismo este fue resuspendido en caldo BHI
hasta igualar el tubo 0,5 de la escala de Mac Farland; y posteriormente sembrado
en placas de agar Muller Hinton salado. A esta placa se afadio los discos de
Oxacilina y Cefoxitina a una distancia de 2 cm; utilizando los procedimientos
descrito por el Comité Nacional para Procedimientos Estandar del Laboratorio
Clinico (NCCLS). Estas placas fueron incubadas a 35°C por un periodo no menor

a 24Hrs para observar el halo de inhibicion.



IV. RESULTADOS

15.NUMERO DE CASOS REPORTADOS DE Staphylococcus aureus EN
FUNCION A LA UNIDAD DE INTERNACION EN EL HOSPITAL DEL
NINO “DR OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE LOS MESES DE ENERO
A MARZO DEL 2007: En el presente estudio se tomaron en cuenta las
unidades que presentaban mayor riesgo de contaminacion; unidades en
las que los pacientes internos presentaban mayor predisposicion a adquirir
procesos infecciosos. Por esta razén se tomaron en cuenta las unidades

de: Neumologia, Neonatologia, Infectologia y Terapia Intensiva (UTIP).

Tabla 5 Numero de casos reportados de Staphylococcus aureus en funcion a la
unidad de internaciéon en el Hospital del Niio “Dr. Ovidio Aliaga Uria” durante los

meses de enero a marzo del 2007.

Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido

Neonatologia 12 35,3 35,3
Neumologia 5 14,7 14,7
Infectologia 12 35,3 35,3
uTl 5 14,7 14,7
Total 34 100,0 100,0

Fuente propia

GRAFICA 1.NUMERO DE CASOS REPORTADOS DE Staphylococcus aureus
EN FUNCION A LA UNIDAD DE INTERNACION EN EL HOSPITAL DEL NINO
“DR OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE LOS MESES DE ENERO A MARZO
DEL 2007
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16.NUMERO DE CASOS REPORTADOS DE Staphylococcus aureus EN
FUNCION A LA EDAD EN EL HOSPITAL DEL NINO “DR OVIDIO
ALIAGA URIA” DURANTE LOS MESES DE ENERO A MARZO DEL
2007: En el presente estudio la edad juega un rol muy importante; ya que

la se observo que la mayor parte de los pacientes que presentaron

procesos infecciosos por S. aureus estan agrupados en los nifios de

menores edades, esto a causa de que estan mas indefensos y con un

sistema inmune que no esta completamente preparado.

Tabla 6 Numero de casos reportados de Staphylococcus aureus en funcion a la
edad en el Hospital del Nifio “Dr. Ovidio Aliaga Uria” durante los meses de enero a

marzo del 2007.

Frecuencia

Porcentaje

Porcentaje
valido

Validos

Fuente propia

0-1ano

1-2 anos
2-3 ainos
3-5 anos

Total

18

52,9
26,5
14,7
5,9
100,0

52,9
26,5
14,7
59
100,0

15%

1-2 afios
28%

2-3 afios

3-5 afos

6%

GRAFICO 2. NUMERO DE CAS05 REPORTADOS DE Staphylococcus aureus
EN FUNCION A LA EDAD EN EL HOSPITAL DEL NINO “DR OVIDIO ALIAGA
URIA” DURANTE LOS MESES DE ENERO A MARZO DEL 2007
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17.NUMERO DE CASOS REPORTADOS DE Staphylococcus aureus EN
FUNCION AL GENERO EN EL HOSPITAL DEL NINO “DR OVIDIO
ALIAGA URIA” DURANTE LOS MESES DE ENERO A MARZO DEL
2007: En el presente estudio se observo que la mayor parte de los
pacientes que presentaron procesos infecciosos correspondian al género
masculino; esto debido a que la mayor parte de los pacientes en estudio

eran varones.

