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1.- RESUMEN

Staphylococcus aureus es conocido como uno de los principales agentes
patdgenos para los humanos, responsable de una gran cantidad de infecciones
en la comunidad y en el hospital, que van desde infecciones en la piel y tejidos
blandos hasta enfermedades sistémicas graves. Se caracteriza por poseer
particulares factores de virulencia y resistencia a ciertos antibioticos que le
permiten colonizar, invadir y diseminarse.

En 1941, el tratamiento de eleccion para las infecciones estafilocéccicas
era la penicilina, sin embargo después de su introduccién, se reporto el
aislamiento de una cepa resistente por producciéon de B-lactamasas. En 1961
Jevons, (en Londres) hizo el primer reporte de cepas MRSA (Staphylococcus
aureus resistente a meticilina), destacandolo como importante causa de
infeccidbn nosocomial en Europa.

Actualmente las infecciones por MRSA que estaban confinadas a nivel
hospital (HA-MRSA) se presentan en la comunidad (CA-MRSA).

La importancia clinica del HA-MRSA radica en la elevada frecuencia de
brotes epidemiolégicos en todo el mundo, siendo un problema de
trascendencia econémico y social, con altas tasas de morbilidad y mortalidad.
Entre los principales factores de riesgo que dan origen a este tipo de infeccion
destacan: el uso inapropiado de antibidticos de amplio espectro, mayor nimero
de pacientes inmuno-comprometidos, utilizacibn de medios invasivos como
catéteres y sondas que facilitan la entrada y colonizacién de cepas de MRSA a
la sangre y tejidos.

Las infecciones adquiridas en la comunidad (CA-MRSA) se presentan
fuera de los tradicionales factores de riego hospitalario, los sintomas clinicos
son principalmente infecciones en la piel y tejidos blandos, neumonia
necrotizante y septicemia.

El mecanismo de resistencia de MRSA consiste en la sintesis de una
proteina fijadora de penicilina (PBP), denominada PBP2a con baja afinidad
para los antibidticos B-lactamicos, esta proteina es codificada por el gen
denominado mecA y conserva su accion de transpeptidasa en la sintesis de la
pared bacteriana aun cuando las otras PBP de S. aureus estén inhibidas por

los antibidticos B-lactamicos.

>
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La adquisicion de esta resistencia se debe principalmente al intercambio
horizontal de genes, en este caso el gen mecA el cual se localiza en el cassette
cromosomal estafilocéccico mec (SCCmec).

En nuestro pais existe un numero limitado de estudios sobre las cepas
MRSA, al ser un patégeno reemergente es de suma importancia contribuir a la
difusién de informacién que permita controlar la propagacion de estas cepas y
desarrollar pruebas que puedan ser implementadas en hospitales y clinicas

para su oportuna deteccion.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO DE Staphylococcus aureus
RESITENTE A METICILINA

El MRSA se aislo primero en el Reino Unido en 1961, dos afios después
de la introduccién de la meticilina en la practica clinica. Durante los afios
siguientes, se extendié a otros paises europeos. En la década de 1970, se
diseminé en todo el mundo, y actualmente es el principal causante de
infecciones nosocomiales, se ha detectado en una gran variedad de lugares
(hospitales, centros de atencion, clinicas y comunidad), siendo asi un problema
de salud publica de trascendencia econémica y social. Debido a la presencia
de altas tasas de morbilidad y mortalidad provocadas por este microorganismo,
destaca su importancia clinica y epidemiolégica. Estas infecciones para su
estudio se han divido en infecciones nosocomiales e infecciones adquiridas en
comunidad.?® Lo anterior, porque en estudios realizados a estas cepas se ha
encontrado que presentan determinantes geénicas, cuadros clinicos vy

tratamientos distintos.

Para tener una visién del impacto de estas cepas cabe mencionar que,
MRSA causO en 2005 mas de 94,000 infecciones potencialmente mortales y
casi 19,000 muertes en los Estados Unidos; la mayoria de estas muertes
estuvieron vinculadas a entornos médicos. Estas cifras fueron publicadas en la
edicion del 17 de octubre de 2007 del Journal of the American Medical
Association (JAMA), como parte del estudio mas completo que se ha hecho
hasta la fecha sobre las tendencias de las infecciones invasivas por
MRSA.15'143

En el resumen estadistico del Healthcare Cost and Utilization Proyecto
(HCUP) de la Agencia para la Investigacion y Calidad (EE.UU. Departamento
de Salud y Servicios Humanos), se afirma que el nimero de casos de
infecciones por MRSA se incrementaron casi 10 veces entre 1995 y 2005. El
costo aproximado de la estancia hospitalaria y la duracion de la hospitalizacién
por infecciones de MRSA eran US 14 000 y de 10 dias, mientras que el costo

fue de US 7,600 y de 4,6 dias para otras enfermedades.®®

>
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El costo del tratamiento de las infecciones por MRSA en los EE.UU. en
2004 fue de méas de 4 mil millones de ddlares que representan una enorme
carga econdémica a las unidades de asistencia sanitaria. Es evidente que la
reduccion del tiempo de diagndstico también puede reducir la duracion de la

estancia del paciente en el hospital y aumentar el ahorro.

La importancia de su estudio en México radica en el hecho de que no se
tienen estudios epidemiolégicos que muestren cifras concretas del problema

actualmente, ademas de ser un campo de estudio poco explorado.
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3. OBJETIVOS

e Recopilar informacién actualizada para generar una revision bibliogréfica
sobre Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, y plantear los
aspectos mas relevantes sobre la importancia del estudio.

e Generar un documento estructural aplicable a proyectos de
investigacion, hospitales, centros de salud y a personas interesadas en
el tema, con lo cual podran crearse bases de datos epidemiologicos, que
muestren el panorama de impacto de MRSA en México.

e Describir las ultimas actualizaciones e innovaciones en el campo de

diagnastico, tratamiento, prevencion y control de MRSA.

4. METODOLOGIA

Se realizd la busqueda de publicaciones en bancos virtuales de
informacion, empleandose para la busqueda palabras clave como:
Staphylococcus aureus, MRSA, S. aureus resistente a meticilina, HA-MRSA,
CA-MRSA, por mencionar algunos. Se consultaron a su vez las referencias de
los articulos revisados en orden consecutivo.

El criterio de seleccion de las revisiones se baso inicialmente en la fecha
de publicacién, tomando en cuenta sobre todo aquellas de los dltimos cinco
afos; ademas de considerar el factor de impacto (mayor a 2.5 puntos).

También se utilizaron como material de apoyo, tesis doctorales de
universidades nacionales e internacionales de prestigio como la Universidad de
Espafia (Universidad Complutense de Madrid), y de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Se revisaron libros de actas, resimenes de congresos y
manuales de procedimientos normalizados de operacion emitidos por
instituciones de indole internacional y nacional para la identificacion del
microorganismo en estudio.

La clasificacion y revision de la informacion, se realizé considerando los
aspectos relevantes de la informacion de estudio y/o metodologia empleada.
Las explicaciones emitidas por los autores de acuerdo a sus resultados y
perspectivas, se correlacionaron y compararon a fin de emitir un juicio en

comun.

>
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5. INTRODUCCION

El género Staphylococcus contiene més de 32 especies diferentes,
clasificadas a partir de la composiciéon de DNA, por su bajo contenido de G+C;
muchas de éstas son microbiota de la piel y las membranas mucosas del ser
humano; no tienen otros habitats importantes, excepto cuando estan
involucrados en infecciones, 6 especies del género Staphylococcus tienen
importancia clinica, de los cuales 5 estan clasificados como estafilococos
coagulasa negativos (ECN), y uno como estafilococo coagulasa positivo
(ECP).>®
Estafilococos coagulasa negativo (ECN):

e S. epidermidis: representa el principal patbgeno potencial, se le reconoce
como uno de los agentes etioldogicos mas destacados dentro del ambiente
nosocomial y se le ha aislado con notable regularidad. En cuanto a su
participacion en enfermedades del sistema cardiovascular se le ha
detectado en 74 % a 92 % de las septicemias causadas por ECN dentro
de los hospitales, atribuyéndose a su facilidad para colonizar el intestino de
los pacientes enfermos, y a su constante relacibn  con catéteres
intravenosos utilizados en las quimioterapias. Por otra parte figura entre los
principales microorganismos que afectan el SNC. >4 123

e S. haemolyticus y S. saprophyticus: ambas especies figuran en segundo
término, entre los ECN que se encuentran con mayor frecuencia en las
infecciones clinicas. La primera destaca en la endocarditis de valvulas
naturales, septicemia, peritonitis, contaminaciones de heridas traumaticas,
inclusive algunas afecciones del tracto urinario. > %1%

Por su parte a S. saprophyticus se le considera el segundo agente causal

de las infecciones del tracto urinario en los jovenes, principalmente en las

mujeres sexualmente activas. > 412>

e S. lugdunensis y S. schleiferi: son oportunistas ya que contaminan con
suma frecuencia los materiales de implantacion, catéteres y sondas. >

A S. lugdunensis se le ha comprobado una incidencia considerable en

endocarditis de valvulas naturales y prostéticas, septicemia, abscesos

cerebrales, osteomielitis, osteoartritis cronica, infecciones de vasos

prostéticos, de tejidos profundos. En todos estos casos, un buen nimero de

>
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pacientes presentan factores predisponentes a la infeccion, tales como
diabetes mellitus, traumatismos por cirugias, cancer, sida y enfermedades
multiples. %1

S. schleiferi se encuentra con menor frecuencia que el anterior, tanto en el
ambiente de hospitales como fuera de ellos, se le ha observado como
agente etioldgico de empiema cerebral, infecciones de heridas, septicemias
con osteitis de columna vertebral y de otras enfermedades asociadas a
sondas craneales de desagiie y a catéteres de la vena yugular. >

e S. aureus (clasificado como Estafilococo Coagulasa Positivo, “ECP"). *°

5.1 Staphylococcus aureus: Clasificacion taxondmica y generalidades

El volumen 3 de la segunda edicion del Manual de bacteriologia
sistematica de Bergey's agrupa a Staphylococcus aureus dentro de las
bacterias Gram-positivas, con DNA de bajo contenido G+C, miembro del
Phylum: Firmicutes, Clase: Bacilli,  Orden: Bacillales, Familia:

Staphylococacceae, género: Staphylococcus, especie: aureus. *°>°

S. aureus causa enfermedad en sitios donde existe alteracion de los

mecanismos de defensa del hospedero (ejemplo: piel o mucosas
dafiadas), aunque también puede fungir como parte de la inmunidad
innata. >*°?

e Es un microorganismo objetable en productos farmacéuticos no
estériles.'??

e Es el patbgeno més importante del género. *%>?

e Es muy resistente a agentes fisicos y quimicos como: luz,
temperaturas extremas, desecacion, desinfectantes (cloruro de
benzalconio, fenol), altas concentraciones de cloruro de sodio, oxidacion

por teluritos y a antibiéticos. >
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5.2 Caracteristicas microscopicas de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un coco Gram-positivo, su diametro fluctia
entre 0,8 -1,0 micrometro (ver figura 1), no es mévil, no forma esporas, puede
encontrarse solo 0 en pares y en cadenas cortas 0 en racimos cuando
proviene de muestras biolégicas o cultivos sélidos, es anaerobio facultativo,

pero crece mejor en condiciones aerobias®® *012>130

IR
t Figura 1. Morfologia microscépica de
b X

5 w Staphylococcus aureus.*®

7 g

~
5.3 Caracteristicas macroscopicas de Staphylococcus aureus

S. aureus comunmente forma colonias que oscilan entre 6.0 a 8.0 mm
de diametro, redondas, lisas, elevadas y traslicidas; de color amarillo cremoso
a naranja. Las cepas con capsulas relativamente grandes, tienen un aspecto
himedo y brillante. ** %052 8

Este microorganismo se reproduce facilmente en laboratorio previa
siembra en caldo o agar nutritivo. Crece en medios quimicamente definidos, los
cuales contienen glucosa, sales, aminoacidos, tiamina y acido nicotinico, en
rangos de pH de 4.8 2 9.4 > !

Su crecimiento en agar sangre es mas abundante y hace posible poner
de manifiesto hemolisinas estafilocéccicas como la a, B, y y 5.%% >11%2

La incorporacion de 6.5 a 8 % de cloruro de sodio a los medios de cultivo
permite su desarrollo, a la vez que inhibe el crecimiento de otras
bacterias.?®°!>?

