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1. RESUMEN

1.1 PROPOSITO: Determinar la incidencia de infecciones nosocomiales:
causadas por estafilococe resistente  a meticilina:  (ERM), - .dos .
factores de riesgo asociados y las caracteristicas de los gérmenes
infectantes. - ’ :

1.2 DISEfO: Estudio prolective de casos y controles.
1.3 SITIO: Hospi:tal de tercer nivel de atencidn médica.

1.4 PACIENTIES: Se incluyeron 46 pacientes hospitalizados :nfectados
por estafilococe resistente a meticilina (casos} y 86 por
estafilococo sensible (controles), incidentes en un periodo de 18
meses (junio de 1989 a noviembre de 1990).

1.5 METODOS, MEDICIONES Y RESULTADOS PRINCIPALES: Se entrevistd a
los enfermos para :indagar factores de riesgo y manifestaciones
clinicas. La susceptibilidad antimicrobiana de los gérmenes
aislados se determind por microdilucién. Se considerd resistencia
a meticilina una concentracidén minima inhibitoria =z8 ng/ml. Se
investigaron otras caracteristicas bioldgicas del microorganismo
come: el fenotipo de resistencia a meticilina, hemélisis sinergista
y produccidn de limo (slime).

Lda incidencia de infecciones noseocomiales causadas por
estafilococo resistente a meticilina fue de 1.05/100 egresos. Las
variables gue se identificaron, por regresidén logistica miltiple,
como factores de riesgo para infectarse por ERM fueron: adquisicién
nosocomial de la infeccién (RM=7, p=0.003); administracién
prolongada de antimicrobiaznos antes de la infececidn (RM=
1.84/semana, p=0.013); que fuera infcccidn de vias arinarias
(RM=12, p=<0.001); que fuese infeccidn asociada a catérer IV (RM=
4.4, p=0.009); gue el organismo infectante fuera productor de
hemdélisis sinergista (RM=5.5, p=0.002) y de limo (RM=8.3, p=0.001).
S.epidermidis (42%) y §. haemolyticus (25%) fueron las especies de
ERM predominates. El fenotipo heterogéneo de RM se observé en el
62%.

1.6 CONCLUSIONES: La incidencia de las infecciones nosocomizles
por estafilococo coagulasa negativo resistente a meticilina fue
sorprendentemenmte muy elevada durante el periodo de estudio con
una elevada prevalencia de infecciones asociadas a catéteres
intravenosos y vias urinarias.



2. ABSTRACT

2.1 PURPOSE: To define the incidence of nosocomial-acquired
lpfectlons caused by methicillin-resistant staphylococci (MRS}, the
risk factors and predominant species among these microorganisms,
associated with a MRS infection.

2.2 DESIGN: Prolective case-control study.

2.2 SETTING: Tertiary-care center.

2.4 PATIZHUT From March 1988 to November 1990 we included 46
inpatiencs th MRS infections (cases) and 86 inpatients with
methicillin-susceptible staphylococci infections (controls).

2.5 METHODS, MEASUREMENTS AND MAIN RESULTS: We interviewed the
patients <for risk {actors and clinical manifestations. The
antimicrobial susceptibility testing was performed by
microdilution. Methisillin resistance was defined by MIC 28ug/ml.
Other bioleogical properties such as the phenotype of methicillin
resiscance, synergistic hemelysis and slime production were also
investigated.

The incidence of nosocomial infections caused by MRS was
1.05/100 dicharges. The identified risk factors {multiple logistic
regression method) %to acguire a MRS-infestion were: hospital-
acquired infection (0Odds ratio (OR)=7, p=0.005), longer previous
antibiotic treatment (OR=1.84/weeck, p=0.013}, being urinary tract
infection (OR=12, p< ¢0.001), intravascular catheter related
infection (RM=4.4, p=0.009), presence of synergistic hemolysis (OR=
5.5, p=0.002) and slime producticn {CR=8.3, p=0.001).
S.epidermidis (42%) and S.haemolyticus (25%t) were the predominant
species. The heterogeneous phenotype of methicillin resistance was
observed in 62% of the cases.

2.6 COKCLUSICHS: The incidence of hospital-acquired infections
cauvsed by coagulase-negative staphylococci was unexpectedly high
during the term of the siudy with a great prevalence of urinary
tract and IV device related infections.



3. 'INTRODUCCION
3.1 Antecedentes
“El usoc extenso de la penicilina a partir de 1940 fue seguido
por la aparicidén de resistencia a la misma, de 14% en 1946, 38% en
1947 y 53% en 1948 (Pidley M, 1970). Este tipo de resistencia es
mediada por B-lactamasas, por lo que en 1359 se introdujeron las
penicilinas resistentes a B-lactamasasas {meticilina, nafcilina,
cloxacilina, oxacilina y dicloxacilina), sin embarge poco tiempa
después (Jevons M2, 1961l) se detecté la resistencia a estos
antibidéticos, comunmente referida como resistencia a meticilina
{RM) por haber sido ésta 1la primecramente utilizada. Esta
caracteristica se ha observado en estafilococo coagulasa pesitivo
(ECP) (Staphylococcus aureus) y coagulasa negative (ECN), sin
embargo son las infecciones por S.aureus resistente a meticilina
(EARM) las gque se han estudiado m&s por su caricter epidémico a
partir de 1960 en Europa (Jevons MP, 1961; Kayser FH, 1975; Benner
EJ, 1968; Guiguet M, 1990, y Kerr S, 1990). En América se detectd
EARM en el area de Boston en 1968, sequido de incremento sibito en
1981 hasta alcanzar diseminacién en la mayoria de los estados de la
Unidén Americara en los noventas (Barret FF, 1968; Tolle RD, 1979;
Xlimex JJ, 1976; Crossley ¥, 1979; raham DR, 1980; Craven DE,
1981; Boyce JM, 1982; Halev RW, 1982; Boyce JM, 1983; Schaefler s,
1984). Posteriormente, se ha detectade en Africa (Davis WG, 1974;
Eykin SJ, 1988); Australia (Townsend DE, 1987) y Asia (French GL,
1988). Generalmente, estos brotes se han presentado en hospitales
de tercer nivel, hasta alcanzar el 50 % de 1las infeccionas
estafilocdécicas en esos centros (Haley RW, 1982). Se han informado
infecciones por EARM adquiridas en la comunidad (Saravolatz JD,
1982) con diseminacidén intrahospitalaria.
Una vez que el estafilococo resistente a meticilina (ERM) se
ha introducido en el hospital, su erradicacibén es muy dificil, a
pesar de las medidas tomadas para su control (Thompson RL, 1982,
Boyce JM, 1983), dado que posee una gran capacidad para colonizar
heridas, tubos de drenaje, catéteres uretrales e intravasculares,
lesiones triviales sobre las manos de médicos y enfermeras, asi
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como en ob)etos xnanlmados (Thompson RL, 1982; Crossley K, 1979)
Algunos de los factores que se asocian con la adguisici6n de ERM
son:’ : : wE

~ Estancia hospitalarie mayor de dos semanas.

-~ Admlnlstracwon previa de antimicrobianos. : :
~ Presenc1a de heridas, padecimientos crénicos o debxlzcantes y
drogadiccidn (Christensen G, 1882; Benner EJ, 1968; Klimex JJ,
1878; Saravolatz JD, 1%82; Croasley K, 19%79).

" se ha informado qua el 33 % de los sujetos implicadosyen una
epidemia cursaba con infeccidén c<¢linica (Thompson LR, 19%82),
predominante en heridas (60 %) y vias respiratorias (20 %}; en
otros individuos (47 %} se encontr$ colonizacién frecuente en las
mismas regiones. En los empleados a cargo de estos enfermos la
colonizacién nasal por ERM alcanzd hasta el 5.5 % (Rhinehart E,
1987).

Las cepas clinicas de ERM suelen ser resistentes a todag las
penicilinas {(Lacey RW, 1975) vy aungue existe digcrepancia en cuanto
a la "susceptibilidad" frente a las cefalosporinas (Lacey RW, 1975;
Crossley K, 1979; Richmond A5, 1977), para fines de tratamiento se
le considera como resistente a todos los f-lactamicos. El ERM tiene
capacidad de adquirir plismidos de resistencia a cloranfenicol,
aminoglucésidos, trimetoprim y a otros agentes antiestafilocdeoicos
incluyende algunos de uso relativamente reciente como las
guinelonas (Graham DR, 1980; Locksley RM, 1982; Shalitc I, 19B3;
Daum TE, 1990; HKotilainen P, 1980). También se ha documentado
resistencia a metales pesados come mercurio, cadmio, acetato
fenilmercirico, arsenito, arsenatss y compuestos de amonio
cuaternario, codificada por ARN del eromosoma o plésmidos en el ERM
{Townsend DE,1987), lo que podria explicar la dificultad de su
erradicacidén. Se considera a la vancomicina come el antibidtico de
eleccidén para estas infecciones (Sorrel TC, 1982), dada sus
estabilidad frente la mayoria de los mecanismos de resistencia
conocidos en estafilococo, no obstante se han informads casos
csporddicos de resistencia a vancomicina en ECN (Tuazon CU, 1983;
Schwalbe RS, 1987).



La interaccidn de los B-lactémicos con los microorganismos se
ve afectada por dos grupos de protefinas con propiedades
enzimdticas: a) Las proteinas fijadoras de penicilina (PFP),
involucradas en la sintesis de la pared celular que tienen gran
afinidad por el antibidtico y representan el blanco letal., En
estafilococo las mejor estudiadas son tres: la PFPl, la PFP2 y la
PFP3, gque son esenciales para la bacteria y £funcionan como
transpeptidasas de péptidoglican (Georgopapadakou NH, 1986). b) Las
fB-lactamasas que son un grupo de enzimas que protege a la célula
del ataque de los A-lactdmicos. En estafilococo se localizan intra

Y extracelularmente; hidrolizan la penicilina G, las
aminopenicilinas {amoxicilina, ampicilina) Y penicilinas
antipseudomonas {carboxipenicilinas, ureidopenicilinas). Las

cefalosporinas son hidrolizadas lentamente por estas enzimas, con
excepcién de la cefaloridina.

Se conocen tres mecanismos de susceptibilidad reducida a
meticilina:

a) Resisgtencia intrinseca, en la que la bacteria tiene la
capacidad de producir una proteina fijadora de penicilina adicional
(PFP2a) de muy baja afinidad para los f-lactamicos (Chambers EF,
1985; Hartman BJ, 1989), codificada por un gen cromosomal de 2.7
kilobases, ubicado en la regién del ADN denominada MEC (Hackbarth
cJ, 1989), regulada por un factor no identificado (X) y que actia
en la via autolitica que controla la degradacién de la pared
celular (Koronflesh MW, 1986). Estas caracteristicas cromosémicas,
son codificadas por genes diferentes que funcionan en forma
cooperativa (Murakami K, 1989).

b) Resigtencia adquirida o "borderline” en §. aureus, en la
que el germen es capaz de hidrolizar las pencilinas resistentes a
N-lactamasa debido a la gran cantidad de B-lactamasas gue produce
con el siguiente gradiente:
penicilina>oxacilina>cefalotina>meticilina (McDougal LK,1986)). Es
una caracteristica codificada por plasmidos (Jorgensen JH,1986) .
Su deteccién se ha efectuado mediante estudios din&micos de
actividad bactericida utilizando inhibidores de B-lactamasa
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{4cido clavulénico, sulbactam) con lo gque se¢ logra reducir la
concentracidén minima inhibitoria del f#-~lactémico a niveles gde
sensibilidad (Woods GL, 1988). Se desconoce su verdadero
significado clinico-terapéutico aun cuando existe el consenso de
considerar a los estafilococos hiperproductores de f-lactamasas
como resistentes a meticilina.