Tabla 7 Numero de casos reportados de Staphylococcus aureus en funcion
al género en el Hospital del Nifio “Dr. Ovidio Aliaga Uria” durante los meses
de enero a marzo del 2007.

Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido
Validos Femenino 44 1

Masculino 55,9
Total 100,0

Fuente propia

GRAFICO 3. NUMERO DE CASOS REPORTADOS DE
Staphylococcus aureus ENFUNCION AL GENEROEN EL HOSPITAL
DEL NINO “DR OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE LOS MESES DE
ENERO A MARZOQ DEL 2007
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18.NUMERO DE CASOS REPORTADOS DE Staphylococcus aureus EN
FUNCION AL TIPO DE MUESTRA EN EL HOSPITAL DEL NINO “DR
OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE LOS MESES DE ENERO A MARZO
DEL 2007: En el presente estudio se observo que el tipo de muestra esta
en estrecha relacién con el tipo de procesos patolégico que cursan los
pacientes internados, llegando a ser mas predominante la muestra de tipo

secrecion conjuntival.

Tabla 8 Numero de casos reportados de Staphylococcus aureus en funcién al tipo
de muestra en el Hospital del Nifio “Dr. Ovidio Aliaga Uria” durante los meses de
enero a marzo del 2007.

Porcentaje

Frecuencia

Porcentaje

valido

Validos Secrecion nasal

Secrecién conjuntival

Exudado
Hemocultivo
Total

Fuente propia

2
16
13

3

34

59
471
38,2

8,8

100,0

59
47,1
38,2

GRAFICA 4. NUMERO DE CASOS REPORTADOS DE Staphylococcus
aureus EN FUNCION AL TIPO DE MUESTRA EN EL HOSPITAL DEL NINO
“DR OVIDIO ALIAGA URIA" DURANTE LOS MESES DE ENERO A MARZO
DEL 2007
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19.NUMERO DE CASOS ENCONTRADOS DE Staphylococcus aureus
meticilina resistente ENCONTRADOS EN PACIENTES INTERNADOS
EN EL HOSPITAL DEL NINO “DR OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE
LOS MESES DE ENERO A MARZO DEL 2007: En el presente estudio se
observo que la presencia de Staphylococcus aureus meticilina resistente
es una realidad, pero aun este microorganismo presenta una baja

incidencia y no presenta multirresistencia.

Tabla 9 Numero de casos encontrados de Staphylococcus aureus meticilina
resistente encontrados en pacientes internados en el Hospital del Nifio “Dr. Ovidio

Aliaga Uria” durante los meses de enero a marzo del 2007.

Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido

Validos Sensible 88,2

Resistente 11,8
Total 100,0

Fuente propia

GRAFICO 5. NUMERO DE CASOS ENCONTRADOS DE Staphylococcus
aureus meticilina resistente ENCONTRADOS EN PACIENTES INTERNADOS
EN EL HOSPITAL DEL NINO “DR OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE LOS
MESES DE ENERO A MARZO DEL 2007
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20.DISTRIBUCION DE CEPAS DE Staphylococcus aureus SEGUN LA
EDAD; HALLADOS EN PACIENTES INTERNADOS EN EL HOSPITAL
DEL NINO “DR OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE LOS MESES DE
ENERO A MARZO DEL 2007: En esta tabla se observa el estado de
portador segun grupos etareos. Donde el porcentaje mayor de colonizacion

se presenta en niflos cuya edad estaba comprendida hasta el primer afio.

Tabla 10 Distribucion de cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistente
segun la edad hallados en pacientes internados en el Hospital del Nifio “Dr. Ovidio

Aliaga Uria” durante los meses de enero a marzo del 2007.

RESISTENCIA
No Si
EDAD O0-1afio 15

1-2 anos
2-3 anos
3-5 anos

%*=17.059; p<0,05.