Los medios de cultivo empleados con frecuencia para el desarrollo del
género y sus caracteristicas en ellos son:

a) Gelosa sangre (G.S.): debido a la produccion de hemolisinas (ver figura 2)

se rodean por halos transparentes. *°°2

>

20



b)

d)

f)

Baird Parker (ver figura 2), las colonias suelen rodearse por halos
transparentes debido a la elaboracion de de lecitinasas, ademéas hace
evidente la capacidad de los ECP de reducir el telurito a teluro originando
colonias de color negro. Cabe emcionar que el medio contiene cloruro de
litio, lo que lo hace selectivo para los microorganismos haléfilos. °*>?

Agar S110: la alta concentracion de cloruro de sodio (6.5-8%) hace al
medio selectivo para los estafilococos, ya que es un microorganismo
haléfilo, °*°? las colonias manifiestan un color amarillo dorado (figura 2), al
producir un pigmento lipofilico-no hidrosoluble, constituido por derivados de
la xantina. *">°

Manitol Sal Agar (MSA): la alta concentracion de cloruro de sodio inhibe el
crecimiento de las bacterias que no son haldfilas, las colonias se rodean por
halos amarillos, debido a que suele ocurrir fermentacion del manitol, y el
indicador rojo de fenol vira por disminucién del pH. °®*2

Voguel Jonson: este medio hace evidente la capacidad de los ECP de
reducir el telurito a teluro originando colonias de color negro, el medio
contiene manitol y la fermentacion de este carbohidrato provoca un vire en
el indicador rojo de fenol a amarillo. *%*2

El CHROMagar Staph aureus (Sensibilidad epidemiologica: 96,8%, 20
horas de incubacion), las colonias se observan de color rosa- violeta y S.
aureus ID agar (Sensibilidad epidemiolégica: 91,1%, 20 horas de
incubacion), de color verde. Estos medios verifican la presencia de a-

glucosidasa durante el desarrollo (las colonias ECN crecen en color azul,
5,124,21,165

blanco o beige).

Figura 2. Morfologia
macroscopica de
Staphylococcus
aureus

a) Medio S110.

b) Agar sangre.

c) Baird Parker
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5.4 Perfil biogquimico asociado a la identificacion de Staphylococcus
aureus

Debido a las caracteristicas metabdlicas propias de S. aureus, en clinica
se emplean pruebas bioquimicas para la diferenciacion de la especie entre las
que destacan: la prueba de la catalasa, lo que permite su diferenciacion con el
género Streptococcus sp.; coagulasa siendo S. aureus el Unico capaz de
producir esta enzima, fermentar lentamente muchos carbohidratos, y presentar
actividad proteolitica variable. 3 °0->2
Las pruebas complementarias (Ver tabla 1) para la diferenciacion de este

microorganismo entre las otras especies del género, son:

Tabla 1. Perfil bioquimico para la diferenciacion de Staphylococcus aureus de

otras especies.®® 107 140152

Prueba S. S. S. S. S. S.
aureus | epidermidis | haemolyticus | saprophyticus | lugdunensis | schleiferi
Coagulasa + - - - - -

Factor + - - - (+) +
aglutinante
Termonucleasa + - - = - +
Fosfatasa + + - - - +
alcalina
Ureasa D + - a5 D -
Res. a - - - + - -
novobiocina
Sacarosa + + + + + -

d = 11 — 89 % de cepas positivas; () = reaccion tardia

5.5 Condiciones de crecimiento

Este microorganismo desarrolla a una temperatura entre 10 a 40°C, con
un crecimiento éptimo a 37° C, es importante precisar que su pigmentacion
caracteristica se debe a la produccion de carotenoides, el cual se produce
mejor a temperatura ambiente (20 a 25 © C).*3 °0- 15240 ge gptiene un desarrollo

abundante de 18 a 24 horas.>® 814

22

>



5.6 Factores de virulencia

La patogénesis es un proceso multifactorial que depende del estado
inmune del huesped, la naturaleza de la especie o cepa (factores de virulencia)
y el nUmero de organismos en la exposicion inicial. La patogenicidad es la
capacidad de un microorganismo para producir un dafio en un huésped,
mientras que la virulencia es el grado de patogenicidad de un serotipo, de
una cepa o de una clona microbiana en un huésped susceptible.***

Algunas cepas de S. aureus poseen capsula la cual les protege de la
quimiotaxis y fagocitosis facilitando a su vez la adherencia a materiales. Su
pared celular (ver figura 3) esta formada principalmente por peptidoglucano,
acido teicoico, proteina A y factor de agrupamiento. EI peptidoglucano es
importante en la patdgenia de la infeccion, ya que induce la produccion de
interleucina 1 y anticuerpos opsonicos, ademas de atraer quimicamente
leucocitos polimorfonucleares, posee una actividad parecida a endotoxina,
ademas de activar el complemento. Los acidos teicoicos, polimeros de glicerol
o fosfatoribitol (polisacaridos complejos), estan unidos al peptidoglucano y a la
membrana citoplasmatica y son especificos de la especie S. aureus, ademas
presenta el acido teicoico-ribitol con residuos de N-acetilglucosamina

(polisacérido A) 1> 0. 57128

Figura 3. Estructura de la pared

celular de Staphylococcus aureus*?®

S. aureus produce una gran variedad de proteinas que contribuyen a su
facilidad para colonizar y causar enfermedades en el ser humano. Casi todas
las cepas producen un grupo de enzimas y citotoxinas. La tabla 2 muestra los

principales factores de virulencia descritos hasta la fecha.*> >°

>
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Tabla 2. Principales factores de virulencia presentes en Staphylococcus

aureus >°
Estructurales Enzimas Toxinas
Peptidoglucano Diseminacion Hemolisinas a, B,y y A
Proteina A Hialuronidasa Leucocidina de
Factores de adhesion Colagenasa Ppaclt_on-Valentlne
(Glicocéalices y acidos T ( )
) L Fibrinolisina .
lipoteicoicos ALT) _ Enterotoxinas
Polisacaridos Lipasas estafilocdccicas
capsulares Interfieren en la fagocitosis | Toxina 1 del sindrome
(en algunas cepas) Coagulasa del shock toxico
Catalasa Toxinas exfoliativas
(ETAy ETB)
DNAsa o nucleasas
Fosfatasa
Proteasas
Inactivan antibioticos
B-lactamasas

Estos factores participan en la adhesion y captacion de nutrientes para el

microorganismo y sirven a su vez para evadir la respuesta inmune del huésped.

En base a lo anterior se han clasificado en tres categorias:

1.

Involucrados en la adherencia a la célula del huésped o matriz
extracelular: fibronectina, proteinas de union a fibrin6geno, colageno y
coagulasa.

Involucrados en la evasion de la respuesta inmune: toxinas
estafilococicas, TSST-1, PVL, proteina A, lipasas y polisacaridos
capsulares.

Involucrados en la invasion y diseminacion en los tejidos del huésped:

hemolisinas.>%®’
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5.7 Epidemiologia y patologia de Staphylococcus aureus

El principal reservorio de S. aureus es el ser humano, encontrandose en
portadores sanos en la parte anterior de las narinas, * °>"® entre el 25y 50 %
de estos portadores también lo llevan en manos y piel, la colonizacién se puede
asentar sobre la mucosa nasal, ingle, garganta, orofaringe, epidermis integra,
Ulceras cronicas cutaneas, heridas en fase de cicatrizacion o en la uretra de
portadores de sonda.” %%

Algunos estudios han demostrado que las narinas son la zona anatomica
en la cual el microorganismo puede aislarse en forma constante; cuando se
trata a las narinas con un antimicrobiano tépico para eliminar el estado del
portador, en la mayor parte de los casos S. aureus también desaparece de
otras zonas del cuerpo. *> 3% >"77

En la era moderna, se estima que el 25-35% de portadores sanos llevan
a S. aureus en la piel o las membranas mucosas **®. Esto significa que hasta
dos millones de personas actualmente en todo el mundo son portadoras de S.
aureus, y las estimaciones basadas en las bases de datos de Holanda y EUA
informan que la prevalencia se encuentra en el rango de 2 a 53 millones de
personas que son portadoras de S. aureus **®

De acuerdo con los resultados publicados en articulos realizados en
Espafa, correspondiente al afio 2007, Staphylococcus aureus, con una
prevalencia del 10,6% ocupa el segundo lugar en orden de frecuencia entre los
microorganismos causales de infeccibn nosocomial en los hospitales
espafoles, por detras de Escherichia coli (15,4%) y por delante de
Pseudomonas aeruginosa (10,3%). Asimismo, el estudio en el que participaron
74 unidades de cuidados intensivos (UCI) distribuidas por toda Espafia, indica
que S. aureus es el tercer microorganismo mas prevalente en infecciones
adquiridas.”’ 78 82105

Un portador es un individuo afectado por un patdégeno que no muestra
signos de una enfermedad clinica. Mucha de las infecciones estafilococcicas
resultan de la transferencia del estafilococo en microbiota del individuo
afectado pero asintomético a un individuo susceptible (Ver algoritmo 1), por lo
que los portadores son una fuente potencial de infeccion para otros, siendo
importantes criticamente para el brote de enfermedades. 2

A través del tiempo tres patrones de portadores han sido distinguidos.

>
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a)

b)

Persistente: cerca del 20 % de los individuos casi siempre portan un tipo de
cepa. Es mas frecuente en nifios que en adultos, y muchos individuos
cambian su variante de portador entre los 10 y 20 afios. Tiene un efecto
protector sobre la adquisicion de otras cepas, al menos durante la
hospitalizacion.

Intermitente: cerca del 60 % de los individuos portan cepas que cambian y
tienen frecuencia variable.

No portadores: cerca del 20 % de los individuos casi nunca portan la

Cepa.15’ 57

Algoritmo 1. Rutas de diseminacion de S. aureus que afectan numerosas

regiones anatémicas del cuerpo humano *°

| ufias vagina o

paroniguia < I I > vaginilis
manos

oftalmias 2| contaminadas | uretra,, uretritis

uretra )
veitga

L 4

neumnenia cistitis

Tpu]nmnes Vl-'jiﬂF'T W rifiones
bronguios

brongquitis — tragueitis piclonefritis
TLn‘aquea
rifiones
laringitis sangre
Y
Tlar‘mgf.
05 sangre i
sinusitis — faringoamigdalitis| ——» septicemia
paranasales| .
N . meninges
meningitis -+

COTAZON

endocarditis e

articulacion
artritis purulenta

Cvees {racturas previas
osteomielitis
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Staphylococcus aureus es el agente etioldgico de diversas patologias,
incluyendo infecciones de piel y tejidos blandos, bacteremia, endocarditis,
infeccion del SNC vy del tracto genitourinario, ademas de ser el responsable de
infecciones esporadicas, asi como de epidemias, que abarcan desde brotes
intrafamiliares pequefios hasta brotes nosocomiales grandes, por lo que se le
confiere especial énfasis a su estudio.®*>*1411>

La piel y las mucosas intactas son las barreras de defensa mas
importantes contra el establecimiento de la infeccion estafilococcica. Asimismo
las quemaduras, varicela, infecciones herpéticas, eccema, epidermalisis
bulosa, heridas quirdrgicas, entre otras, son enfermedades que el estafilococo
aprovecha para su ingreso. En pacientes hospitalizados, las punciones
intravenosas y los catéteres son origen de infeccién estafilococcica # **°. En la
figura 4 se muestran los principales sitios anatomicos afectados por

infecciones causadas por Staphylococcus aureus.

Sindrome de la piel escalds

estzfilococcica
-
-
— | Foliculitis
/ ~r

Crzuelo

Abscesos
mamarios

Intoxicacion
estafilocdccica
porzalimentos

Sindrome
choque

toxico

Osteomielitis

Figura 4. Principales sitios anatdmicos de infecciones causadas por

Staphylococcus aureus.