¢} Resistencia por medificacién en las proteinas fijadoras de
penicilina, en la que todas las PFP se producen normalmente, pero
su afinidad por los f-lactdmicos estd alterada (Tomasz A, 19839).

La resistencia intrinseca a meticilina es la que mds se ha
estudiado, por su mayor frecuencia. Se le reconocen dos formas de
expresién fenotipica : la homogénea donde todas las células de la
poblacién bacteriana manifiestan una resistencia uniformemente alta
¥y la heterogénea, que es la predominante, en la gque existen
subpoblaciones sensibles y resistentes (Hartman BJ, 1986}, la cual
no se manifiesta en las condiciones habituales (isosmolaridad, 35-
37°C e incubacién por 24hs); pero si al incrementar la osmolaridad
(NaCl 2-5 %), con temperatura de 30 a 35°C e incubacién durante
48hs (Tharnsberry ¢, 1985; Coudron PE, 1986}).

El estafilocgce estd8 dotado de otras caracteristicas
biolégicas que utiliza en su interaccién con su hospedero y que
pudieran coexistir con la resistencia o bien asociarse a
propiedades de virulencia:

1. Hemélisis sinergista. El estafilococo es un germen capaz de
producir una gran variedad de substancias, entre las gue se
incluyen toxinas citoliticas con accién sobre eritrocitos de
diferentes especies animales 1o que ha servido de base para su
clasificacién (Elek, 1950):

toxina o que origina una superficie de hemblisis completa,
amplia, con bordes difusos en sangre de conejo, carmerc y bovino.

toxina f# que da una zona amplia de hemdlisis incompleta con
bordes netos en sangre de carnero, bovine y humano.

toxina § que da un area de hemblisis completa, estrecha y con
bordes difusos en sangre de cualquier especie de las mencionadas.

toxina € cavsa una zona de hemélisis completa y amplia en
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sangre de carnero y conejo.
- La ‘toxina & es un péptido termoestable que actda como
. surfactante sobre la membrana celular; lisa una gran variedad de
células y se ha considerado como factor patogénico en las
infecciones por estafilococo (Kasimir S, 1990), mediante un efecto
proinflamatoric {aumento intracelular de calcio libre, liberacién
de radicales 0O y de enzimas, asi c¢omo activacién de
acetiltransferasa que conduce a la activacién de factor activador
de plaquetas). Cantidades subliticas de toxina & causan liberacién
de los componentes celulares sin llegar a la lisis (Stephen S,
1986). Por otra parte, cantidades tan pequeiias como 0.0lu de la
hemoliszina B causan 1isis celular en presencia de 0.004u de toxina
b, facilitando su deteccidn (sinergismo) (Stepehn §, 1986). E1
significado clf{nico de los estudios scbre hemélisis sinergista no
es claro en la actualidad (Hebert GA, 1985}, sin embargo tampoco se
ha estudiado su posible asociacién con los fendmenos de resistencia
a meticilina o con la produccidn de A-lactamasas.

2. Produccién de glicocdlix o limo (slime). El glicocdlix es
una estructura que contiene polisac&ridos, de origen bacteriano,
localizado fuera de los elementos integrales de la membrana externa
de los gérmenes gramnegativos y del péptidoglican de 1los
grampogitives (Costerton JW, 1981). Puede adoptar una forma de
estratos conformados por varias subunidades de glicoproteinas
sobre la superficie de la célula o de cdpsulas compuestas de una
matriz fibrosa, de espesor variable que puede tener o no suficiente
coherencia para excluir partfculas (rfgidas o flexibles}, asociarse
intimamente a la superficie celular (integral) o unirse a las
células en algunas circunstancias y desprenderse al medio en otras
{periférica) (Costerton, 1981).

S.aureus produce cdpsulas integrales, tipicamente compuestas
de N-acetil-aminoazicares y Acidos N-acetil-amino-hexurénicos. En
este microorganismo se han descrito varios tipos de cépsula
(Hochkppel HK, 1987) predominado los tipos 5 y 8 en los
aislamientos clinicos (Mazie JC, 1989); sin embargo su naturaleza
quimica no se conoce por carecer de un medio gquimico bien definido
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para su produccibdn (Drewry DT, 1950).

El ECH generalmente produce un glicocdlix laxamente adherido
a la célula que lo capacita para fijarse a la superficie de
dispositivos médicos (Christensen GD, 1982; Peters G, 1982}, Este
rasgo se ha encontrado relacicnado con sepsis asociada a catéter
intravascular (Ishak MA, 1985) e infecciones por sistemas de
derivacién ventriculares {Diaz-Mitoma F, 1987). Se desconocen todas
sus caracteristicas biofisicas y biequimicas pero se sabe que es
soluble en agua; tlene dos monosacdridos especificos (manosa y
galactosa); consta de un 20% de proteinas y 22% de carbohidratos
(Kotilainen P, 1990). Biolégicamente se han descrito dos
componentes: uno con funciones de adhesina, es un polisacirido rico
en galactosa que media la fijacién inicial (accidén méxima a las
2hs) del germen a una superficie lisa ; el otro parece ser un
polisacdrido rico en glucosa (limo) que propicia la acumulacién
tardia (efecto méximo a las 6 hs) del germen (Christensen Gb,
1990). Sélo el 51% de los organismos productores de la adhesina
fueron limo positivos contra el 20% de los que no elaboraron
adhesina (Christensen GD, 1990). Se han identificado proteinas del
hospedero que median la adherencia de S.aureus (fibrinégeno y
laminina) y de ECHN (fibronectina) en catéteres (Hermann M, 1988).

3. Especie. Se reconocen 23 especies de estafilococo, 21 son
coagulasa negativo; 12 de éstos forman parte de la flora normal.
Originalmente, sdlo S.aureus fué considerado come patdgeno, siendo
identificado por 1la produccién de coagulasa, fermentacién de
manitol y presencia de proteina A (Pfaller MA, 1988); también ha
sido el microrganismo que Se ha asociado con la resistencia a
meticilina. Durante los dltimos diez afios, se ha informado que ECN
es un patégeno nosocomial de importancia tanto en infecciones de
vias urinarias como en aquellas del torrente circulatorio hasta
alcanzar, en aldunos centros, el primer lugar come causa de
bacteremia nosocomial frecuentemente asociada al empleo de
catéteres intravasculares. Las especies de ECN que se han
reconocido hasta ahora son: S.epidermidis, S.haemolyticus,
S.hominis, S.simulans, S.saprophyticus, S.warneri,



S.sacharolyticus, S.capitis, S.caprae, S.auricularis, S.cohnii,
S.xylosus, - S.arletae, S.equorum, S.gallinarum, S.kloosie,
S.carnosus, S.sciuri, S.lentus, S.caseclyticus, S.lugdunensis,
S.schleiferi y algunas cepas de S.hyicus (Schleifer KH, 1990).
Entre las cinco primeras especies se han identificado patdgenos
significatives en humancos. Recientemente, se ha informado de nueva
cuenta la aparicidn de resistencia a meticilina en ECH aislado de
infecciones nosocomiales. Para su identificacidén se cuenta, en la
actualidad, con micrométodos sencillos y altamente reproducibles
por lo que no es necesaric llevar a cabo la ildentificacién con el
macrométodo descritn por Kloos en 1975.

En México se ha detectado ERM en el Instituto Nacional de la
Nutricidén Salvador 2ubirdn desde 1981 cuando el 13% de los
aislamientos clinicos de S.aureus y el 21% de ECN fueron
consideradas como resistentes a meticilina, con incremento a 14 y
43% respectivamente en 1987 (Laborateorio de Microbiclogia Clinica).
En el Hospital de Pediatria del Centro Meédico Nacional, IMSS, se
informé resistencia a dicloxacilina del 5.7% en S.aureus y de 12.1%
en ECN en 1981 con elevacién a 11.4 y 14.3% respectivamente en 1985
(Guiscafré GH, 1985). En el Instituto Nacional de Perinatologia se
informé susceptibilidad a cefalotina del 58% y a dicloxacilina del
40.7 % en S.aureus (Calderén-Jaimes E, 1987). En el Hospital de
Infectologia, Centro Médico La Raza, IMSS, la susceptibilidad de
S.aureus a cefalotina fué del 75 % en 1987 (Laboratorio de
Microbiologia Clinica) y se informé que el 29 % de los aislamientos
clinicos de ECN, en orina, fué resistente a dicloxacilina (Moxdn
RE, 1986). En el Hospital Angeles del Pedregal durante 1988, el 5%
de los aislamiento ¢linicos de S.aureus y 34% de los ECN se
consideraron resistentes a meticilina (Laboratorio
de Microbiologia Clinica). Por otra parte en el Hospital Infantil
de México la prevalencia de infecciones por S.aureus meticiline-
resistente de origen nosocomial fue de 24.2% (Alpuche-Aranda C,
1989).



3.2, Justificacion.

La existencia de ERM en nuestro pais es una realidad no
evaluada adecuadamente dade gue los estudios informades, por lo
general, han sido realizados en la siguiente forma:

a) Sin reconocer como patdgeno al ECN,

b) Efectuando pruebas de susceptibilidad sélo al S.aureus.

c) Sin utilizar las condiciones dptimas que permitan al
estafilococo expresar su fenotipo de resistencia.

En cuanto a la patogenicidad del ECN: en el Instituto Nacional
de la Nutricidn Salvador Zubiran (INNSZ) se ha encontradc que el
29% de las bacteremias nosocomiales primarias son causadas por
estafilococe, con predominic del ECN (6l1.5%) (Epidemiologia
Hospitalaria); en el Instituto Nacional de Perinatologia
S.epidermidis es un agente frecuente de infeccién neonatal
nosocomial (Calderén-Jaimes, 1987). Por otra parte, en el
Laboratorio de Microbiologia Clinica se ban estudiado 961 cepas de
estafilococo en condiciones que favorecen 1la expresién de
resistencia a meticilina, determinando que 3/355 S. aureus y 37/606
ECN fueron meticilino-resistentes.

La existencia de ERM dentro del hospital plantearifa una gran
gran problemitica por lo siguiente:

1) Su erradicacién es muy dificil, ya que de todos los
hospitales afectados sé6lo se ha logrado erradicar en el 12%
{Thompson RL, 1982).