Fuente propia

GRAFICO 6. DISTRIBUCION DE CEPAS DE Staphylococcus aureus
SEGUN LA EDAD HALLADOS EN PACIENTES INTERNADOS EN EL
HOSPITAL DEL NINO “DR OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE LOS
MESES DE ENERO A MARZO DEL 2007
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21.RELACION EXISTENTE ENTRE LA EDAD Y LA INFECCION POR
Staphylococcus aureus; HALLADOS EN PACIENTES INTERNADOS
EN EL HOSPITAL DEL NINO “DR OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE
LOS MESES DE ENERO A MARZO DEL 2007: Tanto para la prueba de

tau-b de Kendall (t) como para la prueba rho de Spearman (p) rechazan a

la hipétesis nula; aceptando la correlacion entre las variables; donde esta

relacion es inversamente proporcional por el valor negativo de estos

estadisticos; mientras menor es la edad, mayor el riesgo de contraer

infeccidén por Staphylococcus aureus.

Tabla 11 Relacién existente entre la edad e infeccién por Staphylococcus aureus;

hallados en pacientes internados en el Hospital del Nifio “Dr. Ovidio Aliaga Uria”

durante los meses de enero a marzo del 2007.

Estadistico

Variable

Resistencia

v b de Kendall Edad

Coeficiente de correlacion

-.111

Sig. (bilateral)

.500

N

34

p de Spearman

H, = No existe correlacién (p<0,05).
H; = Existe correlacién (p>0,05).

Fuente propia

Coeficiente de correlacion
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.508

N

MARZO DEL 2007

GRAFICO 7: RELACION EXISTENTE ENTRE LA EDAD Y LA
INFECCION POR Staphylococcus aureus; A
PACIENTES INTERNADOS EN EL HOSPITAL DEL NINO “DR
OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE LOS MESES DE ENERO A
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22.DISTRIBUCION DE CEPAS DE Staphylococcus aureus SEGUN EL
GENERO; HALLADOS EN PACIENTES INTERNADOS EN EL
HOSPITAL DEL NINO “DR OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE LOS
MESES DE ENERO A MARZO DEL 2007: En esta tabla se observa el
estado de portador agrupados por género. Donde la mayor parte de los

casos reportados corresponden a los nifios del género masculino.

Tabla 12 Distribucién de cepas de Staphylococcus aureus segun el género;
hallados en pacientes internados en el Hospital del Nifio “Dr. Ovidio Aliaga Uria”

durante los meses de enero a marzo del 2007.

RESISTENCIA
No Si

GENERO Femenino 14 1
Masculino 16 3
Total 30 4

¥*=0.471; p>0,05.

Fuente propia

GRAFICA 8. DISTRIBUCION DE CEPAS DE Staphylococcus aureus
SEGUN EL GENERO; HALLADOS EN PACIENTES INTERNADOS EN EL
HOSPITAL DEL NINO “DR OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE LOS
MESES DE ENERO A MARZO DEL 2007
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23.RELACION EXISTENTE ENTRE GENERO Y LA INFECCION POR
Staphylococcus aureus; HALLADOS EN PACIENTES INTERNADOS
EN EL HOSPITAL DEL NINO “DR OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE
LOS MESES DE ENERO A MARZO DEL 2007: Tanto para la prueba de
tau-b de Kendall (t) como para la prueba rho de Spearman (p) rechazan a
la hipétesis nula; aceptando la correlacion entre las variables; donde se
observa que el genero masculino es mas propenso a adquirir una infeccion

por Staphylococcus aureus.

Tabla 13 Estudio de correlacion entre las variables género e infeccion por
Staphylococcus aureus; hallados en pacientes internados en el Hospital del Nifio

“Dr. Ovidio Aliaga Uria” durante los meses de enero a marzo del 2007.

Estadistico Variable Resistencia
Coeficiente de correlacion -.141
Genero | Sig. (bilateral) 419
N 34
Coeficiente de correlacion -.141

Genero | Sig. (bilateral) 428
N 34

t bde
Kendall

p de
Spearman

H, = No existe correlacion (p<0,05).
H; = Existe correlacion (p>0,05).