>
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5.8 Infecciones causadas por Staphylococcus aureus

S. aureus presenta gran variedad de receptores de superficie que le
permiten unirse a los tejidos y cuerpos extraiios cubiertos con fibronectina,
fibrinbgeno y colagena, lo que posibilita que un inéculo bajo de
microorganismos se adhiera a suturas, protesis valvulares cardiacas,
derivaciones de liquido cefalorraquideo, protesis ortopédicas y vasculares,
incluso derivaciones arteriovenosas para hemodialisis.® **

Una vez que se establece la infeccidbn, una respuesta 6ptima de
polimorfonucleares resulta esencial para contener la infeccion y eliminar a los
microorganismos. Cualquier alteracion en este mecanismo llevard a la
implantacién de una afeccién estafilococcica.®

Hay pruebas epidemioldgicas de que las cepas de S. aureus en general
son de baja infectividad, a menos que las condiciones locales brindan
oportunidades especiales para la multiplicacién en el cuerpo. Los estafilococos
coagulasa positiva pueden causar enfermedad por dos mecanismos:

e Invasion directa: se produce una reaccion inflamatoria aguda, iniciada por
los productos microbianos por el dafio histico y actividad leucocitaria. La
capacidad patogénica de una cepa de S. aureus es un efecto combinado de
factores extracelulares y toxinas. La lesion tiende a ser circunscrita, en parte
por el depdsito de fibrina a través de la accion de la coagulasa
estafilococcica. ElI microorganismo puede multiplicarse dentro del leucocito
y destruirlo, en suma, varios mecanismos incluso la produccién de proteina
A, sirven para protegerse de la fagocitosis. La a-hemolisina y la reaccion de
hipersensibilidad retardada a las proteinas estafilococicas contribuyen a la
necrosis en las lesiones. De una lesion local, el estafilococo coagulasa-
positivo puede diseminarse por via hematogena a sitios distantes, para
alcanzar huesos, articulaciones y otras estructuras importantes.

e Liberacion de toxinas: los estafilococos también causan enfermedad a
través de toxinas que elaboran, sin que haya infeccion invasora evidente.
Entre las enfermedades estafilocdccicas toxigénicas figuran el sindrome de
la piel escaldada, el sindrome del choque toxico y la intoxicacion

alimentaria.®>*®
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Staphylococcus aureus es origen de una gran variedad de procesos infecciosos
gue causa tres sindromes basicos:

a) Infecciones cutaneas o circunscritos
Foliculitis: infeccion que se desarrolla en los foliculos pilosos, glandula
sebacea o sudoripara (Ver figura 5). Cuando ocurre en la base de los parpados

se llama orzuelo. * Cuando avanza el proceso inflamatorio, la piel se vuelve

sensible, tersa y brillante. En ocasiones suele ser una complicacion de acné
9, 29,115

vulgar.

Figura 5. Masculino 30 afos con cuadro

de foliculitis en cuello.®?

Impétigo: es una infeccion superficial que puede afectar a adultos y
principalmente a nifios pequefios (ver figura 6), se presenta principalmente en
la cara y extremidades. Comienza con una papula eritematosa que puede tener

un estadio vesicular o transitorio.%2%57 86 118,115

Figura 6. Nifio de 6 afios con cuadro de
infeccibn en boca por S. aureus.

Impétigo™®.

Foranculos: es el prototipo y la lesion mas comun producida por este

microorganismo, es un absceso superficial circunscrito (ver figura 7) y de
9, 57,76, 86,115

evolucién aguda.

Figura 7. Foranculo superficial en la

parte lateral derecha del rostro. %2
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Carbunco: la infeccion puede provenir de un forinculo, que se extiende a
tejidos subcutaneos. Son lesiones graves (Ver figura 8) que pueden redundar
en invasion al torrente sanguineo y estan vinculados con fiebre y signos de

enfermedad sistémica % 2% 57 86, 115117

Figura 8. Cuadro clinico de

carbunco en cuello. 62

Paroniquia: es una infeccibn comdn la cual implica los tejidos blandos
alrededor de las uias (ver figura 9), ya sea de pies o0 manos. Siendo una causa

com(n para la diseminacién a otros sitios del cuerpo humano. % *"°

Figura 9. Infeccion en ufias causada
por Staphylococcus aureus.**®

Abscesos mamarios: es relativamente frecuente en recién nacidos. Suelen
ser unilaterales (Ver figura 10) y se observan dentro de las dos primeras
semanas de vida. El dato mas relevante consiste en eritema intenso e

induracion de la glandula mamaria afectada.®?® °"**°

Figura 10. Absceso mamario unilateral -

en nifio de 6 meses.'*® j
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Infecciones en heridas: Staphylococcus aureus es una causa importante de
infecciones en heridas (ver figura 11). El origen puede ser el mismo paciente
que es portador.>” Pueden ocurrir en el paciente después de una intervencion
quirdrgica o de un traumatismo, al introducirse en la herida los
microorganismos que colonizan la piel. Los estafilococos no son generalmente

capaces de producir una infeccién en un individuo inmunocompetente a no ser

gue haya un cuerpo extrafio en la herida. Las heridas quirldrgicas infectadas
29,86,117,125

pueden funcionar como focos de infecciones sistémicas.

Figura 11. Herida quirurgica infectada

por Staphylococcus aureus.?

b) Infecciones profundas y sistémicas

Bacteremia: La bacteremia deriva de un foco de infeccidon no evidente, durante
el curso de una infeccion primaria de piel, del aparato respiratorio o por otros
procedimientos lesivos.”> Las bacteriemias por Staphylococcus aureus en
especial los episodios prolongados, se asocian con la diseminacion a otras
partes del organismo dando origen a endocarditis, osteomielitis y la formacién
de abscesos metastaticos, particularmente en la piel, los tejidos subcutaneos,
los pulmones, los rifiones, el higado y el cerebro.®2%8¢

Endocarditis: S. aureus es causa de endocarditis en 16 a 45 % de los casos;
por lo comun, ocurre dentro de los 60 dias que siguen a la operaciéon. Los
pacientes estan gravemente enfermos, estan febriles y letargicos y la
enfermedad avanza con rapidez. Son frecuentes los datos de
descompensacion cardiaca mientras que los cambios clasicos de endocarditis
(anemia, esplenomegalia, petequias, hemorragias) pueden notarse al principio

de la enfermedad.™*® Presenta una tasa de mortalidad del 50 %, a no ser que

>,
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se instituya un tratamiento médico y quirdrgico adecuado de forma
inmediata.'t>11712°

Neumonia: se presenta a cualquier edad, principalmente en la etapa
pediatrica. Es un proceso de rapido avance. Tiene dos formas a) neumonia
primaria por inoculacion directa a través del aparato respiratorio y b) neumonia
secundaria, originada por via hematégena (bacteriemia).>”**>1%

Osteomielitis: puede resultar de la diseminacion hematégena en el hueso
tanto en nifilos como en adultos, o como infeccibn secundaria como
consecuencia de un traumatismo, una infeccidon quirtrgica o de la extension de
una infeccion desde una zona adyacente. S. aureus es la principal causa de
artritis séptica en nifios pequefios y en adultos que reciben inyecciones
intraarticulares. La afectacion secundaria de multiples articulaciones indica la
diseminaciéon hematégena desde un foco localizado. La infeccién se demuestra
generalmente en las grandes articulaciones (hombro, rodilla, cadera y codo). El
prondstico en nifios es excelente, pero en adultos depende de la naturaleza de
la enfermedad subyacente, asi como la aparicibon de complicaciones
infecciosas secundarias.”*°"*?°

Meningitis estafilocdccica: se presenta en pacientes con anormalidades del
sistema nervioso central relacionados con traumatismos, cirugia, tumores
malignos, e hidrocefalia®’. S. aureus es una de las causas mas frecuentes
asociada con derivaciones ventriculoperitoneales; también es uno de los
microorganismos asociados con peritonitis en pacientes sometidos a dialisis
peritoneal ambulatoria contintia ?® ademéas de ser causante de infecciones del

tracto urinario.%?>1°

c) Sindrome toxémicos

Sindrome del choque téxico TSST-1 (“toxic shock sindrome” TSS, siglas
en inglés): Es una enfermedad grave causada por S. aureus se debe a la
toxina 1 del sindrome de choque toxico (TSST-1) La mayor parte de estas
cepas produce también por lo menos una de las enterotoxinas estafilococcicas.
%057 y este puede ser menstrual (por coincidir con el periodo menstrual) y esta
asociado con el uso de tampones, 0 bien ser no menstrual en cuyo caso como
la celulitis, infecciones posparto, vaginales o como una complicacion de los

abscesos estafilococcicos.t™ &

>
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Es una enfermedad multisistémica que se inicia con el crecimiento localizado
de las cepas de S. aureus productoras de la toxina en la vagina o en la herida,
seguido de la liberacion de la toxina al torrente circulatorio. Las
manifestaciones clinicas comienzan de forma brusca y consisten en fiebre alta,
hipotensién, exantema eritematoso difuso, descamaciéon de la piel después de
1 a 2 semanas del atague (antes de este tiempo es fatal) e implicacién de tres
0 mas sistemas (gastrointestinal, muscular, renal, hepatico, hematologico y
nervioso central). * °” 817 En adultos puede producir sindrome de dificultad
respiratoria, coagulacién intravascular y falla renal. *®® La muerte en los
pacientes con TSST-1 se produce por un choque hipovolémico que lleva a un
fallo multiorganico. La alta tasa inicial de fallecimientos ha disminuido al

conocerse mejor la epidemiologia y etiologia de esta enfermedad.® 2% 114115 117

125

Sindrome de piel escaldada estafilococcica (“ Staphylococcal scalden-skin
sindrome”, SSSS) o Enfermedad de Ritter: es "W

una enfermedad de la piel causada por las
toxinas exfoliativas A y B de S. aureus. Es una
enfermedad de neonatos y lactantes. El cuadro
clinico varia desde ampulas bien delimitadas
hasta una descamacion grave que afecta 90 %
de la superficie corporal total.>® " Se caracteriza
por el inicio brusco de un eritema perioral localizado (enrojecimiento e
inflamacion alrededor de la boca) que se extiende por todo el cuerpo en los dos
dias siguientes y poco después se forman grandes ampollas y vesiculas
cutaneas que se siguen de la descamacion del epitelio. El epitelio vuelve a
estar intacto en 7-10 dias, cuando aparecen los anticuerpos protectores. La
tasa de mortalidad es baja, cuando ocurre la muerte es el resultado de una

infeccion bacteriana secundaria.®?%50114.115.117
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| Intoxicacion estafilococcica por alimentos
~ (“Staphylococcal food poisoning” SFP):
resulta de la ingestibn de una o0 mas
enterotoxinas preformadas en alimentos
contaminados con S. aureus. La ingestion no
resulta enterotoxémico al menos que altas
| dosis sean consumidas.

Los estafilococos ingeridos después del

tiempo de incubacion, no producen mas
toxina, por lo que la enfermedad tipicamente se resuelve dentro de las 24 a 48
horas del ataque 38, 50, 48,117 Algunas cepas de S. aureus pueden producir
también enterocolitis y ocurre fundamentalmente en pacientes que han recibido
antibioticos de amplio espectro, que suprimen la microbiota del colon y

permiten el crecimiento del microorganismo. % 29114, 117.125
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5.9 Pruebas de laboratorio dirigidas a la busqueda e identificacion de
Staphylococcus aureus

El propoésito de la microbiologia clinica es la colaboracion estrecha con
miembros del equipo de salud para proporcionar el diagndstico y manejo
optimo de los pacientes con enfermedades infecciosas, y ademas de prevenir
la diseminacién de enfermedades hacia otros individuos. El diagnéstico y
tratamiento inicial son por lo general mas urgentes en enfermedades
infecciosas que en cualquier otro tipo de proceso patoldgico, ya que tanto la
mortalidad como la morbilidad pueden ser reducidas en forma significativa si se
inicia tempranamente el tratamiento adecuado. La tabla 3 resume las muestras
que se toman, segun cada padecimiento para el diagnostico de enfermedades

estafilococcicas.