2} Su frecuente asociacién a multirresistencia
(aminoglucésidos, macrélidos, B-lactdmicos y quinolonas) limitaria
el tratamiento de eleccién para las infecciones sintomiticas por
estos gérmenes a la vancomicina, antibiético con toxicidad propia
o incrementada al asociarse c¢on otros antibidtices wvgr.
aminoglucdsidos {Sorrel TC, 1982).

Por estas razones y dado que el INNSZ es un hospital de tercer
nivel, consideramos conveniente evaluar el significado c¢linico, las
caracteristicas microbiolégicas y verificar los factores de riesgo
en la adquisicién de ERM, ya gue las diversas condiciones gue se
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viven como pais en vias de desarrollo, pudieran ser determinantes
de factores de riesgo locales (Ponce de Ledn 'S, 1991) para la

adquisicidn de estas infecciones.
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4. HIPOTESIS

"4.1. La £frecuencia de infecciones nosocomiales sintomiticas
causadas por ERM es de importancia epidemioldgica por representar
.mis del 3% de las infecciones nosccomiales por estafilococo.

4.2, La administracidén previa de antimicrobianos Y la
- hospitalizacién prolongada son factores de riesgo primarios para
adquirir una infeccidn por ERM.

4.3. Las infecciones por ERM adquiridas en el INNSZ son causadas
mds frecuentemente por ECN, particularmente Staphylococcus
epidermidis, que por S.aureus.

4.4. La produccién de 1limo y la hemdlisis sinergista son
caracteristicas biolégicas asociadas a metiecilino-resistencia.

a RSV



5., OBJETIVOS

Determinar en un hospital de tercer nivel del sistema de salud
mexicano {(Instituto Nacional de la Hutricién' Salvador Zubirén):

5.1. La incidencia de infecciones nosocomiales (sintomAticas vy
asintomdticas) causadas por ERM.

5.2. Si el uso de antibidéticos dentro de las 4 semanas previas al
aislamiento de ERM y la hospitalizacién prolongada (mayor de 14
dias}, son factores de riesgo para la adquisicién de infeccién por
ERM,

5.3. Cuales son las especies y biotipos predominantes de
estafilococo en las infecciones nosocomiales por ERM,

5.4. La relaciédn que existe entre la produccidén de limo, hemblisis
sinergista y resistencia a meticilina, ’
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6. METODOS, SUJETOS Y MATERIALES.’
6.1. Disefo del estudio. Se trata de un estudio comparativo,

observacional, transversal, prolectivo de casos y controles. la
captacién del grupo de estudio se llevé a cabo durante el periodo
comprendide del 1° de mayo de 1989 al 31 de octubre de 1990,
incluyendo en forma simultdnea los casos y los controles. Todos
fueron enfermos de nuevo diagndéstico (incidentes) a guienes se
efectué una entrevista, dentro de las primeras 4Bhs de haber
identificado al estafilococo como agente infectante, mediante un
cuestionario (apéndice 1). Los gérmenes Se conservaron para
efectuar gradualmente las pruebas de sensibilidad, heméSlisis
sinergista, prodygcidén de lime y fenctipe de resistencia a
meticilina. La informacién se capturd en una microcomputadora
compatible con 1IBM, programa Paradox 3, que permitidé crear,

relacionar y analizar la base de datos (apéndice 2)

6.2. Definicién de la Ppoblacidn.
6.2.1. Criterios de inclusién.

6.2.1.1. Casos: pacientes hospitalizados en el INNSZ con
infeccién por ERM, incidentes en el periodo de vigilancia
epidemiolégica establecida del 1° de mayo de 1989 al 31 de octubre
de 1950.

6.2.1.2. Controles: Pacientes hospitalizados en el INNSZ, con
infeccién por estafilococo sensible a meticilina (ESM), incidentes
dentro del mismo periodo de vigilancia.

6.2.2. Criterios de exclusidén: ninguno

6.2.3. Criterios de eliminacién.

6.2.3.1, Sujetos que no contaron con la informacién pertinente
{(factores de riesgo no investigados o¢ microorganismoe no

recuperado).

6.2.4. Definicién de las infeciones.

6.2.4.1. Infecciones sintomdticas. Tanto el S.aureus como el ECN,
resistente o sensible a meticilina (SARM, SASM, ECNRM y ECNSM) se
consideraron causantes de infeccidn sintomidtica en las siguientes
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‘condiciones: ) . X o

6.2,4.1.1. Infeccién de heridas, ‘ciiando . hubo evidencia de
~-inflamacién,. secrecién purulenta y el aislamiento de estafilococo
come agente Gnico o como microorganismo predominante, en caso de
infecciones mixtas.

6.2.4.1.2. Infeccién asociada a catéteres intravasculares. Se
considerard la presencia de mis de 15 unidades formadoras de
colonias (UFC) después del rodamiento de un segmento distal del
catéter (5cm) en una caja con medio de cultivo (Maki DG, 1977),
aunado a datos de inflamacidén locales o coaislamiento del
estafilococo en sangre.

6.2.4.1.3. Neumeonia, pacientes con sospecha clinica, gue reunieron
por lo menos dos de los siguientes criterios: fiebre, tos con
expectoracién purulenta, sindrome de condensacién pulmonar,
leucocitesis con desviacidén hacia la izquierda o infiltrade
alveolar en la telerradiografia de tdérax. Se considerd s6lo a
S.aureus en las siguientes muestras:

6.2.4.1.3.1. Expectoracién con >25 leucocitos y <10 células
epiteliales por campo 10x en un exdmen microscédpico (Donowitz GR,
1979).

6.2.4.1.3.2. Aspirado transtraqueal.

6.2.4.1.3.3. Material obtenido por broncoscopia.

6.2.4.1.4. Bacteremia. El aislamiento de ECN en dos o mds muestras
tomadas de sitios diferentes. Para el S.aureus fue suficiente su
aislamiento en una muestra como minimo.

6.2.4.1.5. Infecciones de cavidades gue normalmente son estériles.
Se consideraron tanto al S.aureus como al ECN siempre y cuando
desarrollaran en méds de un medio de cultivo y se asociaran a:

a) Liguido de didlisis peritoneal con >100 leucocitos/mm3.

b) Derrame pleural con una o mis de las siguientes caracteristicas:
pH <7.30; relacién de las protefnas del liguido pleural con las
proteinas plasmaticas >0.5; deshidrogenasa lé&ctica >200u/ml 6
>10,000 leucocitos/mm3 (Hinshaw HC, 1985; Good JT, 1980).

c) Liquido cefalorraquideo. Para las infecciones postquirdrgicas se
consideré una cuenta de leucocites >100/mm3 y una concentracidn de
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proteinas >100 mg/dl (Smith IM, 1979). Se definid como infeccidn
asociada a un sistema de derivacidén ventricular cuando se aisld
estafilococo del liquido cefalorraquideo obtenido por puncidén de la
antecdmara valvular o por cultivo de la vdlvula {(Gardner P, 1985),
d} Liguide articular. Se incluyeron pacientes con leucocitos
>50,000/mm3, con proporcidén >80t de polimorfonucleares, y glucosa
baja (<50% ce la sérica) en liguido sinovial (Fitzgerald RB, 1982).
6.2.4.1.6. Infeccidn de vias urinarias. Orina con >10' UFC de
estafilococo como germen Unico de una muestra cbtenida por chorro
medio, con o sin leucocituria y 10? UFC en la orina (obtenida por
puncisén del catéter) de los pacientes con sonda vesical (Garibaldi
RA, 1974; Daifuku R, 1984}, con presencia de dos de los siguientes
datos clinices: polaguiuria, miccién dolorosa, fiebre, deolor
lumbar.

6.2.4.2. Infeccién asintomStica fue aquella caracterizada por el
aislamiento de S.aureus o ECH ep uyn individue que no reunié los
criterios citados, anteriormente, para considerarla como episodio
sintomdtico.

6.2.4.3. Infeccifn intrahospitalaria. Se considerf como infeccidn
intrahospitalaria a aquélla que se hizo aparente en un paciente
después de 48 hrs de hospitalizacién y que no se encontrabha
presente o en periodo de incubacién al momento de su ingreso (Ponce
de Ledn S, 1985j).

6.2.5. Ubicacidn espacic - temporal.
Este estudio se llevé a cabo en el INNSZ durante el periodo
comprendido del primero de marzo de 1989 a) 28 de febrero de 1991,

6.2.6., Nimero de sujetos requeridos y su justificacién.

El tamafio de la muestra se calculd en base a:

a) Relacién de casos a controles 1:2
b} Nivel de alfa unimarginal 0.05
¢} Hivel de beta unimarginal 0.20
d) Hagnitud del riesgo minimo a detectar (R} 3

e) Proporcién de exposicidén al factor de riesgo
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(estanc;a hospltalarxa prolongaua) en el
grupo control (Po) e . 0.20

Este factor de“xiésgc se selecciond por ser
el qug,requeria,ﬁe una muestra mayor para su
estimacidn, fa que bara el uso de antibidti-
cos, con una'propcrcién de exposicién del 50%,
bastaban sélo 40 casos.

£} La férmula vtilizada fue (Schlesselman JJ, 1982):
n+e Za 1!+ 1/C P Q + 2Zb PiQl +PoQo/C / (Pl-Po)

donde:

Zaw 1.64 Zb= 0,84 Controles (C)= 2
R= 3 Po= 0.20

Pl= PoR/ 1+ Po (R-1) Ql= 1 - Pl

P= (Pl + CPo} / (1 + C) Q= 1 - P

Conclusidn: 43 casos y 86 controles.

6.2.7. Especificacién de variables.

6.2.7.1., Variables demograficas:

Edad

Sexo

Fecha de hospitalizacidn

4.2.7.2. vVariables clinico-epidemioldgicas:

4.2.7.2.1. Primarias:

Administracién previa de antimicrobianos

Estancia hospitalaria prolongada

4.2.7.2.2. Secundarias: B
Hospitalizacién durante las 4 semanas previas a su 1ngreso.
Diagndstico de hospitalizacidn

Enfermedades subyacentes

Infecci6n sintomdtica

Infeccién asintomatica ’ St
Infeeccién intrahospitalaria

Procedimientos invasivos efectuados
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Sitio de infeccidn

6.2.7.3. Variables microbioldgicas:

Aislamiento de otros gérmenes ccncom;cantemente
Especie de estafilococo <
Sensibilidad a oxacilina

Homo o hetero-resistencia

Heémélisis sinergista

Hiperproduccién de B-lactamasas

Produccion de limo

6.3._Mérodos microbiolégicos
6.3.1. Método de escrutinio

Se establecié un sistema de vigilancia en el laboratorio de
Microbiclogia cClinica del INNSZ, Para ésto, se llevéd a caho
sensibilidad antimicrobiana en placa, para lo cual se utilizé agar
Mueller-Hinton suplementado con Ca ++ (50mg/L}, Mg ++ (25 mg/L),
NaCl (4%) y oxacilina (equivalente de la meticilina) (4 pg/ml). Se
inocularen 10 ul de una suspensidén con turbidez similar al
estandard 1 de McFarland (3x 10 UFC), se incubd a 30°C durante 48
hs. El desarrollo de una o mids UFC fue suficiente para definir al
organismo como probablemente resistente a meticilina (Chambers HF,
1988} .