Fuente propia

GRAFICO 9: RELACION EXISTENTE ENTRE GENERO Y LA
INFECCION POR Staphylococcus aureus; HALLADOS EN
PACIENTES INTERNADOS EN EL HOSPITAL DEL NINO “DR OVIDIO
ALIAGA URIA” DURANTE LOS MESES DE ENERO A MARZO DEL

2007
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24.DISTRIBUCION DE CEPAS DE Staphylococcus aureus SEGUN EL
TIPO DE MUESTRA; HALLADOS EN PACIENTES INTERNADOS EN EL
HOSPITAL DEL NINO “DR OVIDIO ALIAGA URIA” DURANTE LOS
MESES DE ENERO A MARZO DEL 2007: En esta tabla se observa el
numero de aislamientos por tipo de muestras. Donde la mayor parte de los

casos reportados fueron en los nifios del género masculino.

Tabla 14 Distribucion de cepas de Staphylococcus aureus segun el tipo de muestra;
hallados en pacientes internados en el Hospital del Nifio “Dr. Ovidio Aliaga Uria”

durante los meses de enero a marzo del 2007.

Resistencia

No Si

Tipo de | Secrecion nasal 2
muestra

Secrecién conjuntival 14
Exudado 11
Hemocultivo 3
30

x*=17,529; p<0,05.

Fuente propia

GRAFICA 10.DISTRIBUCION DE CEPAS DE Staphylococcus aureus SEGUN EL
TIPO DE MUESTRA; HALLADOS EN PACIENTES INTERNAD QS EN EL HOSPITAL
DEL NINO “DR OVIDIO ALIAGA URIA" DURANTE LOS MESES DE ENERO A
MARZO DEL 2007.
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V. DISCUSION

Staphylococcus aureus se ha convertido en un patégeno nosocomial de
primer orden en todo el mundo en las ultimas dos décadas; se observo que este
microorganismo puede desarrollar en todo tipo de ambientes y su distribucién es
muy amplia tanto en los centros hospitalarios como en la comunidad, donde se
encuentra colonizando la mucosa nasal predisponiendo a una infeccidn

subsecuente.

Algo que cabe destacar es que no todos los cultivos detectados por el
método de difusiébn en disco se pueden considerar SARM; ya que existen
estudios en los que se observa que este porcentaje disminuye una vez realizada
la prueba de MIC y MBC; los cuales se confirman con pruebas moleculares. En
este estudio no se completo la confirmacion de SARM con la prueba de MIC y
MBC; esto fue demostrado por estudios realizados por Trinidad Hernandez,
donde se observo que de 4 cepas aisladas por tamiz solo una fue demostrada
como SARM; esto por el empleo de técnicas moleculares, siendo las restante
BORSA, la aplicacién de técnicas moleculares y el desarrollo de sondas
especificas para la deteccién del gen mecA permiten obtener resultados mas
fidedignos y en menores plazos para la correcta aplicaciéon del tratamiento
antimicrobiano, la desventaja del uso de este tipo de métodos es su elevado
costo y baja disponibilidad razén por la cual se emplean las técnicas de seleccion

por medios de cultivo, la prueba de difusion de disco y el MIC y MBC.

En este estudio se logra observar que las unidades en las que existi6 mas
casos de infeccion por Staphylococcus aureus son las de Infectologia y
Neonatologia con un 35,3% para cada uno (Tabla 5); lo cual contrasta a otros
estudios realizados en nifos menores por varios autores, donde las tasas de
infeccibn mas altas se encontraron en neonatos y pacientes con hemodialisis
(Torano 2001) los cuales presentan un sistema inmune menos eficiente o mas

deprimido y es por esta razén que son mas propensos a desarrollar la infeccion



por este patdbgeno. Ademas en un estudio desarrollado con anterioridad en el
Hospital del Nifo “Dr. Ovidio Aliaga Uria” por los doctores: Sdenka Maury
Fernandez, Héctor Mejia Salas y Victor Hugo Velasco el 2004; se observo que la

edad era un factor determinante en el desarrollo de procesos infecciosos.