Tabla 3. Muestras involucradas en el diagnéstico de enfermedades
estafilocdccicas™.
Padecimientos Muestras
Piodermitis, faringoamigdalitis,
sinusitis, otitis, oftalmias, uretritis, Exudados y secreciones
vaginitis, SSSS, infecciones

intrahospitalarias
Endocarditis, septicemia, SST-1 Sangre
Pielonefritis, uretritis, septicemia Orina

Traqueitis, bronquitis y neumonia Expectoraciones y aspirado

>

trastraqueal
Osteomelitis Médula 6sea
Artritis Liquido sinovial
Paroniquea Fragmentos de ufas
Meningitis LCR
Intoxicacion alimenticia Alimentos
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El transporte y tratamiento Optimo de las diversas muestras
mencionadas con anterioridad es determinante para el diagndéstico oportuno,
por lo cual es importante tomar en consideraciéon el origen y medio de
transporte desde el lugar de la toma hasta el laboratorio.

e Para el transporte del exudado nasal, faringeo, piel o herida, se emplea
un hisopo con el medio de transporte (medio Stuart o solucidén salina
isotonica estéril).

e Las expectoraciones, alimentos, orina, LCR, sangre, fragmentos de
ufias, se transportan en un envase estéril. *°
Estas muestras se pueden conservar durante un tiempo inferior o igual a

24 horas a temperatura ambiente o entre 2-8°C.*°

Una vez tomada la muestra se realiza un frotis de la misma, y se
procede a hacer la tincibn de Gram (siempre y cuando se trate de las
siguientes muestras: LCR, sangre, médula 6sea y liquido sinovial), aunque este
paso no siempre se realiza, ya que los cocos Gram-positivos en racimos
forman parte de la microbiota normal de la mayoria de las localizaciones de
interés para estos cultivos. > 4014

Las muestras no precisan ningun tipo de preparacion ni pretratamiento
(centrifugacion, homogeneizacion) previo a la inoculacién de los medios de
cultivo.

Para realizar la siembra se procedera a rotular los medios adecuados
para la busqueda de Staphylococus sp. con el nimero de la muestra, la fecha
y el tipo de muestra. Con el hisopo se descargara la muestra en
aproximadamente un tercio de cada placa, rotandolo sobre si, y finalmente se
procedera a extender la muestra con un asa estéril para obtener colonias
aisladas (las placas se incuban a 37 °C), para su posterior identificacién de la

especie por medio de pruebas bioguimicas u otras técnicas. > “**%

(ver
algoritmo 2).

Ya que la colonia ha sido aislada del medio y considerada como un
posible estafilococo con base a su morfologia, Gram, caracteristicas de
crecimiento y prueba de catalasa positiva, el siguiente paso es definir si se
trata de S. aureus, el cual produce coagulasa (para algunos laboratorios la
prueba de la coagulasa es el Unico criterio de identificacion), para llevar a cabo

esta prueba, se adicionan asépticamente 0,5 mL de plasma de conejo en un

>
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tubo de ensaye estéril, al que posteriormente le son agregados 0,5 mL de un
cultivo liquido y puro de 18-24 h del microorganismo analizado; los
componentes se mezclan rotando el tubo y se procede a incubar a 37 °C, la
reaccion se considerara positiva si ocurre cualquier grado de coagulacion
visible dentro del tubo; para que esta prueba sea valida se compara con
cepas control de S. aureus ATCC 6538 (positivo) y S. epidermidis ATCC 12228

(negativo). #°%114

Algoritmo 2. Procedimiento de laboratorio para determinar si Staphylococcus

aureus es el agente causal de patologias.

Muestra
\ 4 \ 4
Liquido estéril Muestra no esteril
(LCR, sinovial, (exudados,
sanare) secreciones,
alimentos)

Tincion de Gram

\ 4
Siembra en medios

de cultivo
selectivos v

A

A 4

Seleccion de
colonias
presuntivas de S.

Tincion de Gram

\ 4
Perfil bioquimico
Catalasa (+)
Coaaulasa (+)

e ——————————————————————— 3]



5.10 Tratamiento para Staphylococcus aureus

El impacto de las infecciones por Staphylococcus aureus radica en su
espectro extraordinariamente amplio, localizacién y gravedad. > Una vez que
se tiene la certeza de que el agente causal de las patologias es S. aureus se
procede a prescribir el tratamiento adecuado, para lo que se emplean diversos

antibioéticos.

5.10.1 Antibioticos B-lactamicos: generalidades, estructura quimica,

clasificacion y mecanismo de accion.

La estructura basica de la mayoria de las penicilinas comerciales
consiste en un nucleo formado por tres componentes (ver figura 12): un ciclo de
tiazolidina y el anillo B-lactdmico formando el acido 6-aminopenicilanico,
estructura que deriva de la condensacion de una molécula de valina y de una
cisteina para dar lugar al anillo caracteristico, finalmente la cadena lateral en la
posicion 6, determina en gran medida el espectro antibacteriano y las

propiedades farmacolégicas de cada penicilina en particular *¢431%

NUCLEC DEL ANTIBIOTICO BETALACTAMICO GRUFPO ANTIBIOTICO

'_
[
R-NH
N

5

E-u-penicilanico Penicilinas

T-u-cefalosporanico Cefalosporinas

Figura 12. Estructura quimica de los B-lactamicos %
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La presencia de un anillo B-lactamico define quimicamente a esta familia

de antibioticos, ademas de utilizar el mismo mecanismo de accion (inhibicién

de la sintesis de la pared celular formada por peptidoglucanos) de la que se

han originado diversos grupos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas,

monobactamas e inhibidores de las B-lactamasas.*®®

La modificaciéon bioquimica de este compuesto proporciona derivados

gue tienen una labilidad menor en medio acido y una mayor absorcién en el

tracto gastrointestinal, mayor resistencia a las penicilinas o un mayor espectro

que incluye bacterias Gram-negativas. Asi las penicilinas pueden clasificarse

en relacién a su espectro de actividad antimicrobiana
1.

>

2,70, 125,140

Penicilinas naturales (Penicilina G y Penicilina V): La penicilina G se
absorbe de manera incompleta por via oral, ya que es inactivada por el
acido gastrico, es por eso que se usa por via intravenosa. La penicilina V
es mas resistente al acido gastrico y constituye la forma oral de eleccion.
Son altamente activas contra cocos Gram-positivos sensibles 2870123
Penicilinas resistentes a penicilinasas (nafcilina, meticilina, oxacilina y
dicloxacilina): posee una cadena lateral aciclica que inhibe la accién de las
penicilinasas y por consiguiente previene la apertura del anillo B-lactdmico.
Son muy activas contra Staphylococcus aureus, productor de
penicilinasas®°® %1%

Penicilinas de amplio espectro (ampicilina, amoxicilina, carbenicilina,
ticarcilina, mezlocilina, piperacilina) %°87%12°

B-lactamico con inhibidor de B-lactamasa (amoxicilina/acido clavulanico,
ampicilina/sulbactam, tircacilina/  &cido clavulanico, piperacilina
/tazobactam). Son relativamente inactivos por si mismos, pero cuando se les
combina con alguna penicilina, son activos para el tratamiento de bacterias
productoras de B-lactamasas. Los inhibidores se unen de forma irreversible
a las B-lactamasas bacterianas susceptibles, inactivandolas, permitiendo
que el antibiético actué alterando la sintesis de la pared bacteriana. #°% 70125
Los inhibidores de las B-lactamasas, se utilizan para incrementar el espectro
de las penicilinas. "**

El grupo de los B-lactamicos comprende a demas a las cefalosporinas que
se clasifican segun su generacion: las de primera generacion tienen una

actividad excelente contra Gram-positivos y moderada contra Gram-
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negativos; las de segunda generacién poseen una actividad un poco mejor
contra Gram-negativos y abarcan algunos medicamentos con actividad
contra anaerobios; las de tercera generacion la tiene contra Gram-positivos
y mucho mejor contra enterococos y un subgrupo es activo contra
Pseudomona auruginosa y las de cuarta generacion poseen el espectro
antimicrobiano de las de tercera generacién pero con mayor estabilidad

contra la hidrolisis que induce a las B-lactamasas B-cromosémicas. 2°%7012°

Mecanismo de accion: El peptidoglucano esta constituido por largas cadenas
de glucidos (-glucano), formadas por la repeticion de moléculas de acido N-
acetilmuramico y N-acetilglucosamina. El acido muramico fija cadenas de
tetrapéptidos que se unen entre si para formar una malla, bien directamente
(Gram-negativos) o mediante un pentapéptido de glicina (Gram-positivos). Los
B-lactdmicos inhiben precisamente esta unidén de transpeptidacion (Ver figura
13), ultima etapa de la sintesis de la pared celular, que se logra fuera de la

membrana celular #°%7012°
polimero de Polimero de
glucopéptido glucopéplido
Mur NAC Mur NAC

- - - - Sitio de la reaccion

Penicilinas

cefalosporinas -=— Transpeptidasa

Q p-alanina © L-Alanina
@ op-Glutamalo
Polimero de Polimero de @ L-Lisina
glucopéptido glucopéptido Q© alicina
| | © p-Alanina
Mur NAc Mur NAc Mur NAG =
) Acido N-acetil-
muramico

Figura 13. Efecto de los antibiéticos B-lactamicos en S. aureus. *®

La pared bacteriana consta de polimeros de glucopéptido enlazados por
puentes entre las cadenas laterales de aminoacidos. En S. aureus, el puente es
(Gli)sP-Ala entre lisinas. El enlace cruzado es catalizado por una

transpeptidasa, que es la enzima que inhiben las penicilinas y cefalosporinas.

>
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De este modo la inhibicion de la transpeptidasa hacen que se formen
esferoplastos y surja la lisis rapida. ****

Los componentes del peptidoglucano se sintetizan en el citoplasma y
son transportados a través de la membrana citoplasmatica al espacio que
existe entre esta y la pared celular. A este nivel existen unas proteinas con
actividad enzimética que son otros objetivos de las penicilinas (transpeptidasas
y carboxipeptidasas), estas enzimas son las encargadas de formar los
tetrapéptidos unidos, y fijan las penicilinas y otros B-lactamicos, por lo que se
llaman proteinas fijadoras de penicilina (PBP, siglas en inglés de penicillin-
binding proteins o PFP por sus siglas en espariol), la inhibicion de las PBP(2)
genera lisis mas tardia, mientras que la PBP (3) deforma a las
bacterias.>10°8701252%8 | o5 anillos B-lactdmicos poseen una estructura similar a
los dos ultimos aminoacidos del pentapéptido (D-alanina-D-alanina) y eso
permite una unién covalente en el lugar activo de la transpeptidasa. ** °*"*

Es importante mencionar que los B-lactamicos también actian activando
una autolisina bacteriana endogena que destruye el peptidoglucano. La lisis se
produce con concentraciones que superan entre 4 y 10 veces la CIM de un
determinado microorganismo. Las bacterias que carecen de autolisina son
inhibidas pero no destruidas, por lo que se dice que son tolerantes.? >% 70125

El efecto bactericida de los B-lactamicos se debe a dos factores:

1.- Al contener las bacterias una pared celular defectuosa y poco rigida el
microorganismo se lisa por la entrada de agua que se produce como
consecuencia de la alta presién osmética interna 22,

2.-La inactivacion de un inhibidor de enzimas autoliticas de la pared bacteriana
(autolisinas) que provoca un metabolismo desequilibrado que lleva a la lisis
celular. Las autolisinas son enzimas finamente reguladas que en condiciones
normales de crecimiento participan en el recambio o renovacion de la pared
celular y en la separacion de las bacterias después de la divisién celular %12,
Asi mismo las penicilinas se pueden unir a unas o varias PBP por que actian
como analogas del sustrato de la transpeptidacion normal. Esto provoca la
inactivacién en forma irreversible de las PBP debido a que las penicilinas se
comportan como agente acilantes que actdan sobre el sitio activo de las

enzimas® %1%2,

>
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5.11 Generalidades de la resistencia bacteriana a agentes fisicos y
guimicos

S. aureus resiste la luz, temperaturas externas extremas (60 C por 30
minutos), la desecacion (sobreviven varias semanas en polvo, pus desecado,
esputo, fomites), la accion de desinfectantes (fenol), altas concentraciones de
sal (7 a 10 %), y la oxidacién por teluritos.>® ", Ademas que en la actualidad
las cepas de Staphylococcus aureus tiene un amplio rango de resistencia a los
antibioticos y se pueden encontrar cepas resistentes y multirresistentes.

Los antimicrobianos en medicina se utilizan con tanta libertad y
diferentes situaciones clinicas, no siempre justificadas, que es necesario
racionalizar con criterio la anarquia existente.