6.3.2. Identificacién

Como Staphylococcus spp se identificd a un organismo con las
siguientes caracteristicas: cocos grampositivos, agrupados en
racimos con producciédn de catalasa; S.aureus con la produccidén de
coagulasa (Koneman EN, 1989) y la identificién de la especie de los
estafilococos coagulasa negativos se 1llevd a cabo con un
micrométodo comercial (Staph-Trac, Analitab-Products, Hueva York).
6.3.3. Sensibilidad antimicrobiana.

La resistencia a meticilina se confirm® mediante la
determinacién de la concentracidén minima inhibitoria (CMI) por
microdilucién a oracilina. También se determindé la sensibilidad
antimicrobiana a otros antibiéticos con efecto antiestafilococo

{penicilina G, vancomicina, eritromicina, clindamicina, amikacina,
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gentamicina, trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacina ¥
tetraciclina) (apéndices 11.3 y 11.4) de acuerdo a recomendacienes
previas (NCCLS, 198B5; Jones RN, 1885). El control de calidad del
método de microdilucidn se llevd a cabo empleando come control la
cepa de S.aureus ATCC 239213, cuyo rango de sensibilidad a
oxacilina va de 0.12 a 0.5 pg/ml. Se considerd aceptable todo
ensayo gue tuviera resultados del control dentro de los iimites
previamente definidos (Sahm DF, 19%91). Se tomé como resistencia a
oxacilina una CMI =z8pg/ml; como sensibilidad intermedia una CMI =
1 y <8 ug/ml (potencialmente resistentes a oxacilina por
hiperproduccién de fi-lactamasas) y como sensible una CMI <lpg/ml.

6.3.4. Definicién de hetero u homorresistencia a meticilina

Se determind la hetero u homorresistencia a oxacilina en los
aislamientos clinicos confirmados como resistentes a oxacilina, por
microdilucién, de acuerdo a un método descrito previamenta,
{apéndice 11.5), (Hartman BJ, 1986); se inocularon dos placas de
agar saya tripticasa, una con oxacilina 50ug/ml y otra sin
antibiético, con 1i de una dilucidén 1:100 y 1:1000 respectivamente
de una suspensién bacteriana aproximada al estandard 2 de McFarland
{6x10" UFC). El ndmero de UFC que desarrollaron en el medio de
cultivo con oxacilina se dividié entre la cuenta de UFC que
crecieron en soya tripticasa sin antibidtico y se multiplicéd el
resultado por 100. Se definié como heterorresistencia una
proporcidén <1% y como homorresistencia una proporcién =z1%.

6.3.5. Sinergismo de oxacilina con &cido clavulédnico

Se realizd sinergismo entre oxacilina y &cido clavulénico
(inhibidor de fp-lactamasas) por el método del tablero de ajedrez
(Edberg sSC, 1981) a aguellos aislamientos clinicos con sensibilidad
intermedia a oxacilina. Se llamé positiva una prueba con reduccidén
de tres titulacicnes o mis de la CMI a oxacilina y negativa cuando
la reduccién fue menor (apéndice 11.6).
6.3.6. Produccidén de limo.

Fue determinada mediante una prueba cualitativa, catalogando
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come germen productor de limo a aguel que inoculado en un tubo de
cristal con caldo soya tripticasa a 35°C durante 48hs, formd una
.pelicula mucoide sobre la pared. Se tomé como control positive a
S.epidermidis ATCC 35983 y como control negative a S.hominis ATCC
35982 (apéndice 11.5)
6.3.7. Hemélisis sinergista

Valorada como positiva en el estafilococo que dio un area de
hemblisis total sobre la zona de hem6lisis incompleta causada por
S.aureus ATCC 25923, productor de toxina 8, en tres placas de agar
soya tripticasa suplementadas ¢on sangre de ovino, bovino ¢ humana,
incubadas a 35°C durante 48 hs (apéndice 11.6)

6.4. Consideraciones é&ticas

Pado que el desarrollo de este protocelo no contraviene
ninguna norma ética, porque no atenta contra la vida, pudor o
personalidad del sujeto, no se requirié aprobacién de los pacientes
ni del Comité de Investigacién Biomédica en Humanos del INNSZ.

6.5. Analisis de los datos.

6.5.1 Control de calidad. Se efectud el coeficiente de correlacién
intraclase para evaluar la consistencia del método de microdiluciédn
(Kramer MS, 1981), con el paquete estadistico True Epistat de 19939,
Para esto se seleccionaron 14 aislamientos de estafilococo en los
que se determind la CMI para 10 antibiéticos, en dos ensayos. El
indice Kappa (k) se utilizé para medir la concordancia inter-
observador (Kramer MS, 1981) en las pruebas de produccidén de limo
y hemélisis sinergista, empleando 65 y 49 aislamientos
respectivamente.

6.5.2. Se calculé la proporcién de infecciones por ERM entre el
nimero de egresos (IERM/E), infecciones nosocomiales (IERM/IN) e
infecciones nosocomiales por estafilococo (IERM/INE).

€.5.3. Se efectuaron las pruebas de Chi?, exacta de Fisher,

T de Student y U de Mann Whitney seqin correspondis.

6.5.4. Se llevéd a cabo un andlisis a través del paquete
estadistico EGRET (Epidemioclogical Graphics Estimation and Testing
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permite estimar el nivel de significancia de la asociacién de las
variables {valor de p} y la razén de momios con sus intervaloes de
confianza del 95%.

Inicialmente se efectud un analisis univariade en el que se
identificarsn las variables asociadas con un nivel de p = 0.10.
Estas variables se incluyeron en un modelo de regresidén logistica
miltiple para determinar la contribucién independiente de los
factores de riesgo potenciales.

6.5.5. Se calculd el coeficiente ¢ elaborando una matri: de
correlacién (Kramer M3, 1981) para investigar asociacién entre las
caracteristicas biolégicas del estafilococo.
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7. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas clinico-epidemiolégicas.

7.1.1. Incidencia. Durante el periodo de estudio comprendido entre
mayo de 1989 a octubre de 1990, se registraron 4082 egresos y 728
infeccicnes nosocomiales (18%). La tasa de infecciones por
estafilococo fue de 2.3%, de los cuales 1.45% correspondid a ECH
(takla 1). La incidencia de infecciones nosocomiales por ERM fue de
1.05/100 egreses (43/4082) (tabla 2); 19 casos presentaron datos
clinicos de infeccién y comprendieron el 20% (19/94) de las
infecciones nosocomiales por estafilococo (tabla 2).

7.1.2 Caracteristicas de 1a poblacidn. Se incluyeron 46 casos y 86
controles, cuya mediana de edad fue de 44 (14-84) y de 45.5 afos

(2-80) respectivamente. Los grupos no difirieron en caracteristices
como: edad =60 afios, sexo, antecedente de hospitalizacidn previa y
enfermedad subyacente; pero si cuando se compararon con respecto
al uso previo de antibidticos, presencia de sintomas, sitios de
infeccién, uso de catéteres intravasculares y estancia hospitalaria
214 dias (tabla 3).

Tabla 1. Incidencia de infecciones nosocomiales en el Instituto Nacional de la
Nutrici6n Salvador Zubirdn. Mayo de 19E% a octubre de 1990.

n Taga+
Tctal de egresos 4082
Infecciones nosocomiaies 128 18.0
Infec. nogoc. por estafilococe 94 2.1
Infec. nosoc. por S, sureus 35 0.86
Infec., nosoc. por ECN® 59 1.45
Infec. nosoc. sintomiticas por ERN' 19 0.46
*= Eventos/100 egresosn += Estafilococo coagulasa negativo

§= Estatilococo resistente a wmeticilina




Tabla 2. Incidencia de

infecciones

nosocomiales

causadas por estafilococo

meticilino-resistente en el Instituto Hasiconal de la Hutricién Salvador 2ubirén,

Hayc de 198% a octubre de 1990.

Frecuencias determinadas n 13
Infecciones nosocomiales por ERMe /Egresos 4374082 1.05
Infecciones nosocomiales por ERM/Infecciones nosocomiales 94/728 12.9
Infecciones rosocomiales sintomiticas por ERM/Infecciones 19794 20.2
nosoconiales por estafilococo
Infecciones rosocomiales s:ntomaticas por ERM/Infecciones 19/43 44
nosoconiales por ERM

*~ Estafilococo resistente a meticilina.

Tabla 3. Caractertsticas clinicas de 46 pacientes

que adquirieron una infeccién

por estafiloccco resistente a meticilina y de 86 infectados con estafilococo

sensible .

Casos ned6 controles n=86 p
Edad 260 afos 12 26% 25 29% 9.7
Sexo femenino 25 54% 44 514 0.7
Hospitalizacién previa 16 35% 19 22% 0.09
Inguficiencia renal 5 11% 7 8% 0.6
Diaberes mellitus 10 22% 28 33% 0.6
Cirrosis hepftica 5 111 6 7% 0.4
Céncer 9 20% 13 15% 0.5
Enfer.tejido conectivo 2 44 7 8% 0.4
Transplantados 5 11% 3 4% 0.1
Admén. previa de antibiéticos 41 89% 60 69,71 0.036
Infeccidn asintomitica 26 56.5% 22 26.6% <0.001
Heridas 11 248 17 20% 0.57
Torrente sanguineo 5 11% 20 23\ 0.10
Infec. asociada a catéter IVt 16 35% 13 15t 0.01
Vias urinarias 11 247 9 11% 0.045
Uso de catéter intravascular 38 82.6% 45 52.3% <0.001
Empleo de sonda intravesical 22 47.8% 28 32.5% 0.08
Estancia hospitalaria z14 d+ 30 65,21 39 4.8% 0.01
*= Andlisis univariado +=dias §=Intravascular
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7.1.3. Efecto del vuso previo de antibiéticos v estancia prolongada
en_la adguigicién de infecciones por ERM. El uso previo de

antibidticos fue mayor en los casos que en los controles, RM de 2.8
para adquirir infeccidn por ERM (IC95% 1.06-7.3, p=0.036) (tabla
5): los aminoglucésidos (Chi?, p=0.029) y las cefalosporinas (Chi?,
p=0.00005) fueron los antimicrobianos utilizados con mds frecuencia
{Tabla 4)). Los casos 5e infectaron por ERM durante el tratamiento
RM 1.6 (IC95% 1.07-2.3, p=0.019), utilizando la via parenteral mds
frecuentemente RM 4.2(IC%5% 1.4-12.3, p=0.0009) (tabla 4); en ellos
se emplearon 3 & mds antibidticos RM 1l.8/antibiético (IC95% 1.3-
2.5, p<0.001) durante 3 semanas o mids RM l.9/semana (IC95%=1.27~
2.8, p 0.002) (tabla 5). La estancia hospitalaria previa a la
infeccidén por ERM fue mayor en les casos que en los controles
{mediana 22 vs 8 dfas, W.Mann W. p<0.001), RM 1.6/semana de
hospitalizacién (IC95% 1.29-2.13, p<.001l) (tabla §).