En funcion a la edad se observa que el grupo comprendido por menores de
1 afo es el mas propenso a adquirir infeccion por Staphylococcus aureus
mostrando un porcentaje de 53% (Tabla 6). En este grupo etario se encuentran
ademas 3 casos de Staphylococcus aureus resistente a meticilina que se observa
en la tabla 10; resultado que es estadisticamente significativo (x?=17.059;
p<0,05). En la grafica 7 se observa la relacién inversamente proporcional entre la
edad y la infeccién por este patdégeno, diciendo asi que a una menor edad de vida
mayor presenta mayor posibilidad de ser infectado; obteniéndose coeficientes de
correlacion con valores menores a uno; los cuales son estadisticamente
significativos (t b de Kendall = -0,111 y p de Spearman = -0,117: p>0,05).
Resultado que es corroborado por estudio hechos por otros autores como la
doctora Lara en 2003 donde observo que los nifios menores presentaban mayor
riesgo; pero son contrapuestos por los resultados presentados por Torafio 2001
quien observo que los nifios cuya edad estaba comprendida entre 4-5 afios son
los que presentaban mayor frecuencia de infeccion con respecto a otros grupos
etarios menores a 5 afios estudiados, presentando un porcentaje de 27,7%; y el
estudio realizado en el Hospital del Nifio por la doctora Sdenka Maury Fernandez,
et al 2004; donde mas del 45% de los nifios tenian edades comprendidas entre 1
mes y 5 afios encontrandose que el riesgo de infeccion en nifios menores de 5
afnos (63%) es mayor que a los nifios mayores de 5 afos (37%); el defecto de
estos datos es que los grupos etarios fueron solo divididos entre nifios menores a

5 afnos y mayores a 5 afos.

En funcion al genero se observa que el masculino fue el mas propenso a
adquirir infeccion por Staphylococcus aureus mostrando un porcentaje de 56%

(Tabla 7). En este grupo se encuentran ademas 3 casos de Staphylococcus



aureus resistente a meticilina que se observa en la tabla 11; no existiendo
asociacion estadisticamente significativa (3?=0.471; p>0,05). En la tabla 13 se
observa que el genero masculino es mas propenso a una infeccion por este
patdgeno; con coeficientes de correlacion estadisticamente significativos (t b de
Kendall = -0,141 y p de Spearman = -0,141: p>0,05). En el mismo estudio en el
Hospital del Nifio se observo que del total de nifios afectados durante las dos
fases de estudio el 53% a 64% eran varones y 47% a 36% mujeres
respectivamente. En contraparte en los estudios realizados por Hernandez el
2005, se observo que el género femenino presentaba mayor incidencia con un

85% de caso; pero este dato es en pacientes con conjuntivitis

En funcion al tipo de muestra se observa que las muestras de las que se
realizo mayor cantidad de aislamientos de Staphylococcus aureus son secrecion
conjuntival y exudado mostrando porcentajes de 47,1% y 38,2% respectivamente
(Tabla 8). En estos dos tipos de muestra encuentran 2 casos de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina que se observa en la tabla 14; resultado que es
estadisticamente significativo (x*=17,529; p<0,05). Resultado que es contradicho
por otros autores (Torafo et.al. 2001; Honorato 2001) quienes indican que la
muestra en la que existe mayor recuperacién es el exudado nasal con un
porcentaje mayor al 78%. Lo que sugiere realizar mejores estudios sobre este
tema en esta poblacion; ademas la doctora Lara 2003 en un estudio realizado en
el Hospital Escuela “Oscar Danilo Rosales Arguello” de la Ciudad de Leon,
observo que el tipo de muestra en el cual se encontré6 mayor presencia de
Staphylococcus aureus fueron las de pus y trasudados como abscesos con un

porcentaje de 58%.