Un hecho fundamental es el abuso que se hace de los antimicrobianos,
sobre todo en procesos que no tiene una base infecciosa. Lo anterior ha
propiciado alteracion en el equilibrio de la microbiota, aparicion de cepas
resistentes, seleccién de clonas bacterianas que emergen como “nuevos
patogenos”, muchos de los cuales fueron con anterioridad considerados como
parte de la microbiota y que en la actualidad representan el mayor problema
clinico ', tal es el caso de Staphylococcus aureus.

Los principales antibiéticos a los que se les ha encontrado resistencia en
cepas de S. aureus son: Penicilina, p-lactdmicos, aminoglucésidos, macrolidos
y linconsamidas, estreptograminas, tetreciclinas, rifampicina, acido fusidico,
quinolinas, mupirocina, glicopéptidos, oxazolidinonas, cloranfenicol, etc.™

Particularmente su resistencia a la penicilina suele depender de su
capacidad para producir B-lactamasas, propiedad transmitida por conjugacion o
transduccion implicando la presencia de plasmidos de resistencia. *°

En un proceso infectivo normal resultan determinantes la cantidad de
bacterias participantes, el tiempo de generacion bacteriana y la velocidad
intrinseca de mutacién. Se dice que las bacterias tienen una ‘resistencia
intrinseca” a un antibidtico cuando sus caracteristicas normales las vuelven
inmunes al mecanismo de efecto del antibiético. Por el contrario, las bacterias
pueden adquirir resistencia a un antibiético, adoptando una nueva
caracteristica a través de la mutacibn de genes o de la transferencia de

material genético entre las bacterias.

>
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Cuando una mutacion confiere resistencia al antibiotico, solo las células

mutantes sobreviven y se convierten en la variante dominante de la poblacién

infectiva.

50,135

Un agente bacteriano puede adquirir resistencia a los antibiéticos

experimentando mutaciones puntuales en su DNA cromosOmico Yy, mas

frecuentemente, fungiendo como receptor de plasmidos R (resistencia). En

cualquier forma, sus nuevas secuencias nucleotidicas le aportan la capacidad

de inactivar antibioticos, a través de uno o0 mas de los siguientes procesos:

>

Expulsion del antibidtico: para que los antibioticos puedan manifestar su
efecto antibacteriano en lapsos razonables, es necesario que alcancen
concentraciones suficientes en sus respectivos sitios de accion. Por
ejemplo, las bacterias Gram-positivas que han adquirido resistencia a las
tetraciclinas suelen sobreproducir proteinas de membrana (42 kDa), que
funcionan como bombas de reflujo del antibiético (ver figura 14 a); donde
éste es expulsado a velocidades mayores que las relacionadas con su
previa difusion hacia el interior; por lo que, no alcanzan proporciones intra-
microbianas que afecten significativamente la bacteria.*

Inactivacion por modificacion del farmaco: el prototipo de este
mecanismo alude a la escision hidrolitica del anillo B-lactamico de las
penicilinas y cefalosporinas, via la accién de B-lactamasas bacterianas. El
anillo lactamico de 4 miembros representa la parte activa de la molécula y
su modificacion reditia en una estructura abierta (acido peniciloico) que no
es reconocida por sus receptores. Los aminoglucésidos pueden ser
inactivados por al menos 3 clases de enzimas, las cuales agregan
diferentes sustituyentes a la molécula original, redituando en estructuras
incapaces de reconocer su sitio de accién.>

Modificacion estructural del “blanco de accién”: un ejemplo tipico de
esta estrategia implica a ciertas especies resistentes a eritromicina, las
cuales monometilan o dimetilan un residuo especifico de adenina, dicha
modificacion es catalizada por la enzima Erm, una metil transferasa que
disminuye la afinidad de macrélidos y estreptograminas por el RNA.* (Ver
figura 14b)
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Tolerancia: implica inhibicion del crecimiento que puede atribuirse a falta

de activacién de las enzimas autoliticas en la pared celular.®’

Cigrre del canal idnico

Ribo3omas
. & Canal
a.e
Modificacion | W . > "f’“f; - .-

del blanco

nbosemal J
>
adcsodRIORRE o

Hidrolisis E::,Mrnn)
por estearany A

Figura 14. Mecanismos de resistencia bacteriana. a) Expulsion del
antibiético a través de una proteina de membrana también llamadas

bombas de reflujo. B) Modificacion estructural del sitio blanco de accién.!”
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En la actualidad las cepas de S. aureus tienen un amplio rango de

resistencia a los antibidticos y se pueden encontrar cepas resistentes y

multirresistentes.

La tabla 4 resume los principales antibidticos que han generado resistencia en

cepas de Staphylococcus aureus asi como el gen asociado, mecanismo de

resistencia general y localizacion.

Tabla 4. Principales antibiéticos que han generado resistencia en cepas de

Staphylococcus aureus

15,128

Antibiético Genes de resistencia Producto del gen Mecanismo de Localizacion
resistencia
Penicilina Blaz B-lactamasa Hidrdlisis enzimatica del | Plasmidos; Tn552
nucleo B-lactamico
B-lactamicos Meca PBP2a Afinidad reducida al an- | Cromosoma SSCmec;
tibiotico Tn4291
Aminoglucésidos aacA-aphD Acetiltransferasa, Fos- | Modificacién por acetila- | Cromosoma; plasmidos;
fotransferasa cién o fosforilacién Tn4001, Tn5404,
Tn5405
Macrélidos,lincosamidas | ermA, ermB, ermC Metilasa Metilacién del rRNA 23S | Plasmidos; Tn554
Macroélidos, msrA, vha Acarreadores ABC, Bomba de expulsion. Plasmidos
estreptograminas vat, vatB, Acetiltransferasa Modificacion por aceti-

lacion

Tetraciclinas

tetK, tetl, tetM

Sistemas clase K, L y M

Bombas de expulsion
Proteccion ribosomal

Plasmidos, Tn916

Rifampicina Rif RNA polimerasa Mutacion en la | Cromosoma
subunidad B de la RNA
polimerasa
Acido fusidico fusA, fusB Factor de elongacién G Alteracion del factor de | Plasmidos
elongacion G
Quinolonas par Componente ParC dela | Mutacion en la subu- | Cromosoma
gyrA o gyrB topoisomerasa IV nidad A de la girasa y
Componentes GyrA o | topoisomerasa IV
GyrB de la girasa
Trimetoprim- dfrA Dehidrofolato reductasa | Afinidad reducida de la | Cromosoma
Sulfametoxazol sula (DHFR) Dehidropteroato | DHFR. Cromosoma, Tn4003
sintasa Sobreproduccion de &ci-
do p-aminobenzoico
Glicopéptidos Van Peptidoglicano alterado | Se atrapa la | Cromosoma; Plasmidos;
D-Ala-D-Lac vancomicina en la pared | Tn1546
celular.
Sintesis de un dipéptido
que reduce la afinidad
de la vancomicina
Oxazolidinonas Rn rRNA 23S Mutacién en el dominio | Cromosoma
V.  del rRNA 23S,
interfiere con la unién
ribosomal
Cloramfenicol Cat rRNA 50S Modificacion por acetil- | Plasmidos
transferasa
Fosfomicina fosB Glutation-S-Transferasa | Modificacion en la sin- | Plasmidos

tesis de N-acetil mura-
mico.

>,
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6. RESISTENCIA A METICILINA

En 1928, Fleming encontr6 que el hongo Penicillum producia una
sustancia que denomino Penicilina, la cual inhibia el crecimiento de
Staphylococcus aureus.

La penicilina fue aislada del Penicillum notatum por Fleming, en 1929,
este aislamiento fortuito proporciond frutos hasta los trabajos de Florey en
1941, e hizo posible la produccién comercial de penicilina G.'®43°>83108 | o
administracion de penicilina se inicio con la administracién a un paciente con
sepsis estafilocdccica en 1941'%® En 1940, se describi®é una enzima en
Escherichia coli que eracapaz de hidrolizar el anillo B-lactamico de la penicilina,
esta enzimase llama " B-lactamasa”. Después, en 1944, la produccion de f-
lactamasas se describid en S. aureus. Y en 1959 aparecié la meticilina, esto en
repuesta a la resistencia a penicilina por la accion de las B-lactamasas,
posteriormente, en 1961 Jevons en Londres hizo el primer reporte de MRSA,
es decir, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina o por sus siglas en

inglés Methicillin Resistant Staphylococcus aureus.>® %83

(ver figura 15)

A pesar de que no se dispone de ningun B-lactdmico realmente nuevo
desde hace mas de dos décadas, el aumento incesante de las resistencias y
los avances en el conocimiento de sus mecanismos moleculares han
condicionado que exista una gran cantidad de informacion, ademas de deber

su amplio uso a la baja toxicidad para seres humanos.>® 1%%1%°
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El MRSA es considerado un problema de salud publica debido a las El
MRSA es considerado un problema de salud publica debido a las implicaciones
que en los ultimos afos ha tenido. Este microorganismo es uno de los
principales causantes de infecciones nosocomiales y comunitarias. Es el
agente etiolégico de diversas patologias que se exacerban como consecuencia
de la resistencia. Por lo que es indispensable el estudio de los mecanismos de
resistencia de S. aureus a los antibidticos B-lactdmicos, con el objetivo de
encontrar alternativas en el tratamiento de estas patologias. °® 108123 125
6.1 Mecanismos de resistencia de Staphylococcus aureus a antibiéticos
B-lactamicos

Se han descrito tres mecanismos que explican la resistencia de S.
aureus a los antibidticos [(- lactamicos: hiperproduccion de B-lactamasa,
modificacion de las PBPs y resistencia intrinseca a meticilina (siendo este el
mas estudiado) >>*?®

6.1.1 Hiperproduccion de [B-lactamasas o0 Resistencia Borderline
(Borderline Resistant Staphylococcus aureus- BORSA)

Fue descrita inicialmente por McDougal, su mecanismo es una
hiperproduccion de B-lactamasa estafilococcica, mediada por pladsmidos. Estas
cepas producen altas cantidades de enzima, lo que hace que la oxacilina o
meticilina (que fueron desarrolladas para resistir la accion hidrolitica de la
penicilinasa), sean lentamente degradadas presentando una resistencia limite a
oxacilina con CIM de 1-2 pg/mL y meticilina con CIM 2-4 ug/mL. Esta
resistencia se encuentra avalada por la ausencia de PBP 2a en su pared
celular y por la observacion de que la asociacion con acido clavulanico o
trimetoprim/sulfametoxazol (sulbactam) disminuye las CIM de oxacilina y
meticilina en varias veces.

Las cepas hiperproductoras de -lactamasas poseen un plasmido
comun de p-lactamasa de 17,2 Kb que codifica a la B-lactamasa
estafilococcica. Se cree que la accion de resistencia no es solo debida a una
hiperproduccion, sino también a una nueva B-lactamasa cuyo gen no se ha

identificado adn.>® 8% 128151

>

48



El mecanismo comun que interviene en la resistencia a la penicilina (Ver
figura 16a) es mediada por blaz, que es el gen que codifica para las B-
lactamasas. Esta es una enzima extracelular sintetizada por los estafilococos
cuando son expuestos a los antibidticos B-lactamicos, que se encarga de
hidrolizar el anillo de los antibiéticos B-lactamicos, causando la inactivacion de
los mismos.