Tabla 4. Grupos de antibiéticos utilizados pre-infecciédn por estafilococo
meticilino-resistente en 41 casos y 61 controles.

Casos Controles RM* IC95%+ p!
n=41 \ n=60 s
Aminoglucésidos 22 53.6 18 30 | 2.7 1-7 0.029
Cefalosporinas 32 78 21 35 6.6 | 2.4-18 0.00005
Penicilinas de 9 22 14 23 | 0.9 | 0.3-2.6 [ o0.93
amplio espectro
Quinoclonas 12 29 [ 10 2.7 0.9-9 0.09
+= Razén de momics += Intervalo de confianza del 95%

§= Prueba exacta de Fisher
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Tabla 5. El uso previo de antibiéticos y la estancia hospitaiaria como factores
de riesgo primarios an la adqui ién de infecciones por estafilococo meticiling
resistente en 46 ¢as50s y 86 controles. Andlisis upivariado,

Variables eplidemioldgicas RM= [ ICE5V+ - P
Uso de antibidticos pre-
infeccién por ERM!
Utilizacién 2.8 1.7-3 0.036
Admén. via parenteral 4.2 1.4=12 0.008
Himezo cde antibiéticos 1.3/antibliético 1.3-3 <0.001
Duracidén del tratamiento 1.9/semana 1,3-3 0.002
Estancia hospitalaria 1.6/semana 1.3=2 <@.001
*= Razdn de mcaios +«w» Intervalo de confianza del 951%

§= Estafilococo resistente a meticilina

7.1.4. Efecto de otros factores de riesgo _en la adguisicién de

infecciones causadas_por ERM. En los casos fueron mas comunes: la
adquisicién nosocomial de la infeccidn (RM= 9.8, p=0.001), el uso
de catéteres intravasculares (RM= 4.3, p= 0.001), las infecciones
de vias urinarias (RM=1.3, p=0.045) e infecciones asociadas a
catéter intravascular (RM=2.9, p=0.01) (tabla 6). Las infecciones
sintomdticas ocurrieron en 39% de los casos y en 71% de los
controles. Las infecciones de tejidos blandos fueron las més
frecuentes en los controles.
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Tabla 6. Efecto de los factores de zi

infecciones por estafilococo mewics
univariadeo,

0 secundarios -para la adguisicidn de

ro-resistente en 44. cases. Apdlisis

Casos Contyoles RM+ IC95¢ B

Factores da n=46 % n=g6 i
riesgs
Hospitalizaciéa 15 3s 19 22 2 0.9-4 0.09
previa
Infeccidn 43 53 51 59 5.8 2.8=13 0.001
nosocomial
Catéter 38 83 45 52 4.3 1,8-10 0.001
iptravascular
Sonda 22 48 28 a3 1.8 0.9-3.9 0.08
intravesical
Heridas 11 24 17 20 1.3 0.5-1.3 0.57
Torrente 3 11 20 23 0.4 0.14~1.3 6.10
sanguineoc
vias urinarias 11 24 17 290 1.3 1-1.5 0,035
Asociada a 16 35 13 15 2.9 1.2-6.9 6.01
catéter 1v!

*= Controles += Razén de momios

6= Intervalo de conflanza del 95%
I = Intravascular

7.2. caracteristicas microbiolégicas

7.2.1. Frecuencia. Se obtuvieron 1258 aislamientos clinicos de
estafilococo en el Laboratorio de Microbiologfa Clinica durante un
perio;io de 12 meses (Jjulio 1983 a Jjunio 1990); 353 (28%)
provinieron de enfermos hospitalizados (tabla 7). La resistencia a
meticilina se confirmd en el 28% de los microorganismos aislados de
pacientes hospitalizados y en el 6% de los pacientes de consulta
externa, de donde estimamos gue la frecuencia global de ERM fue de
11.7 x 100 aislamientos. E1l ECN representd el 64% (226/353) de los
aislamientos clinicos del hospital y fue mds resistente a
meticilina que S.aureus., (tabla 8}. El ECN correspondié al 953%
. '(93/98; de los gérmenes resistentes a meticilina procedentes de los
pacientes hospitalizados.
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Tabla 7. Frecuvencia de resistencia a meticilina en 1256 aislamienros clinices de

estafilococo obrenidos de pacientes hospitalizadses y exterros de julio 1332 a
junio 1990-.

Hospitalizado Excernc
n=353 % n=50% s
Cepas sensgibles 229 65 825 91
Cepas resiasentes 98 28 50 6
C. con sensib.intermedia 26 7 30 3

¢+ Frecuencia de estafilococo resistente a meticilina = 11,7/100 aislamlentos.

Tabla 8. Susceptibilidad a meticilina en 127 aislamientos de estafilococo
coagulasa positive y 226 de eatafilococo coaguilasa negacivo identificados en 353
pacientes hospitalizados.

ECE+ ECN+
Susceptibilidad: n=127 1 n=226 i
Cepas sensibles 119 94 110 49
Cepas resistentes 5 4 93 41
C. con sensib. intermedia 3 2 23 10

*= Egtafilococo coagulasa positivo +« Esrafilecoco coagulasa negative

7.2.2.Medicién _del _control de calidad. El coeficiente de
ecorrelacién intraclase para 8 de los 10 antibiéticos utilizados fue
de 0.61 a 0.97 (tabla 9). El indice Kappa para las pruebas de
hemélisis sinergista y produccién de limo fue de 0.78.
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Tabla 9. ~4lculo cel coaficiente de correlacidn intraclase para determinar la
vaxxgb*l;dad Zel método de microsilunicn, en base al ensaye duplicade <e
sensibilidad para 10 antibidticos, en 14 alslamientos de estafiloccco.

COEFICIENTE DE CORRELACION
ANTIBIOTICOS IRTRACLASE
Oxacilina 0.61
Panicilina . 0.95
Vancomicina - 0.73
Eritromicina ORI 0.98
Trimetoprim/sulfametoxazol : R s 0.55
Clindamicina L 0.97
Anikacina - 0.490
Gentamicina 0.90
Ciprofloxacina 0.66
Tetraciclina 0.94

7.2.3. Sensibilidad antimicrobiana por microdilucidn.

El patrén de susceptibilidad observado en los aislamientos de
ERM fue de multirresistencia (Tabla 10), dado que sélo 4 de 10
antipidticos (vancomicina, amikacina, ciprefloxacina y
tetraciclina) inhibieron el 50% de los gérmenes., Vancomicina
inhibid el 100% de los microorganismos mientras gue la proporciédn
de gérmenes resistentes a pencilina, eritromicina y clindamicina
fue mayor del 80% (tabla 11).
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Tabla 10. Patrdn de susceptibilidad antimicrobiana del estafilococo meticilino-

resistente y meticilinc-sensible, aislados de {6 casos y 66 controles
respectivamente.
Rango {ug/ml) CHMIS0* (rg/ml) CHIZO+ (pg/ml)
Antibidticos ERM? EsM! ERM} 10 ERMS esM!
ERM/ESM
Oxacilina 8-128 0.062-1 64 0.125 64 0.5
46/86
Penicilina 0.25-64 0,031~ 16 0.5 3z 4
45786 az
Vancomicina 0.5-4 0.125-2 2 0.5 2 1
45/B6
Eritromicina 0.062-32 0.031-32 32 0.125 32 32
45/84
Trim/sulfam 0.031:0.55 .008:.14 4:75 0.062- 81150 1:18
45/85 ~8§:150 -B:150 1.15
Clindamicina 30.016-16 50,016~ 16 0,062 16 0.125
45/85 16
Amikacina 0.25-64 0.031-16 8 0.5 32 2
45/85
Gentamicina 0.031-64 0.016-1¢ 18 0.125 16 0.5
45/85
ciprofloxagina 0.062-32 <6,016-8 0.25 0.125 16 0.5
44/86
Taetraciclina 0.031-16 0.016-16 1 0.25 16 16
45/86
+ y + = Concentracié minima inhibitoria para el 50 y 90% de los aislamientos
§ y | = Estafilococo resistente y sensible a meticilina.
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" Tabla ' 11. Magnitud de la resistencia a otros antibidticos en 46 aislamientes
c¢linicos de estafilococo meticilino-resistente y en 36 mericilino-sensibles,

ARTIBIOYICOS ERM» + ESH~ k]
Ahr/Tat AT/Tat

Penicilina 45745 100 56/85 65
Vancomicina 0/45 -0 0/85 0
Ciprotloxacina 9744 20.4 1/86 1.2
Eritromicina 38745 84.4 9/84 10.7
Trimetoprim/aulfaretoxazol 30745 66.6 4/85 4.7
Clindamicina /46 80.4 3/86 3.5
Anikacina 1745 35.5 0/85 0
Gentamicina 31745 68.8 3/85 3.5
Tetraciclina 5745 11 12/86 154

¢ y + = Estatilococo reaistente y Benalble a meticilina
§» Aislamientos resistentes/ Total de aislamientos

7.2.4. caracterfsticas bioldgicas del estafilococo y su asociacidn

con resistencia a meticilina

Se identificaron 10 especies de estafilococo con predominio de
S. epidermidis RM 3.6 (p=0.002) y 5. haemolyticus RM 13 (p=0.001)
(tabla 12) entre los ERM, El primero fue agente causal de infeccidn
en vias urinarias, asociada a catéter y heridas preferentemente;
mientras que el segundo causé infecciones relacionadas a catéter y
bacteremias (tabla 13).
En el anadlisis univariado encontramos que: la caracteristica de ser
ECN, 15 (IC95% 457, p<0.001), la produccién de hemélisis
sinergista, RM 5 (IC95% 2.4-12, p<0.001) y la formacién de limo, RM
4 (IC95% 1.4-12, p=0.016) (tabla 14) representaron riesgos para
resistencia a meticilina; aunque la coexistencia de ERM con otros
gérmenes, generalmente gramnegativos, fue mayor en los casos, ho
hubo diferencia significativa.
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Tabla 12. Especies de estafilococo identificados en los aislamientos clinicos y
su susceptibilicdad a meticilina. Andlisis umivariado.

ERM* ESM~r AM® 1C9588 P
n=46 n=g86
ESPECIES 1 1
5. avreus 6.5 61.6 0.4 0.1-0.15 0.001
S. epidermidis 43 17-4 3.6 1.6-8 0.002
5. simulans 6.5 1.5 5.9 0.13-6 0.128
S. haemalyticus 24 2.3 13 2.7-62 0,001
5. hominis 13 10.4 1.2 0.4-3.8 0.65
Otros** 6.5 7 0.93 0.22-3.9 06.92

* y r = Estatilococo resistente y gensible 2 meticilina
R = intervalo de confianza del 95%
¢t m S conhii, S.warneri, S.capitis, S.sciuri, S.xylosug.

§ = Razdn de momios

Tabla 13. Eapecies de estafilococo identificados en los sitios mis comunmente
infectados en 43 casos y €0 controles.