VI. CONCLUSIONES

Objetivo general. Realizar la detecciéon de microorganismos del
genero Staphylococcus aureus en nifios menores de 5 afos, internados en
el Hospital del nifio Ovidio Aliaga Uria de la Ciudad de La Paz, durante los

meses de enero a marzo del 2007.

Con los resultados obtenidos se puede evidenciar la presencia de
Staphylococcus aureus en nifios menores de 5 afos internados en el Hospital del
Nifio “Dr. Ovidio Aliaga Uria” de la Ciudad de La Paz; donde se observo que
algunas cepas presentaron resistencia a meticilina correspondiendo al 11,8%

(Tabla 9); dato no confirmatorio para afirmar que realmente se trata de un SARM.

Objetivos especificos.
Objetivo 1. Determinar si la proporciéon de casos de infeccion por

Staphylococcus aureus varia en funcion a la edad.

En funcidén a la edad se concluye que los nifilos menores a 1 afio son mas
propensos a adquirir infecciones por Staphylococcus aureus observandose un
porcentaje de 53% equivalente a 18 casos para este grupo etareo (Tabla 6); de
los cuales 3 presentaron resistencia a meticilina de un total de 34 casos
reportados (Tabla 10).

Objetivo 2. Determinar si la proporcion de casos de infeccion por

Staphylococcus aureus varia en funcién al género.

En funcién al género se determind que la incidencia de Staphylococcus
aureus estuvo presente en la mayoria de los casos en los nifios pertenecientes al
género masculino con un 56% equivalente a 19 casos (Tabla 7), de los cuales 3
casos del total de 34 casos reportados, presentaron resistencia a la meticilina
(Tabla 12).



Objetivo 3. Determinar si la proporcion de casos de infeccion por

Staphylococcus aureus varia en funcion al tipo de muestra.

En funcion al tipo de muestra se observa que las muestras de las que se
realizo mayor cantidad de aislamientos de Staphylococcus aureus son secrecion
conjuntival y exudado con porcentajes de 47,1% y 38,2% respectivamente (Tabla
8) donde se aprecio la presencia de cepas resistentes a la meticilina en ambos

tipos de muestras con 2 casos cada una (Tabla 8 y Gréfica 4).

Objetivo 4. Determinar la relaciéon existente entre edad de los nifos e

infeccién por Staphylococcus aureus.

Se observo una relacidon inversamente proporcional entre la edad y la
infeccidon por este patégeno, dato que indica que a una menor edad de vida existe
una mayor posibilidad de desarrollar un proceso infeccioso, por este agente

patogeno (Grafica 7).

Objetivo 5. Determinar la relacion existente entre género de los nifhos

e infeccion por Staphylococcus aureus.

En funcion al genero se determino que la incidencia de Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina fue mayor en los nifios varones; pero este dato
no es concluyente, considerando que se observo un y? con una probabilidad

mayor a 0,05; lo que no da significancia al resultado.



VILI.

RECOMENDACIONES

Se debe realizar este tipo de vigilancias, tomando en cuenta periodos de
tiempo mas extenso y una poblacibn mas grande para obtener datos mas
significativos que puedan representar a la region y muestren un panorama mas

claro acerca de la situacion de resistencias en nuestro medio.

Se debe realizar estudios mas profundos en esta poblacion, ya que es el
futuro de nuestro pais y de alguna manera se debe evitar o disminuir procesos
infecciosos ocasionados por este patdgeno, ya que evitar que entren en contacto
es algo dificil de lograr, puesto que este microorganismo coloniza la superficie del
nifio en el momento de su nacimiento presentando alta afinidad por la mucosa
nasal. Afortunadamente en nuestro medio las condiciones climaticas evitan el
sobredesarrollo de este tipo de microorganismos evitando que puedan llegar a
diseminarse hacia la comunidad y producir brotes, como sucede en muchos

paises vecinos.