La regulacion a nivel genético sucede de la siguiente forma, la proteina
(Blai) se une a la region promotora del DNA, por lo tanto hay una represion de
la transcripcion de ambos genes blaz y blaR1- blai (). En ausencia de
penicilina, las B-lactamasas se expresan en niveles bajos. Il. BlaR1l se
autoestimula por activacién autocatalitica. Ill-IV. Activacién directa o indirecta
de BlaR1, (a través de una segunda proteina, BlaR2), hace que se unan
fragmentos de inactivos de proteina (BlaR1) a Blai lo que la inactiva, y permite
la transcripcion de ambos genes blaz y blaR1- blai. V-VII. Las B-lactamasas,
son las enzimas extracelulares codificadas por blaz (V), que hidrolizan el anillo
B-lactamico de la penicilina (VI), de tal modo que lo inactivan (VII) >°. (ver
figura 16b)

Operalor region

.
blaf1 bial Z |
- 0 S\ _CHs 1. Sitio de accién de la penicilinasa

V. * Flaciamase / Bial \ _BlaR2 R~ c_ —NH—CH- 'TH (|:\CH 2. Sitio de accion de la amidasa
v 9Q w 2 0= (]: B_N_ ' CH- C:.‘JOH A. Anillo de tiazolidina
 ~on UB 00 l\ 1% Persclinas B. Anillo lactamico p

{Hlactamase Blal Bial by Cleavage e -
oy Wi |active) (inactive) - Penicilinas —l
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L] ¥
_ . 0 S _CH ] g . CJ;‘S\C/CHS
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Figura 16. Mecanismo de resistencia a penicilina. a) Regulacién a nivel
genético para la produccion de B-lactamasa en presencia de antibidticos -
lactdmicos. b) Estructura del anillo B-lactamico y el producto de la degradacion

enzimatica por accién de B-lactamasas.*> 8

>
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6.1.2 Modificacion de PBP’s (“penicillin-binding proteins o proteinas
fijadoras de penicilinas”)

Corresponde a una modificacion minima de las PBPs 1, 2 y 4 de peso
molecular normal pero con baja afinidad por antibiéticos B-lactamicos (Ver
figura 17). Al igual que el mecanismo anterior, la resistencia observada es
limite®®. Se adquieren por recombinacién homéloga entre los genes de PBP's
en diferentes especies bacterianas, en el caso especifico de S. aureus también
se puede dar por la adquisicion de una PBP con un peso molecular mayor,
adquirida a través de un transposon de un microorganismo desconocido. >>*?®

Todas las bacterias poseen varias proteinas de este tipo,
especificamente S. aureus tiene cuatro PBP's, la afinidad de las PBP's por los
antibidticos B-lactamicos varia, aunque al final la interacciones se tornan

covalentes. La funcion de estas proteinas en las bacterias es conservar la

forma del microorganismo y la formacion de la membrana plasmatica en la fase
55, 58,123

de reproduccion.

Figura 17. Modificacion de PBP’s.
Debido a la modificacion
estructural de las PBP’s los f3-
lactdmicos no pueden unirse a ella,
lo que implica la sintesis de la

pared celular de forma normal.*"
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6.1.3 Resistencia intrinseca a meticilina (via gen mecA)

Este tipo de resistencia se debe a la incorporacién en el DNA bacteriano de un
gen, el mecA (30 a 50 kb), este gen se encuentra en un elemento génico movil
conocido como el casete cromosomico (“Staphylococcal chromosome cassette
mec”, SCCmec), que se inserta al final del extremo 3" de un marco abierto de
lectura (ORF), denominado orfX, en un sitio especifico del cromosoma
bacteriano (attBscc), cerca del origen de replicacion de S. aureus. Esta
caracteristica es de gran relevancia porque le permite replicarse en forma

temprana y transcribir los genes de resistencia importados.® #* *°
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7. RESISTENCIA INTRINSECA A METICILINA (VIA GEN mecA)

La resistencia a meticilina esta dada en la mayor parte de los casos (90
%) por el gen mecA, que codifica para la proteina PBP(2a), la cual tiene baja
afinidad por los antibiéticos B-lactamicos.®" *> 1% (Ver figura 18).

El gen mecA es parte del cassette cromosémico denominado
SCCmec.**®

SCCmec no contiene genes de virulencia, se le conoce como una isla de
resistencia a antibidticos (aparte de conferir resistencia a B-lactamicos,
contiene genes de resistencia adicionales como resultado de la integracion de
plasmidos y transposones, lo que le confiere resistencia a eritromicina,

espectinimicina, tetraciclina, kanamicina y otros). *°

5 CH,
A — ( 7<
; f-Lactam antibiotic CH,
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®

alt
X

Surface
protein
adhesins

o

a
attachment site

att mecd aft
.

Call wall
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Figura 18. Representacion del cromosoma de MRSA, que contiene SCCmec,
se observan los segmentos representativos: principalmente el gen mecA que
codifica para PBP2a, la expresion de esta ultima tiene como consecuencia la
sintesis normal de la pared celular, ya que los antibiéticos B-lactdmicos no se

pueden unir a estas proteinas.*?®

>
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7.1 Estructura del cassette cromosémico SCCmec

El SCCmec tiene tres componentes génicos esenciales: el complejo del
gen mec, el complejo de los genes ccr (que codifica para recombinasas) y una
region conocida como J (“Yjunkyard’, conformada por elementos cuya
constitucién puede variar), sin ser todos ellos fundamentales.> 2* 8 123.148

7.1.1 Complejo mec
La clase original (la clase A) contiene dos genes intactos mecl y mecRI (Ver
figura 19). Cuando estos genes reguladores estan intactos y son
completamente funcionales parece que confieren una mayor represion en la
expresion de PBP2a (reprimen la transcripcion de mecA). EI gen mecl codifica
para una proteina represora de la transcripcion: Mecl. El gen mecR1 codifica
una proteina de transduccion de sefial promotora MecR1. La proteina Mecl y
MecRI regulan la transcripcion inducible de mecA de la siguiente manera:
MecR1 registra la presencia de antibidticos B-lactamicos con su dominio
extracelular de unién a penicilina y activa su dominio citoplasmatico en forma
de proteasa, por rompimiento autocatalitico. Esta proteasa rompe la proteina
represora Mecl que se encuentra unida al sitio del promotor del gen mecA,
liberando la represion de la transcripcién, por lo que se lleva a cabo la
expresion del gen mecA produciéndose la proteina PBP’2a. 1% 3645 59, 132
PBP’2a es una transpeptidasa que cataliza la formacién de puentes cruzados

de peptidoglucano de la pared celular bacteriana. *°

Tn554

--illlﬂllllll e
|

mecA |

Operator region

>

]
47

PBP2a

Figura 19. Fragmento del complejo mecA. El gen mecR1 codifica para la
proteina MecR1, la cual inactiva a Mecl, dejando libre el promotor y

permitiendo la transcripcién de la PBP2a.*

>
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mec

Con base en su estructura se han identificado cuatro clases de complejo

(ver tabla 5). Las clases Ay B son las mas comunes en S. aureus y la C

en S. haemolyticus, sin embargo se detecto un nuevo tipo de cassette SCCmec

en S. aureus que presento la clase C. La clase D se ha detectado solo en S.

hominis 3% 132 Actualmente se menciona una nueva clase E que sigue en

discusion, ya que experimentalmente se ha observado que la diferencia con la

clase D es solo una delecion, por lo cual podria ser solo una variante.

Tabla 5. Principales clases del complejo mec**®

Clase Estructura SCCmec Especie
A mecl-mecR1-mecA-1S431 [, 1 S. aureus
B 1IS1272-DmecR1-mecA-1S431 L, IV, VI S. aureus
C IS431-DmecR1-mecA-IS431 V, Vi S. aureus
D DmecR1-mecA-1S431 - S. hominis
E DmecR1-mecA-1S431° - S. aureus

4976 pb en la delecion de mecR1, en comparacion con la clase D del complejo

mec

El gen mecA posee varias caracteristicas importantes a destacar:

1

2

>

Se adquiere de manera horizontal °>%3*3®
Su longitud es de 2.1 Kb 8 1%

Codifica para una proteina alterada de union a la penicilina (PBP2a, por
las siglas en ingles de Penicillin binding protein 2a), esta proteina se
caracteriza por su baja afinidad para los antibiéticos B-lactamicos y por
tener solo un dominio transpeptidasa, por lo que necesita apoyarse en la
actividad de transglicosilacion de la proteina normal (PBP2) para la
formacion de peptidoglucano de la pared celular y la divisién celular
cuando las enzimas habituales son inhibidas por los antibidticos [3-

lactamicos %> 8 138

La proteina PBP2a presenta una migracion electroforética entre PBP2 y

PBP3, tiene un tamafo molecular de 78 KDa y se caracteriza por

presentar muy baja afinidad por meticilina y todos los B-lactamicos.>*®?
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5 Experimentalmente se ha visto que cepas sensibles a meticilina carecen
de PBP2a.>>%

6 El gen mecA esta altamente conservado entre las distintas especies del

genero Staphylococcus *° (Ver tabla 5) lo que hace posible su clasificacion.

7 La region mec es inestable, se demostrdo que la pérdida fenotipica de
resistencia a meticilina bajo condiciones de laboratorio como estrés
fisiologico, presencia de agentes mutagenicos o subcultivos repetidos a
37°C, es debida a la delecién de varios fragmentos de DNA del gen que

porta la resistencia (gen mec o regiones vecinas).>
7.1.2 Complejo ccr (cassette chromosome recombinase)

El complejo ccr estd compuesto por genes que codifican para
recombinasas sitio-especificas responsables de la movilizacion del SCCmec,
ellas median su integracion del elemento SCCmec dentro del cromosoma y su
incision exacta y por lo tanto son responsables de su movilidad, hasta la fecha
se han reportado cinco tipos de ccr, cuatro de ellos son alotipos denominados
del 1 al 4, que comparten aproximadamente el 80 % de la identidad y que
presentan los genes ccrA y ccrB, el quinto tipo recientemente descrito,
denominado ccr5 o ccrC, presenta el gen ccrC y no se encuentra relacionado
con los genes ccrA y ccrB. 1* 3¢ %5132 ge designa ccrAl ccrB1 (SCCmec tipo I),
ccrA2 ccrB2 (SCCmectipo Il 'y 1V), ccrB3 ccrA3 (SCCmectipo ),
ccrA4 ccrB4 (SCCmectipo VI) y laccrC (SCCmectipo Vy VI). Los
tipos SCCmec estan determinados por el tipo de complejo y los genes ccr. **®
Este complejo se encuentra ubicado adyacentemente a ORF’s. 1* 36132

7.1.3 Region J (Junkyard)

El resto del casete cromosomico contiene secuencias de la region J, que
comprenden tres fragmentos denominados J1, J2 y J3, puede contener
plasmidos o transposones portadores de genes de resistencia a antibidticos -
lactamicos y a metales pesados. Aunque los fragmentos J no son especificos
de cada tipo de SCCmec, se ha observado que en S. aureus, hay diversas

variantes de SCCmec en las cuales difiere la region J.%>*%

>
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7.1.4 Regiones no mec del SCCmec

Se ha reportado que el SCCmec no esta restringido a la movilidad del
gen mecA, el posee elementos adicionales, denominados no mec, que
contribuyen a la supervivencia y al potencial patogénico de S. aureus. Entre
los elementos no mec se encuentran secuencias que codifican para la
resistencia a metales pesados como el mercurio (pl258), la resistencia a la
tetraciclina es codificada por pT181, Tn554 contiene el gen erm A, que codifica
para la resistencia constitutiva e inducible a macrodlidos, lincosamidas y
estreptograminas (MLS), ademas tienes genes que codifican para la resistencia
a cadmio, al acido fusidico, y secuencias para la biosintesis capsular
(SCCcapl), para la proteccion del DNA por sistemas de modificacion-
restricciéon (SCCC1) y para el catabolismo de arginina (ACME, por las siglas en
ingles arginine catabolic mobile element). PUB110 que codifica la resistencia a
trobamicina/bleomicina. La secuencia de insercion 1S431 ha sido
frecuentemente asociado con genes que codifican para la resistencia a
diversos antibiéticos y al mercurio, cadmio y tetraciclina. La mayoria de estos
elementos han sido reportados en Staphylococcus coagulasa-negativa lo que
sugiere nuevamente, su transferencia de esta especie a S. aureus. 1% 3042132138
7.2 Tipos de casete cromosdémico mec (SCCmec)

El elemento SCCmec se clasifica en base a los polimorfismos genéticos
en los complejos del gen mec y en el tipo de complejo ccr que ellos poseen y
son clasificado en subtipos de acuerdo a las diferencias en su region J del
DNA, existen cuatro clases principalmente del gen mec (A,B,C y D) y cuatro
alotipos del complejo ccr (1,2,3 y 4) ’. Hay diferentes combinaciones de las
clases del complejo mec y de los alotipos del complejo ccr los cuales generan
varios tipos del casete SCCmec. Las variaciones en la region J (aun teniendo
la misma combinacién de los complejos mec y ccr), definen los subtipos o
variantes. **®

En la actualidad se han descrito 7 tipos de SCCmec designados de | al
VII (Ver figura 20), sus tamafios varian de 20.9 Kb a 66.9 Kb (Ver tabla 6). Los
tipos I, I, 1ll, y VI se han asociado frecuentemente a infecciones nosocomiales,
en contraste los tipos IV, V, y VII se han encontrado en cepas de MRSA

adquirido en la comunidad.'> 4> 132138

>
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Recientemente se describié una variante del SCCmec, similar al tipo IV,
pero portadora de un nuevo alotipo, el ccrAB4, que fue denominado tipo VI.**?