Heridas V.urinarias AsOC.a catéter T. sanguineo

n=28 RM/SH* n=20 RM/SM+ n=29 RH/SM* n=25 RM/SM+
5. aureus 1/10 2/3 0/1 0/15
S.epidermidis 473 6/3 5/5 2/3
S. simulans 1/0 1/1 1/0 o/0
S. hominis 2/2 172 3/3 0/1
S.haemolyticus 1/0 1/0 6/1 3/0
oLros+ 2/2 0/0 1/3 0/1
Total 11/17 11/9 16/13 5/21

*« Regsistente a meticilina/Sensible & meticilina
+= S.capitis, S$.sciuri, $§. warneri, S.conhii, S.xylosus
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Tabla 14, " Caracteristicas bioldgicas en 46 aislamientos de estafilocogo
resistente a meticilina y en 86 sensibles. Andlisis univariada.

ERM* ESHM+ IC9set Rt 'y
Variables microbiolégicas n=4é T n=86 )
Coagulasa negativo 43 a3 33 38 4.2-53 15 <0.001
Hemdlisis Sinergista 22 3 13 15 2.3-12 5 <0.001
Produccién de limo 20 48 6 18 1.4-12 4 0.016
{ECH} »~
Infecciones mixtas 15 33 21 24 0.6-3 1.4 0.3

* y + = Estafilococo resistente y sensible a meticilina.
§= Intervalo de confianza del 95% {= Raz6n de momios
**» Estafilococo coagulasa negativo

7.2.5. Agociacién entre las variables bioldgicas del estafilococo
meticilino-resistente. En la matriz de correlacién efectuada para

la resistencia a meticilina, hemdlisis sinergista y produccidn de
limo se observé asociacién entre las dos primeras, con un
coeficiente Phi de 0.36 {Chi® p< 0.05) (tabla 15}

7.2.6. Expresién fenotipica de resistencia a meticilina. E1

fenotipo homogéneo de resistencia a meticilina se observé en el 38%
de los aislamientos {16/42), 15 fueron ECH. Estos microorganismos,
no difirieron de los heterogéneos en la expresién de otras
caracteristicas fenotipicas comae produccién de limo,
susceptibilidad a ciprofloxacina y a trimetoprim-sulfametoxazol;
sin embargo si se observé en su asociacién con hemSlisis sinergista
(Fisher, p=0.00001) (tabla 16}.
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Tabla 15. Correlaciép eptre las ca:actetist;cas biol.éaicas de  estafilogoco
resistente a meticilina.

Hemélisis Produccidn de Resistencia a
sinergista limo meticilina
HemSlisis sinergista 0,31 0.36*
Produccion de limo 0.30
Resistencia a
meticilina

Prueba de Chi’ para coeficientes Phi: <= p<0.05.

Tabla 16. Comparacién de algunas caracteristicas biolégicas del estafilococo con
su fenotipo de resistencia a meticilina.

HOM» HET+ RMY 1¢554! pre
n=16 ) n=26 )

Produccién de limo S 31 14 54 0.4 0.2-1.3 0.26
HemGlisis 15 24 6 23 15 2~103 0.00001
sinergista
Resistencia a 4 25 4 15 1.3 0.6-3.2 0.45
ciprofloxacina
Resistencis a 9 56 10 40 1.5 0.7-3.4 0.35
trim/sulfam

+« Homogéneo += Haterogéneo §= Razén de momios

1 = intervalo de confianza del 95t **= Prueba exacta de Fisher

7.2.7. Anélisis multivariado de las caracteristicas epidemiolégicas

y microbiolégqicas de las _infecciones causadas por ERM. ElL anilisis
multivariade de las caracteristicas epidemiololégicas Yy
microbilégicas identificadas con valor estadistico en el estudio
univariado mostrd que la infeceién nosocomial, la duracidn del
‘tratamiento antimicrobiano, la infeccidén asociada a catéter
intravascular y la de vias urinarias fueron las variables
epidemiolSgicas que, per se, faverecieron la adgquisicién de
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infecciones por ERM; en  tanto que .de  las propiedades
microbioldgicas s6lo la hemélisis sinergista y la prcducdiéh de
. limo- se asociaron en forma independiente con. el rasgo de
resistencia a metiecilina (tabla 17). No se encontrdé diferencia al
analizar para factores de riesgo en el grupo de enfermas con datos
clinicos de infeccidn.

Tabla 17. Factoras de riesgo para la adquisicién de infecciones causadas por
gstafilococo reaistente a meticilina. Andlisis multivariado,

YARIABLES l, RH* l7 XCo5Y+ ' P

EPIDEKIOLOGICAS

Infeccién nosocomial 7-0 2.7-26 0,005
Duraci6n del tratamiento 1.84 1.4-2.3 0.013
Infeceidn de vias urinarias 11.93 3-47 <0.001
Infeccidn asociada a catéter 4.4 1.6-14 8.009
MICROBIOLOGICAS

Hemélisis sinergista 5.16 1.9-16.6 0.006
Produccidn de limo 8.3 2.5-30 0.091

¢= Raz6n de momicn += Intervalo de confianza del 953

7.3. Sinergismo con &cido ¢lavulénico

Se llevaron a cabo pruebas de sinergismo entre oxacilina y
dcido clavulénico en seis aislamientos clinicos con CMIzBug (ERM)
y tres con sensibilidad intermedia CMI>1 y <8ug. Tres ERM no
modificaron su CHMI al a#fadir 4&cido clavuldnico, tres ERM
disminuyeron >3 titulos de la CMI original. Los tres organismos con
sensibilidad intermedia disminuyeron 3 diluciones. Pe los §
gérmenes que redujeron Su CMI de oxa con &cido elavulénics, 3
causaron infeccidn asociada a catédter. Tres fueron S.aureus y tres
S.epidermidis (tabla 18).
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Tabla 18. Prueba de sinergismo con oxacilina/&cido clavulinico en nueve
aislamientos clfnicos con sensibilidad intermedia a oxacilina.

Especie. 1* CMloxar~ 2% CMI oxaw CHMI oxa/ac.clavulinico
wg/ml Hgiml ug/ml
S.epidermidis 2 2 0.25 /4 ¢
S. haemolyticus 4 64 64.00 /4
S.aureus 2 1 0.3125/4 ¢
S.epidermidis 4 32 0.50 /4 ¢
S.epidermidis 4 8 0.50 /4 ¢
S.aureus 2 32 0.125/4 ¢
S.epidermidis 2 8 4.00 /4
S.aureus 2 1 0.06 /4 ¢
S.epidermidis 4 64 32.00 /4

* y + = Primera y segunda concentraciones minimas inhibitorias para
oxacilina
§= Aislamientos hiperproductores de B-lactamasa
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8. DISCUSION:

. . La resistencia a meticilina en estafilococo es un fendmenc que
Vsé ha' extendido gradualmente a los cinco continentes. En este
estudio se demuestra gque en el INNSZ, durante 1989 a 1990, una de
cada cinco infecciones nosccomiales por estafilococo fue ocasionada
por estafiloceco coagulasa negativo resistente a meticilina; es
decir, un organismo de baja patogenicidad gque ha cobrade
importancia gradual como causante de bacteremias nosocomiales en la
mayoria de las instituciones de tercer nivel de atencién médica,
hasta ocupar la primera causa de bacteremia nosocomial en el INNSZ
durante los Gltimos cuatro a cinco afos. Alarmantemente, el 50% de
los episodios de bacteremia nosocomial por ECN y el 57% de las
infecciones leocales secundarias a catéter intravenose por ECN
fueron ocasionados por el fenotipo resistente a meticilina, lo que
indica una alta prevalencia vy riesgo de diseminacién
intrahospitalaria hasta alcanzar proporciones epidémicas.

Los resultados obtenidos difieren de los informes previos
realizados por investigadores de Europa, Norteamérica, Africa,
Australia, Medio Oriente y Japdén {(Barret FF, 1968; O'toole RD,
1970; Davis G, 1974; Klimex JJ, 1976; Crossley K, 1979; Boyce JH,
1982; Schaefler S, 1984; Townsend DE, 1987; French GL, 1988;
Guiguet M, 1930) que han informado brotes de infecciones causadas
por S.aureus resistente a meticilina en: hospitales, casas hogar e,
incluso, se ha descrito la diseminacién intracomunitaria en
drogadictos.

¥o obstante que la resistencia a meticilina se observéd en ECH
antes que en S,aureus (Stewuart GT, 1961} y que la patogenicidad
del ECNRM estd bien documentada en infecciones oculares {(Khan JHM,
1984), endocarditis (Karchmer AW, 1983), septicemia asociada a
catéter (Forse RA, 1979) y heridas (Archer GL, 1980), no causa
brotes de infecciones nosocomiales (Wenzel RP, 1986); sin embargo,
en condiciones de alta prevalencia de ECNRM como es el caso del
INNSZ, la probabilidad de adquirir una infeccién por ERM es del
orden de une por 100 egr-:sos.

De acuerdo a nuestros resultados existen riesgos crecientes
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(RM 1.6/semana de hospitalizacidn y RM 1.S5/semana de tratamiento
con antimicrobianos) de que las infecciones nosocomiales por ECH
correspondan a2l fenotipo RM. Estos riesgos son apoyados por los
resultados publicados recientemente por Powell (1987}, que
describié colonizacidn creciente por ECN de tal forma gue para el
70 dia de estancia hospitalaria la proporsién de ECNRM se

incrementd de 21 a 57% y por Wenzel ({1986), gque obsezvs
colonizacisen mads temprana (4¢ dia) y mas frecuente (90%) en los
individuos que recibian antibiéticos. Este evento pudiera

explicarse por la conocida presién selectiva que ejercen los
antibidtices sobre oz gérmenes de piel y mucosas, lo gque
propiciaria una répida colonizacisn por ECNRM, transmitido a través
de Tas manos del personal que atiende al paciente, en el cual se ha
detectado colenizacidn por ECHNRM hasta en el 80% de los individuos
muestreados( Dennis G, 18986}.

El empleo de aminogluc6sidos y cefalosporinas fue un factor de
riesgo para adquirir una infeccién por ERM { RM= 2.7 v 5.6}, con lo
que se confirma la observacidén hecha con anterioridad (Locksley RM,
1982). Esto es sumamente importante, ya gue el consumo de
antibidticos es indiscriminadeo en muchos hospitales de paises
desarrollados o en vias de desarrollo y permitiria la persistencia
y diseminacitn de ERM como causante de infecciones nosocomiales,

Se encontrd al ECNRM frecuentemente asociado como agente
causal de infecciones en vias urinarias y asociadas a catéter, con
manifestaciones clinicas en 5/11 y 2/6 respectivamente. EZstos
hallazgos contrastan con lo referido para EARM (Thompson LR, 1982),
el que principalmente infecta heridas y vias respiratorias; esta
diferencia tal vez esté determinada por otras caracteristicas
biolsgicas del germen, independientes de la resistencia a
meticilina, ya que este rasgo es determinado por el mismo gen
cromosémico (Mec) que codifica para una PFP2a de baja afinidad para
los B-lactdmicos, presente en S, aureus y en BECN (Hackbarth CJ,
1989). La predileccidn por el urotelie parece estar en relacién con
la produccidn de ureasa y de factores de adherencia especificos que

existen en ECN especialmente en §.saprophyticus (Hovelius B,19%84)
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y-no definidos en S.aureus.