VIIL.
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ANEXO A

La Matriz MAPIC, es un sistema organizado para la elaboracion de investigaciones en
funcion a los resultados esperados; este sistema consta de 7 pasos, los cuales van
enmarcando la investigacion en un modelo estadistico, para posteriormente ver que

meétodos estadisticos se emplearan en la investigacion.
Los 7 pasos son los siguientes:

1. Definicion de resultados esperados: Es el inicio de la investigacion; aqui se
plantea que resultados se esperan obtener en funcién a la investigacién que se
pretende llevar a cabo.

2. Definiciéon de la poblaciéon y unidades de observaciéon: Aqui se plantea que
poblacion sera sometida al estudio; donde de preferencia se usa una poblacién
finita.

3. Definicion de las variables. Estas surgen en funcion a los resultados esperados,
donde para cada resultado se puede tener diferente niumero de variables.

4. Método de colecta de los datos. Para un estudio en las ciencias de la salud se
recomienda el empleo de métodos directos, por su alta confiabilidad.

5. Definicion del plan de muestreo. El método empleado en este trabajo es por
conglomerados, donde cada conglomerado esta formado por cada una de las
salas sometidas a estudio.

6. Definicion del tamano de la muestra: ojo que esto solo se realiza en estudios
estadisticos inferenciales y no asi en estadistica descriptiva.

7. Método estadistico. Para este estudio, se selecciono como herramienta
estadistica el empleo de los porcentajes; y test no parametricos Ji cuadrado (XZ),

coeficientes de correlacion: tau-b de Kendall (t b de Kendall) y rho de

Spearman (p de Spearman)



ANEXO B

Tabla de datos recolectados para la tesis; tabla empleada para alimenta el programa

estadistico SPSS 11,5.
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Significado de los codigos para la interpretacion de la tabla

UNIDAD GENERO |[MUESTRA |RESISTENCIA
Neonatologia Femenino |Sec. Nasal |Sensible

Neumologia Masculino |Sec. Conjun | Resistente
Infectologia Exudado
UTI Hemocultivo




ANEXO C
MEDIOS Y PRUEBAS EMPLEADAS

Agar Manitol Salado

Medio selectivo para el aislamiento de estafilococos patégenos. El alto contenido
salino proporciona una inhibicién selectiva, y el rojo de fenol pone de manifiesto la

fermentacion del manitol.

Componente Masa en g/l

Extracto de camnedeRes 1.0

Polipeptora . 10.0

Cloruro de sodo 75.0

d- Manitot 10.0

Rojo de fepot 0.025

Agar | RTINS L e e | 15.0
Preparacion:

Resuspender 111 gramos del polvo en un litro de agua destilada; dejar reposar
durante 5 minutos. Luego calentar a ebullicion hasta disolver completamente. Esterilizar
en autoclave entre 118-121°C durante 15 minutos. Fraccionar en placas de Petri

previamente esterilizados.



Agar Miiller-Hinton

Medio ideal para realizar el procedimiento de antibiograma; recomendado por la
NCCLS; este medio permite la difusion del antibiético a través del medio; y ademas otorga

resultados que pueden ser reproducidos en cualquier laboratorio.

Componente Masaeng

Infusion de carmre ...~ 300

Peptona de caseina 17,5

Almid6n solube 1,5

Agar | e 0 RLEE | 17.0
Preparacion:

Resuspender 37 gramos del polvo en un litro de agua destilada; dejar reposar
durante 10-15 minutos. Luego calentar a ebullicibn hasta disolver completamente.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Fraccionar en placas de Petri

previamente esterilizados.