El SCCmec tipo IV es el mas variable hasta el momento se han descrito
8 subtipos que comprenden del IVa al IVh, el SCCmec tipo Il contiene 5
subtipos, del lla al lle. Los tipos Il y lll se caracterizan por contener muchos
determinantes de resistencia a antibiéticos no B-lactamico y por su mayor
tamanfo, el Il de 53 kb y el Ill de 66,9 kb. Los tipos I, IV y V solo contienen
genes para recombinasas, genes estructurales y reguladores de la resistencia
a meticilina, carecen de elementos transponibles y de genes que codifiquen
para la resistencia a antibiéticos no B-lactamicos, tienen un menor tamafio. El |
es de 34,3 Kb, el IV es de 20,9 a 24,3 Kb y el V de 28 Kb, lo cual parece
conferirles una ventaja evolutiva al facilitar su transferencia horizontal entre
diferentes especies. El tipo V se diferencia de los otros por contener un grupo
de genes foraneos que codifica para un sistema de restriccion-modificacion que
parece estar involucrado en la estabilidad del elemento en el cromosoma. En la
década de los afios 70’s, el elemento IV se asocid con S. epidermidis, sin
embargo, solo a partir de los 90°s se reportd su asociacion frecuente con S.
aureus, lo que sugirié un evento de transferencia horizontal de mecA entre dos
especies de estafilococos diferentes, una patégena y otra comensal. En

diversos estudios se han encontrado que los tipos Il y IV se encuentran

: 4 14,77,82
circulando en México.
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Tabla 6. Peso molecular de cada tipo de SCCmec.

TIPO SCCmec Peso molecular
SCCmec | 34,3 kb
SCCmec Il 53,0 kb
SCCmec lll 66,9 Kb
SCCmec IV 20,9 hasta 24,3 kb
SCCmec V 28 kb
SCCmec VI 20,9 kb
SCCmec VI 35,9 kb

7.3 El Origen de SCCmec
Su origen y mecanismo de transferencia se desconocen, sin embargo,
estd demostrado que la transferencia ocurre de manera horizontal entre

especies de estafilococos >

. Dada la complejidad de los mecanismos de
resistencia, se ha considerado poco probable que haya surgido por la presién
selectiva de la penicilina, cuando se inicio su uso intensivo como medida
profilactica en veterinaria, luego de su introduccion para uso en humanos. En
este contexto se presenta el Staphylococcus sciuri, un colonizador frecuente de
animales domésticos, como una de las especies implicadas, en él se identifico
el gen mecA homélogo, con un alto porcentaje de similitud (87.8%) con el de
S. aureus. Estas cepas de S. sciuri eran susceptibles a la meticilina, pero en
presencia de Staphylococcus aureus sensible a meticilina estas cepas se
hicieron resistentes a la meticilina, debido a la mayor velocidad de transcripcién
del homélogo mecA, siendo clasificados ahora como MRSA.> 82

Otros autores afirman que como todos los MRSA son descendencias
clonales de las cepas ancestrales que adquirieron el gen mec,
desconociéndose su forma de adquisicidon, probablemente fue por transposicién
a partir de ECN o como consecuencia de un evento de recombinacion en que
se fusionan alrededor de 300 pb de un gen de B-lactamasa estafilocéccicas y
parte de un gen que codifica para la PBP de un organismo desconocido, tal vez
E. coli.?* La presencia de la secuencia de insercién 1S1,7,, caracteristica de S.

haemolyticus, en los tipos SCCmec | y IV, sugiere que esta secuencia fue

>
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transferida de esta especie a S. aureus. Existe evidencia de que la historia
evolutiva del SCCmec es independiente a la del gen mecA. 3¢ 82 152133

Esto lo demuestra el hecho de que el SCCmec puede existir en forma
independiente del gen mecA, y que este Ultimo puede existir en ausencia de los
elementos que componen el SCCmec, como ocurre en especies de ECN.*%82
7.4 Distribucioén clonal de MRSA

En la actualidad, la tipificacibn molecular juega un papel importante en
el diagnéstico y manejo de infecciones estafilococcicas; aportando nuevos
datos que han dado origen a la epidemiologia molecular. >3

Existen diversos métodos de tipificacion: serotipificacion, electroforesis
por multilocus enzimatico, polimorfismos de fragmentos largos de restriccion,
ribotipificacion, polimorfismos del gen mecA, electroforesis de campos pulsados
y tipificacion por secuencia de multilocus (MLTS), pero hasta el momento
ninguno de estos métodos ha sido adoptado como estandar internacional.*>®

Algunas cepas analizadas de MRSA en afios recientes, que circulan en
diferentes areas geograficas del mundo y de diferentes periodos tienen una
estructura clonal conservada. Estas se conocen como clonas MRSA
pandémicas, dos esfuerzos independientes se han descrito recientemente para
establecer las relaciones epidemioldgicas. * %13

1. EIl primer proyecto realizado por una red de colaboracion con el Centro

de Epidemiologia Molecular (CEM/NET), en el cual se incluyeron

aislamientos de Europa, América Latina, EUA, Taiwan, China y los

primeros aislamientos de MRSA recuperados en Dinamarca e Inglaterra,

los cuales sumaron mas de 3000 cepas de MRSA para su tipificacion

molecular, dieron como resultado la identificacion de cinco clonas

pandémicas, las cuales se muestran en la tabla 7.1>*°3

La primera cepa de MRSA (NCTC10442) que se aisl6 en el Reino Unido
en 1960 albergaba SCCmec tipo I. Este clon de MRSA ahora se conoce como
el clon arcaico y lo distribuyé todo el mundo en la década de 1960. %% g
clona Ibérica se descubrié en Espafia en 1989 y posteriormente se reporto en
Portugal, Italia, Reino Unido, Alemania, Bélgica, Suiza, Francia, Polonia,
Republica Checa y EUA. La clona Hungara se encontré por primera vez en
hospitales de Hungria en 1997 y después se localizo en Tailandia, Taiwan y

China. La clona Nueva York/Japdn se determiné como una clona dominante en
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hospitales de Nueva York en 1998 y posteriormente en Japdn. La clona
pediatrica se identificé en 1992 en un hospital pediatrico de Portugal y después
se ha localizado en Polonia, EUA, Argentina, Colombia y Brasil. La clona
Brasilefia descrita en un principio en Brasil en 1995, se ha diseminado en
Portugal, Argentina, Uruguay, Chile y Republica Checa.3¢821°2153

El estudio de la determinacion de clonas en América Latina encontré que
la clona Brasilefia es la que predomina y persiste en Argentina (86%), Uruguay
(100%) y Chile (56%); también se observo la presencia de la clona M presente
en México, dicha clona M, fue detectada en 1997, y logr6 desplazar
completamente en el 2002 a la cepa Nueva York/Japédn, que se introdujo en los
hospitales en 2001, 82 132133

La diseminacion de las clonas MRSA en amplias zonas geogréficas
refleja su amplia habilidad para causar infecciones, persistir y diseminarse de
una regién a otra, mas adn a diferentes continentes.*>%

La conclusion global de estos estudios fue que MRSA tienen una
estructura clonal conservada en comparacion con S. aureus sensibles a
meticilina, y que un namero reducido de clonas cuenta con la capacidad de

diseminacién global.*>% 3

Tabla 7. Distribucion de las principales clonas de Staphylococcus aureus

meticilino resistentes 1°?

Clona Pais o Ciudad Afo de
descripcion
Clona Ibérica Espafia, Portugal, Italia, Reino Unido, 1989

Alemania, Bélgica, Francia, Republica Checa 'y
EUA.

Clona Brasilefia  Brasil, Portugal, Argentina, Uruguay, Chile y 1995
Republica Checa.

Clona Pediatrica  Portugal, Polonia, EUA y Argentina 1992
Clona Hangara  Hungria, Taiwan y China. 1997
Clona Nueva Nueva York, Nueva Jersey, Pensilvania, 1998
York/Japon Connecticut, EUA, Tokio, Japén y México.
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2. El segundo analisis se baso en el andlisis por MLST de clonas de MRSA
y la creacion de una base de datos central en el sitio www.mlst.net, del
cual se desprende la nomenclatura utilizada recientemente.****>3

Las conclusiones que se desprendieron del estudio anterior son las siguientes:

a) Los genes que se encuentran en todas las cepas, son genes esenciales y
altamente conservados (> 97 %).

b) Dentro de esta secuencia de genes, se encuentran los genes variables
(CV), los cuales son mas de 700 y su patron de distribucion define los linajes
de Staphylococcus aureus.

Los linajes se definen con una combinacién Unica de CV, y son la base
de la MLST, ya que esta técnica implica la secuenciacion de siete genes
constitutivos y la asignacion de secuencias tipo ST (combinaciones alélicas),
agrupando los polimorfismos y cada grupo se define como complejos clénales
(CC).

La mayoria de los CV tiene funciones conocidas, como codificar para
proteinas de superficie, que se sabe que interactan con los genes esenciales
asf como con sus reguladores.*****3
c) Existe un tercer grupo de genes denominados MGEs, que
son grandes piezas de ADN que codifican para la movilizacion, transferencia y
recombinacion.

MGEs se puede definir como fragmentos de ADN que puede mediar
su propia transferencia a las células del nuevo huésped, asi como su propia
replicacion, bien de forma autdbnoma o mediante la integracion en un anfitrion
de nuevas moléculas de ADN. MGEs estd compuesto por: Islas de
patogenicidad, plasmidos,transposones,y cassette cromosémico mec (SCCmec
); ¥, los genes de leucocidina Panton-Valentine (PVL), y muchos factores
determinantes de la resistencia transmitida por plasmidos y transposones.**31°3

El transporte de MGEs en una cepa de S. aureus tiene la capacidad de
alterar el éxito y el potencial patogénico y la resistencia de esta cepa, asi como
también existen pruebas de la pérdida de la transferencia y la frecuencia y/o la
adquisicibn de MGEs entre cepas. También hay evidencia de que algunos

MGEs se distribuyen dentro de ciertos linajes con mayor frecuencia que otros,
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lo que sugiere la presencia de algunas barreras para la transferencia horizontal
de genes del MGEs.**®

La transferencia horizontal de los genes entre linajes esta restringida por
la funcién de los genes hsdS. Las cepas con genes hsdS diferentes modifican y
digieren el DNA, el resultado es que cada linaje reconoce el ADN de otras
cepas como extrafio, dando lugar a la evolucion independiente de cada linaje.
Los linajes principales se pueden identificar por sus variantes génicas del gen

hsds.143
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8. Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA
HOSPITALARIO (HA-MRSA “Hospital acquired MRSA”)

El primer mecanismo de resistencia de S. aureus data de los afios 40°s
del siglo XX, cuando se introdujo la penicilina como antibiético para tratar las
infecciones por este patégeno. Desde entonces reemergieron rapidamente
cepas resistentes productoras de penicilinasas. Luego en los afos 50°s se
dispuso de los primeros B-lactamicos estables a la accion de las penicilinasas,
tales como las cefalosporinas de primera generacion y la meticilina
semisintética, sin embargo poco tiempo después aparecieron cepas de S.
aureus resistentes a meticilina, conocidas como MRSA por sus siglas en ingles
“Methicillyn resistant S. aureus”, observadas por primera vez en Inglaterra en
1961, en aislamientos nosocomiales. Desde entonces, las cepas de MRSA se
han diseminado gradualmente a todo el mundo, y se les encuentra
principalmente en las instituciones de atencién especializada™: ?°.