El patrén -de rmultirresistencia “que obgservamos- -en' los
organismos infectantes de nuestros casos, es parecide al referide
en EARM (Lacey RW, 1975; Locksley, 1982), posiblemente debido a gue
estos organismos tienen una gran habilidad para adquirir plasmidos
de resistencia a m3loiples  antibibticos. Es probable que esta
propiedad sea determinada por ciertos elementos de ADN,
denominados, inicialmente integrones (Stokes HW, 1989}, similares
a las secugncias de insercidn, que funcionan para dar movilidad
independiente al material genético transferible o como sitios fijes
para su integracidn. De esta forma facilitan la captura de genes de
resistencia individuales o plasmidos completos. Por otro lado, la
alta prevalencia de resistencia a gentamicina (68.8%) en los
gérmenes estudiados hace pensar en la posibilidad de gue 1la
transferencia conjugativa de la resistencia a gentamicina sea un
fendmenc comin en estos organismos, como se ha descrito en el EARM
de comportamiento epidémico (Towsend DE, 1983).

La expresién fenotipica de resistencia predominante £ué 1la
heterogénea y coincide con informacidn previa sobre EARM {Hartman
BJ, 1986), donde comprendid el 67%. Aunque no se ha informado
relacidn entre la expresién fenotipica de la resistencia a
meticilina y la patogenicidad, el haber encontrade una asociacién
significativa entre la resistencia homogénea y hemélisis sinergista
(Fisher, p=0.00001) sugiere la posibilidad de coexistencia de
marcadores de resistencia y de patogénesis en este subgrupo de
organismos. Aungue no se ha definido hasta ahora la base genética
que regula la forma de expresién de la resistencia a meticilina, se
ha postulado (Hartman BJ, 1986) que en el ERM existe un factor X,
regulador de la via litica, que se activaria répidamente a 379C en
los organismos heterogéneos, sin dar oportunidad para que la PFP2a
inicie la sintesis de la pared celular, que ha sido suspendida por
la accién de la meticilina sobre las PFP esenciales. Por otro lado,
en los gérmenes homogéneos la activacién lenta del factor X
permitiria el funcionamiento oportuno de la PFP2a y la continuacidn
de la sintesis de la pared celular.
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Archer (1978) informd que S.epidermidis correspondid al 63% de
10s ECNRM causantes de infecciones asociadas a prétesis valvular y
a sistemas de derivacidn ventricular; Karchmer (19%83) encontrd
S.epidermidis resistente a meticilina en el 87% de los casos de
endocarditis en prétesis durante el primer afio después de la
cirugia y en nuestros casos dicho germen representd el 43% de las
infeccines por ECHRM. Estos datos denotan que S.epidermidis es la
especie mds prevalente entre los ECNRM, La proporcidn menor de esce
microorganismo en los pacientes estudiados, pudiera explicarse por
los diferentes sitios de infeccidén que observamos (vias urinarias
o asociada a catéter endovenoso) y la presencia de otros cuerpos
extrafos; ya que como Christensen, Baddour y Hasty han informado
(1989), a pesar de la gran variedad de elementos con los que se
pueden elaborar los dispositivos médicos (acero, cobalte, cromo,
nylon, teflén, dacrén, propileno, polietileno, silicén, 1lé&tex,
seda, etc.), no se cuenta con materiales que eviten la colonizacidn
bacteriana. Sin embargo, son dos grupos de factores los que
influyen en este fenémeno: el primero incluye el sitio de
iocalizacidén, la ruta y la técnica guirdrgica de insercién, dado
que algqunos dispositivos se insertan a través de una herida
localizada en un &reca colonizada por gérmenes que pueden persistir
en los codguleos o en el tejido necrético, donde proliferan y
condicionan la infeceién. El segundo concierne a las
caracteri{sticas del dispositive, ya que la extensién, la
hidrofobicidad y la porosidad de la superficie guardan relacién
directa con su capacidad de adsorber macromoléculas del hospedero
{condicionamiento) que funcionan como receptores especificos para
las adhesinas de los gérmenes {Christensen GD, 1989).
Resulté relevante la proporcidn de S.haemclyticus en nuestros
casos (24%) y su asociacibn causal con infecciones secundarias a
catéter y bacteremias, dado que se ha descrito (Schwalbe RS, 1990}
una seleccién potencial (inducida) de cepas resistentes a
glicopéptidos ({vancomicina y teicoplanina) restringida a dicha
especie. La resistencia a glicopéptidos se observd en aislamientos
clinicos de S.haemolyticus {21/62) y no en S.epidermidis (10) ni en
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S.aureus meticilino-resistentes (10) (Schwalke RE, 1990). Tal
caracteristica puede representar un dilema terapéutico dado que
hasta ahora la vancomicina ha sido el antibiético de eleccidn para
tratar las infecciones por estos gérmenes. Aunque el mecanismo de
resistencia a vancomicina no se conoce para estafilococo, se sabe
que en enterococo es mediado por un pliasmide conjugativo que
codifica la sintesis de una proteina de membrana que inhibe la
fijacién de la vancomcina (Shlaes DM, 1990). Esto aunado a la
evidencia de transferencia de plédsmidos conjugativos de
Enterococcus faecalis a estafilococo (Engel HB, 1980) podria
condicionar un problema epidemiclégico grave. La posibilidad de gue
la resistencia a vancomicina se presente en otras especies de ECN
es viable ya que se ha informado gran habilidad para intercambiar
plédsmidos de resistencia en S.epidermidis y S.hominis, ademds de
S.haemolyticus (Noble W, 1986). La prevalencia mayor de estas
especies sobre la piel humana, (66-95% de los ECN) (Kloos WE, 1980)
podria ser un factor facilitador de su diseminacién.
Sorprendentemente, S.aureus comprendié sblo el 6.5% de los casos
estudiados; sin embargo es posible esperar un incremento en el
futuro dado que existe el reservorio de la resistencia (ECNRM), del
cual es posible su transferencia a organismes con mayor
patogenicidad, como S.aureus y de éste propiciar su diseminacidn
intraespecie. Varios grupos de investigadores han descrito este
fendémeno in vitro e in wvivo (Jaffe HW, 198B0; Forbes BA, 1983:
Novick RP, 1967).

Encontramos dos caracteristicas bioldgicas del germen que se
asociaron, como factores de riesgo, a la expresidn del fenotipo de
resistencia a meticilina: produccidn de limo (RM=4, IC95%=1.4-11.9,
p=0,01) y de hemélisis sinergista (RM=5.3, 1C95%=2-12, p=<0.001).
La produccién de limo por el fenotipo resistente a meticilina puede
actuar como un determinante selectivo importante, porque a la vez
que funciona como una resina de intercambio idnico que impide la
llegada de antibidticos al germen (Farber BF, 1989), inhibe la
fagocitosis (Johnson GH, 1986), facilita su adherencia y
colonizacién posterior. No obstante que la produccién de limo se
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vinculé con la resistencia a meticilipa, en la matriz de
correlacidén, entre las . tres propiedades, sélo encontramos
asociacién significativa entre la resistencia a meticilina y la
hemélisis sinergista. Tal observacidén ha sido informada en neonatos
prematurcos (Scheifele DW, 1988), donde 20/25 aislamientos clinicos
de S.epidermidis (heces) grandes productores de toxina delta,
fueron resistentes a oxacilina, dentamicina y eritromicina. Esto
sugiere una probable corregulacién genética de los dos rasgos
biolégicos de estafilococo, fendmeno descrito por Christensen
(1990} y denominado pleiotropismo, consistente en una variacién
fenotipica simultdnea en dos © mds rasgos.

Aunque el grupc de gérmenes gue encontramos con sensibilidad
intermedia, por microdilucidn, a oxacilina fue pequefio nos permitié
observar tres patrones de comportamiento en el sinergismo entre
oxacilina y &cido clavulédnico:

1. Organismos con resistencia intrinseca que incrementaron su CHI
a oxacilina posiblemente como consecuencia de una dilucidén
inicial de la subpoblacidn resistente seguida de una adecuada
seleccién después de la microdilucidn.

2. otros que no obstante ser resistentes a oxacilina
(CMI>=8Bug/ml) redujeron su CMI en forma considerable,
posiblememnte porque estos gérmenes sean portadores de uno o
varios plasmidos compatibles gue le permiten al organismo
producir grandes cantidades de B-lactamasa (megaproductores)
con capacidad de hidrolisis de oxacilina y, posiblemente, dar
falsamente el fenotipo de resistencia intrinseca.

3. Gérmenes gque mantuvieron una CHMI intermedia con disminucién
por el &cido clavulédnico, denotando hiperproduccién de A-
lactamasas. Aunque los microorganismos hiperproductores de f-
lactamasas sdlo representaron el 4% (6/141), las implicaciones
terapéuticas de su deteccidn son importantes porgue pueden
confundirse facilmente con el fenotipo heterogénec de
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resistencia a meticilina. El consenso actual es que deben

tratarse con vancomicina. {Thornsberry C,; comunicacidn
personal, 90" ASM Meeting, Anaheim California, mayo de 1990);
no obstante, se ha informado que la respuesta a oxacilina, en
los modelos experimentales de endocarditis por S.aureus
sensible a oxacilina o por S.aureus hiperproductor de f-

lactamasas, fue similar (Thauvin C, 1990).
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9.

CONCLUSIONES

En el Instituto Nacional de la Nutricién Salvador 2Zubirén:

La incidencia de infecciones nosocomiales causadas por
estafilococo meticilino-resistente fue de poco impacto
epidemiolégico (1/100 egresos) sin embarge, correspondid a una
proporcién elevada de las infecciones estafilocécicas
intrahospitalarias (46%) durante el periodo de estudio.

El riesgo de adquirir una infeccién intrahospitalaria por
estafilococo resistente a meticilina aumenta 1.5 veces por
cada semana de hospitalizacién y/o de tratamiento con
antimicrobianos.

Se confirmé el patrén de multirresistencia a los antibidtices
en el estafilocococo meticilino-resistente y no se observé
resistencia a vancomicina.

Las vias urinarias y los catéteres intravasculares fuercn los
sitios que se asociaron mds frecuentemente con infeccidén por
estafilococo meticilino-resistente.

El grupo de estafilococos c¢oagulasa negativos fueron los
organismos predominantemente aislados de las infecciones
nogocomiales por el estafilococo resistente a metiecilina.
S.epidermidis y S.haemolyticus fueron las especies mas
prevalentes, asociados ademds a 1la produccién de 1limo,
hemélisis sinergista y al fenotipo de heterorresistencia.

Los resultados de este estudio indican el surgimiento de
estafilococo coagulasa negativo como un microorganismo
relevante para la década de los noventas desde el punto de
vista tanto médico como epidemiolégico, en virtud de que no
s6lo es la causa mds comin de bacteremias nosocomiales
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primarias, en numerosos centros de tercer nivel de atencidn
médica, sino que ademds en muchos hospitales de otros paises
es un germen con alta prevalencia de resistencia a metiecilina.