Caldo Infusién Cerebro-Corazén (BHI)

Medio de enriquecimiento optimo para el desarrollo de microorganismos exigentes
y para promover el desarrollo de saturados. Los nutrientes de este caldo también son muy
apropiados para los hemocultivos, los estafilococos que crecen en este medio suelen dar

mejores resultados en la prueba de la coagulasa.

Componente Masaeng

Infusion de Cerebro de Ternera 200

Infusién de Coraz6n Vacunro . 250

Cloruro de sodo 5

Peptona = |@#F&w g=m9| 15

Glucosa = |i::l™® 0 Bl @ 2

Fosfato di sdico 2,5
Preparacion:

Resuspender 37 gramos del polvo en un litro de agua destilada; calentar a
ebullicion hasta disolver completamente. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15

minutos. Fraccionar en tubos previamente esterilizados.



Catalasa

Principio

El peroxido de hidrégeno es uno de los productos finales del metabolismo oxidativo
aerobico de los carbohidratos. La acumulacién de este metabolito es toxico; llegando ser
letal en el interior de las células bacterianas por la formaciéon de ERO's, razén por la cual
estas bacterias producen catalasa, que transforma el peréxido de hidrégeno en agua y

oxigeno de acuerdo a la siguiente reaccion:

H,0, + H,0 + O, (burbujas de gas)

La deteccion de catalasa es un procedimiento que puede ser llevado a cabo en
portaobjetos o en tubos, es comunmente utilizada para diferenciar estreptococos

(negativos) de estafilococos (positivos).

Procedimiento

Prueba en portaobjetos

1. Transferir, con asa, células del centro de una colonia bien aislada, a la superficie de un
portaobjetos en el que se coloco una pequefia gota de agua. Emulsionar bien.
2. Anadir 1 o 2 gotas de perdoxido de hidrogeno al 3%. Se recomienda no afadir el
organismo al reactivo, especialmente si se utilizan ansas que contengan hierro, ya que se

pueden producir falsos positivos.



Factor de Aglutinacion y Coagulasa

Principio

Factor de Aglutinacién: El factor de aglutinaciéon es un compuesto asociado a la superficie

celular el cual se une al fibrinégeno, dando como consecuencia la aglutinacion de los

microorganismos portadores cuando los mismos se mezclan con plasma.

Coagulasa: La coagulasa es una enzima que favorece la coagulacion sanguinea como
mecanismo de proteccion frente a las células de defensa del huésped. Cuando una
suspension de bacterias productoras de coagulasa se mezcla en partes iguales con
plasma en un tubo de ensayo, se forma un coagulo visible como consecuencia de la

polimerizacion a la fibrina.

Técnica

Prueba en tubo. (Coagulasa)

1. Preparar un saturado de S. aureus.

2. Tomar una parte de saturado y mezclar con una parte de plasma de conejo (Humano).

3. Homogenizar suavemente y dejar incubando.

4. Realizar la lectura a la hora, 2 horas, 3 horas y cuatro horas.



Anticoagulante de Wintrobe

El anticoagulante de Wintrobe es considerado como el anticoagulante ideal, ya que
mantiene la morfologia de las células mayor tiempo con respecto a otros anticoagulantes,

ademas evita la formacién de conglomerados de plaquetas.

Componente Masaeng
Oxalato de Amonio 1.2
Oxalato de potaso 0.8
Agua Destilada c.s.p. 100

Preparacion.
Mezclar y disolver todos los reactivos en agua destilada, y fraccionar en frascos
0,1 ml de la solucién por cada ml de sangre; usualmente 0,3 a 0,4 ml y poner a secar en

estufa hasta que se observe un polvo blanco por aproximadamente 20 minutos.



ANEXOD

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE PACIENTES

Numero:

Servicio de Hospitalizacion

UTl
Neumologia
Infectologia
Neonatologia

Tipo de Muestra

Hemocultivo I I
Exudado

Secrecién Nasal

Secrecion conjuntival :

R [
Oxacilina <10 E 1112 @

Resultados