Las medidas sugeridas para no propiciar la diseminacién de la
resistencia a meticilina son: el uso racional de antimicrobianos
que implica ndmero de antibidticos, dosis y duracién del
tratamiento minimo necesarios; medidas efectivas de aislamiento de
los sujetos infectados considerando la gran importancia que tiene
el lavado de las manos antes y después del manejo de los enfermos
o los dispositivos que utiliza y reduccién de los procedimientos
invasivos en lo posible.

Entre los aspectos para investigar a futuro se considerara:
dilucidar la causa de las infecciones por estafilococo resistente
a meticilina en vias wurinarias, dado que 1las infecciones
nosccomiales en este sitio son las m&s frecuentes; determinar el
tipo de asociacién existente entre el fenotipo homogéneo de
resistencia a meticilina y la hemSlisis sinergista y definir las
caracteristicas epidemioldgicas, microbiolégicas y terapéuticas
especificas de los gérmenes con resistencia }ntermedia.
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1l. APENDICES

il.l. guestionarig

NOMBRE DEL PACIENTE ; EDRD_ - ‘SEXO

REGISTRO FECHA DE HOSPITMIZAK_:_ION N

FECHA DE DETECCION DE LA INFECCION i ] "PVROCEDVE QE OTRQ
HOSPITAL? NCMBRE DEL HOSPITAL, : } E PERIODO DE

HOSPLTALIZACION : L DIAGNOSTICG CON
EL QUE INGRESA ACTUALMENTE : o

ENFERMEDADES ASOCIADAS: INSUFICIENCIA CARDIACA. - DIABETES
HELLITUS INSUFICIENCTA VASCULAR
PERIFERICA OTRAS

USO DE ANTIBIOTICOS 4 SEMAMAS ANTES DE ADQUIRIR LA INFECCION:SI- . No: "

FECHA NOMBRE DEL ANTIBIOTICO . DOSIS/VIA ' 1" DURACTON ('

PROCEDIMIENTOS INVASIVOS EFECTUAROS? ST ' NOL
FECHA )

INFECCION SINTCMATICA: CASO W° CONTROL ‘N*_: /-

INFECCION ASINTOMATICA: CASO N? CONTROL. W*

SITIO DE LA INFECCION

HERIDA ABSCESO, PULMON PLEURA, TORRENTE
SANGUINEO PERITONEO MENINGES VIAS

URINARIAS HUESOS_____ARTICULACLONES ASOCIADA A

CATETER 1V VIRS RESPIRATORIAS SUPERIORES

OTRAS INFECCION HOSOCOMIAL: SI___NO_

ESPECIE DE ESTAFILOCOCO: SUSCEPTIBILIDAD A OXACILINA:
SENSIBLE RESTSTENTE FENOTIPO DE

RESTSTENCIA: HOMOGENEA HETEROGENEA, PRODUCTOR DE LIMO: SI___NO.
_ HEMOLISIS SINERGISTA: POSITIVA HEGATIVA AISLAMIENTO CONCOMITANTE DE
OTRO GERKEW: SI____ NO HOMBRE St
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11.3. antibiograma por microdiincién

a}). Preparacidn de la placa.
1. se ‘utilizaron placas de puliest
coloeé el medio de cultivae caldo Mheller-H

la léinea de pozos 2 y de 1a A ala B, : A -
2. 5e colocd el antibidtico en las lineas 1 y 2 y de la Aa pE

na-égﬁé;;;es_ddhdéwsgl
ton ‘( 50 pl‘)—* a p’a:tir.de; :

H.

3. Se diluy$ con el microdilutor a partir de los pozos' 2 al 11,

dejando la linea 12 para control de crecimiento. El dilutor se
esterilizé en el mechero.

&}, Preparacidn del antibibtico.

1). Se pesé el antibidtico segin la concentracidn deseada
{Pesa = Volimen x Concentracién / Potencia),

2). El antibibdtico se disolvié en el solvente ideal de acuerdo
al Comité Nacional para los estandares del Laboratorioc Clinico
{NCCLS, 1985).

3). Se aford el volimen del antibiético con agua desionizada
estéril.

4). Se alicuotd la solucibn del antibidtico en tubes con tapén
de rosca (aprox. 10 ml).

S5). La solucién del antibidtico se conservé de acuerdo a los
lineamientos esténdar internacionales (NCCLS, 1985).
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c}. Preparacién del inéculo.

1. La muestra fue sembrada en una placa de geiosa sangre de
carnero, estriando para lograr el aislamiento de UFC.. Se incubé
durante 24 h a 37°C.

2. Se inocularon de 2 a 3 UFC en 2 ml de caldo soya tripticasa
o infusidn cerebro corazén y se ajusté la turbidez al estdndar 0.5
de MacFarland. Esto equivale a 1.5 x 10' UFC/ml.

3, Se tomaron 190 pul de la suspensidn anterior colocdndolos en
10 ml de soluciédn amortiguadora de fosfatos (PBS). Este dié .una
concentracién aproximada de 1.5 x 10° YFC/ml.

4. Se tomaron 50 pl de la dilucidn anterior y se colocaron en
cada uno de los pozos de la placa, en el lugar asignado al control
o cepas problema. Esto equivale a 7.5 x 10° UFC/pozo.

d). Incubacién de las placas: las de oxacilina a 30°C durante 48 h,
para los otreos antibidticos a 35°C por 24 h.

e). Lectura: la concentracién minima inhibitoria fue "la
correspondiente a la méxima dilucién del antibidtico en la cual-no:

se observs desarrollc de la cepa probada.

£). Preparacidn del PBS.

NaCl ) 16.0 g
KH,PO, 0.4 g
Na,HPO, 5.8 g
Kcl 0.4 g
Agua desionizada 2.0 1

Ajustar pH 7.1
Esterilizar en autoclave 15 min/15 1lb.
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g). Preparacidn. del caldo Misller-Kinton suplementado.
1. Suplemento de Magngéio.

Se pesaron B8.36 g de MgCl,.6H,0; disolviéndolos en 1 litro de
agua desionizada. Se esterilizé por autoclave. Esta solucidn
contenia 10 mg de Mg*'/ml. Se adicionaron 5 ml por litro de caldc.

2. Suplemento de calcio.

Se pesaron 3.68 g de Cl,Ca.2H,0. Se disolvieron en un litro

de agua desionizada, esterilizindose. Esta solucidn contenia 10 mg

" de Ca*/ml. Se agregaron 10 ml por litro de caldo.

Al caldo de Mileller-Hinton gque se utilizé para la oxacilina
se le agregé NaCl al 4%, ademds de los suplementos de Ca y Mg.

11.4. Concentracién minima inhibitoria para otros antibidticas

{ng/ml) con actividad sobre_estafilococo. (Sahm DF, 1991}

Antibiéticos SENSIBLE BESISTENTE:
Penicilina s 0.12 =0.25
Vancemicina s 4 =32
Eritromicina < 0.5 = 8
Trimet/sulfam = 2/38 =-4/76
Clindamicina s 0.5 = 4
Amikacina s 16 z 64
Cipreofloxacina <1 L4
Tetraciclina s 4 = 16
Gentamicina s 4 = 16
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©11.5._ Hetero/homorresistencia a meticilina.

a) :Se_ trabajaron gérmenes con 24 h de desarrollo en ‘gelosa
sangre de carnero (fase logaritmica de crecimiento)
"b) utilizames placas de agar soya tripticasa con y sin
antibiético (oxacilina 30 pg/ml).
€) Preparamos una suspensidén bacteriana aproximada - al
estdndard 2 de McFarland (3x10% UFC/ml}.
d). Se tomaron 10 pul de la suspension anterior adicicondndolos
a 990 -pl de infusién cerebro corazén (BHI), para obtener una
dilucién de 1:100.
e) Se preparé una dilucién 1:1000, tomando 100 ul de la
dilucidn 1:100 y agregandolos a 900 pl de BHI.
£f) Se sembré 1 pl (con asa calibrada) de la dilucién
bacteriana 1:100 (3x10® UFC) en una placa con oxacilina y de la
dilucién 1:1000 (3x10° UFC) en placa con y Sin antibiético.
g) Se incubd a 35°C durante 96 h.
h) Se realizé cuantificacién de las UFC efectuando la
siguiente operacién: UFC de placa con antibiético/UFC de placa sin
antibidtico x 100.

11.6._Sinecrqismo oxacilina - dcido clavuldnico. (Edberg sC, 1981).
a). Se prepararon soluciones concentradas de oxacilina (128 pg/ml)

y dcido clavuldnico (16 pg/ml). Este en solucidn amortiguadora de
citrato 0.1 M, pH 6.5,
b). Preparacién de la placa (tablero de ajedrez):

1. Se colocaren 50 pl de caldo Mieller - Hinton en las lineas
de pozos B a laCyde la 2 a la 12, en una placa de microdilucidn.

2. Se aplicaron 50 pl de la solucidn de &cido clavulénico en
los pozos Ay B del 1 al 12,

3. Se colocd la solucién de oxacilina en los pozos 1 y 2, de
la A a la G.
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4, se efectuaron diluciones ver;icai y-horizontalmente -

5. Se diluyé en forma herizontal, a partir del pozo -2, la
hilera H. .

6. La preparacién del inéculo fue igual que para la
microdilucién.

7. Se incub& a 30°C durante 48 h.

8. Lectura: la evidencia de una reduccidn de 3 titulos en la
CMI a oxacilina con la combinacién (oxacilina/&cido clavulénico)
definié a los gérmenes hiperproductores de B-lactamasa.

11.7._Produccién de limo (Koneman EW, 1988)

a. Se cultivé la cepa de ECN en una placa de agar sangre de carnero
durante 48 h.

b. Se inoculé el germen en un tubo de cristal con 10 ml de caldo
soya tripticasa.

c. Se incubé a 35°C durante 48 h.’

d. Prueba positiva: evidencia de una capa mucoide adherida a la
pared del tubo.

e. Las cepas control fueron el S.epidermidis ATCC 35983 (productor
de limo) y el S.hominis ATCC 35982 (no productor de limo)

11.8._Hem6lisis sinergista (Hébert GA, 1985).
a). BSe wutilizaron tres placas de agar soya tripticasa con
eritrocitos lavados de sangre desfibrinada al 5 % de ovino, bovino

y humana.

b). Una cepa de S.aureus ATCC 25923 (productor de R-lisina) fue
estriada medialmente y en forma perpendicular las cepas en estudio.

c). Se incubaron las placas aerébicamente a 35°C durante 48 h.

598

ESTA TESIS HO DEBE
MR BE LA BIBLOTECY



B~ l:.s:.na, en 105

60



	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Abstract
	3. Introducción
	4. Hipótesis
	5. Objetivos
	6. Métodos, Sujetos y Materiales
	7. Resultados
	8. Discusión
	9. Conclusiones
	10. Referencias
	11. Apéndices