En las primeras décadas a partir de su aparicién, estas cepas se
asociaron al ambiente hospitalario por lo que se les conocié como HA-MRSA
(por sus siglas en ingles de Hospital acquired MRSA).**3

Las infecciones nosocomiales se definen como aquellas infecciones que
no estaban presentes, ni en periodos de incubacion, al momento en que el
paciente ingreso al hospital, el CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) define como infeccion nosocomial el simple hecho de que éste se
aisle de un paciente tras 48 h de estancia hospitalaria siempre que no presente
signos de infeccién por ese microorganismo al ingreso.*

Se ha asociado él HA-MRSA a varios factores de riesgo entre los que
destacan hospitalizacion reciente y permanencia en unidades de cuidados
intensivos, el uso de antibiotico de amplio espectro, un mayor numero de
pacientes inmunocomprometidos en los hospitales y una mayor utilizacion de
medios invasivos, como catéteres y sondas, que facilitan la entrada y
colonizacion de cepas de MRSA a la sangre y tejidos, con el agravante de que
los trabajadores de salud y los pacientes colonizados por MRSA pueden
convertirse en nuevos focos de infeccion. Ademas de deteriorar la salud de los
individuos, las infecciones de HA-MRSA generan una gran carga para las
instituciones de salud, por su fuerte asociacibn con las altas tasas de
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mortalidad y morbilidad y por el incremento en los costos de la estancia
hospitalaria, por lo que se han establecido politicas de rutina sobre la vigilancia
de enfermedades estafilocdccicas adquiridas en hospitales. Ya que S. aureus
es la principal causa de infecciones adquiridas después de una operacion y la
segunda causa mas frecuente de neumonia nosocomial y bacteremia. *>2°.

Las cepas de MRSA ingresan a los hospitales a través de pacientes,
visitantes o trabajadores de asistencia, el cruzamiento de infecciones de
paciente a paciente, o de personal de hospital y de pacientes, presenta un
peligro constante. Historicamente S. aureus ha sido ejemplo de un
microorganismo implicado en la infeccion cruzada y ahora es uno de los
patdgenos mas importantes y diseminados dentro del hospital. El personal del
hospital o pacientes colonizados han sido identificados frecuentemente como la
fuente de brotes, sin embargo, otros datos muestran que muchas infecciones
por S. aureus tienen su origen en la flora endogena en los pacientes. Hasta
ahora la HA-MRSA es reconocida como endémica en los hospitales.?® Siendo
la principal causa de osteomielitis, endocarditis invasora, artritis séptica y
septicemia.'® %

En México se tiene reportado un promedio del 10 al 15 %. El impacto
mas importante de este problema es la mortalidad, la cual se estima en
promedio de 5%. Por ejemplo, se estima que en México, de los 6 600 000
pacientes que recibieron atencion médica hospitalaria, entre 600 000 y 750 000
presentaron infeccién nosocomial y de éstos murieron entre 30 000 y 45 000
por esta causa. El area hospitalaria con mayor frecuencia de infecciones
nosocomiales es la Unidad de Terapia Intensiva.

En Meéxico se cuenta con la Red Hospitalaria de Vigilancia
Epidemiolégica (RHOVE), la cual reportd que en el periodo de 1998-2003, S.
aureus ocupo el tercer lugar en morbilidad y cuarto lugar en mortalidad. En un
estudio realizado en hospitales pediatricos, se encontré que S. aureus ocupa el
cuarto lugar de microorganismos causantes de infecciones nosocomiales.
Diversos estudios de vigilancia de las infecciones nosocomiales en México
indican que del 8.3 al 36% de estas infecciones se debe a S. aureus. **3

La incidencia de infecciones nosocomiales oscila entre 3.8 y 26.1 casos
por cada 100 egresos; la mortalidad asociada con infecciones intrahospitalarias

en promedio es 5% y para el 2001 ocupd la séptima causa de muerte. Los
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recursos para el control de las infecciones por MRSA siguen siendo limitados y
los MRSA son una de las principales causas de infeccibn nosocomial en
nuestro pais, sin embargo, la magnitud del problema no se entiende
completamente, ya que los datos tienden a provenir de grandes hospitales,
mientras que gran parte de la poblacion es atendida en centros comunitarios de
salud que no cuentan con amplias instalaciones para realizar vigilancia
microbiolégica. En México los estudios demuestran un aumento en la
prevalencia de los MRSA durante los ultimos afios, la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) en el 2004 reporté una prevalencia de MRSA
del 52%, la Asociacion Panamericana de Enfermedades Infecciosas para 2006
reporté una tasa de MRSA de 32% y datos mas recientes del 2008 mostraron

una prevalencia del 48% de MRSA.*®?
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9. Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA
COMUNITARIO (CA-MRSA, “community-acquired MRSA")

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) es una causa
importante de infecciones nosocomiales en todo el mundo. Sin embargo, la
epidemiologia del MRSA esta cambiando ya no se limita a los pacientes
hospitalizados o personas con factores de riesgo predisponentes. Los brotes de
MRSA adquiridos en la comunidad (CA-MRSA; "community-acquired MRSA")
se han reportado en todo el mundo. La adquisicion de estas cepas se realiza
fuera de los tradicionales factores de riesgo de las cepas MRSA hospitalarias,
son susceptibles a pocos antibiéticos y presentan la inclusion de factores de
virulencia especificos. >138143

Para clasificar una cepa de S. aureus como CA-MRSA se debe cumplir
con la condicion de que sea una cepa aislada en la comunidad en pacientes
que no tienen los factores de riesgo de una infeccibn nosocomial, estos
factores son: hospitalizaciones frecuentes y recientes, vivir por largos periodos
en salas de cuidados especiales, estar expuestos a medios invasivos como
sondas o catéteres, haber tenido cirugias recientes o dialisis , emplear drogas
intravenosas o una prolongada exposicién a los antibiéticos*>¢"1%>

9.1 Origen de CA-MRSA

El origen de las cepas CA-MRSA todavia esta sujeto a debate. Una
posibilidad es que sean descendientes silvestres de cepas hospitalarias, por
medio de una transformacion vertical. En un estudio se observo varias
similitudes entre la CA-MRSA y HA-MRSA, y planted la posibilidad de que
algunas cepas CA-MRSA se originaron en hospitales. Ha sido demostrado
recientemente que una clona de CA-MRSA y HA-MRSA tienen un ancestro
coman. '3

En contraste, existen estudios que demuestran que CA-MRSA se origind
a través de la adquisicion de SCCmec tipo IV por MSSA. Hay estudios que
apoyan esta teoria en Japon. Consisten en la observacion de cepas PVL-
positivas de MSSA que estaban presentes en la comunidad japonesa en 1960,
y adquirieron el SCCmec tipo IV para convertirse en la clona PVL —positiva,
MRSA-ST30-IV.'%
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Otros autores apoyan esta teoria de que el MRSA nace de la asociacion
de dos genotipos: el genotipo resistente de un Staphylococcus epidermidis y el
de un Staphylococcus aureus meticilina sensible mas virulento, lo cual se
sustenta en el hecho de que secuencias dentro de la region “upstream” de los
genes ccr del elemento SCCmec |V fueron encontrados en aislamientos de S.
epidermidis en 1970, y que raramente se describieron en S. aureus antes de
1990, surgiendo un intercambio horizontal entre especies de estafilococos. La
transferencia horizontal es posible gracias a los genes ccr, estos se encuentran
en SCCmec y codifican proteinas que catalizan la escisién precisa y la
integracion sitio especifica del gen mec en el cromosoma de S. aureus. Se
piensa que esta transferencia ocurre poco, por lo que las cepas CA-MRSA son
consecuencia de alguno de estos eventos de transferencia del gen mec, de un
donador a un receptor susceptible. Con respecto al gen PVL puede ser que se
haya adquirido a través del fago OSLT. De igual manera los cassettes
cromosomales SCCmec IV y V, poseen un tamafio pequefio y contienen
elementos génicos moviles, esto puede tener como consecuencia que se
muevan rapidamente entre los diversos ambientes genéticos de las cepas de
S. aureus sensibles a meticilina que circulan en la comunidad, aumentando la
probabilidad de tener nuevas cepas CA-MRSA™*3,

Se sabe que S. aureus incluyendo el MRSA puede colonizar al individuo
por periodos muy largos sin ser detectados y presentarse la infeccion tiempo
después, este hecho es el que dificulta determinar el origen real de las cepas
que causan infeccion en la comunidad. La dificultad para definir el origen de las
cepas ha generado un auge en el desarrollo de estudios moleculares, que han
contribuido entre otras cosas, a distinguir entre las cepas realmente
adquiridas en la comunidad y aquellas de origen nosocomial. Inicialmente las
cepas de HA-MRSA exhibieron una expansion clonal, por mas de un decenio
un solo clon fue el responsable de las epidemias de HA-MRSA en los diversos
hospitales, pero en los afios subsiguientes empezaron a surgir y a extenderse
por todo el mundo nuevas clonas. En la actualidad existen gran cantidad de
clonas pandémicas de HA-MRSA que muestra grandes diferencias genéticas:
asi se ha demostrado por métodos genéticos como la secuenciacién de
multiples locus (Multilocus sequence typing-MLST), que portan diferente tipos
de SCCmec. Este comportamiento contrasta con la evolucion de las cepas de
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CA-MRSA, que en su origen mostraron una mayor diversidad genética pero en
la actualidad solo unas pocas clonas son responsables de las epidemias de
CA-MRSA en el ambito mundial. Tal vez la caracteristica mas notable del
genotipo CA-MRSA es su éxito evolutivo, lo que resulta en su rapida aparicion
de clonas en todo el mundo.**
9.2 Epidemiologia mundial de MRSA

La tasa de mortalidad asociada con infecciones invasivas por MRSA se

estima en aproximadamente 20% °%1%®

, pero esta cifra varia considerablemente
entre los estudios de diferentes paises, ya que no pueden ser comparados
debido a las diferencias respecto a los disefios de estudio como en la
pOb'ﬂCién. 77,90, 105,143.

Estudios realizados en Espafia (ver figura 21), llevados a cabo por el
mismo equipo de investigadores en los afios 1986, 1991, 1994, 1996, 2002 y
2006 puso de manifiesto el progresivo incremento de la prevalencia de MRSA
que, en las sucesivas revisiones paso6 de un 1,5%, a un 11,2, 16,6, 17,9, 31,2y
29,2% respectivamente. Asimismo, un estudio de cepas procedentes de
infecciones observadas entre 1993 y 2003 en 296 hospitales mostré un
incremento de la resistencia desde el 22 % en 1993 al 41% en el 2003.”
Finalmente se concluy6 que en Europa, la prevalencia reportada oscila entre 25
y 50%'44, 78,149

Las tasas mas altas que se han reportado de MRSA (> 50%) se
registran en el Norte y el Sur de América, Republica de Malta, Asia, y en el
Este de Asia, especialmente en Sri Lanka (86,5%), Corea del Sur (77,6%),
Vietnam (74,1%), Taiwan (65,0%), Tailandia (57,0%) y Hong Kong (56,8%). Las
tasas intermedias (25-50%) son reportadas en China, Australia, Africa y
algunos paises europeos, por ejemplo, Portugal (49%), Grecia (40%), Italia
(37%), Rumania (34%) e India (22,6%). Otros paises europeos tienen en
general las tasas de prevalencia baja por ejemplo: los Paises Bajos y
Escandinavia 62, 88, 111, 141,143

La prevalencia de HA-MRSA se ha reducido en los ultimos afios
en algunos paises europeos, por ejemplo: en Austria, Francia, Irlanda, Reino
Unido y Grecia. En otros paises europeos la prevalencia se ha mantenido

bastante estable.** Las clonas mas frecuentes de MRSA analizadas en todos

>

68



los continentes entre 1961 y 2008 fueron CC5, CC8, CC22, CC30 y CC45 .**
Esta nueva nomenclatura basada en la técnica MLST.

A nivel mundial, algunas clonas de HA-MRSA se han difundido a nivel
internacional.
Andlisis de SNP del CC5 (ST5) demostraron que esta clona parece haber
evolucionado muchas veces, en muchos paises, mediante la adquisicion del
cassette SCCmec CC5 (ST5), aungue esto no puede ser cierto para todos los
HA-MRSA 8 143

En cambio, las primeras cepas de CA-MRSA fueron reportadas en la
década de 1980, en adelante los brotes se han documentado en poblaciones
de la comunidad por separado, como los nativos americanos, los soldados, los
homosexuales, los presos, nifios en guarderia, y los atletas. Aunque las
razones para el surgimiento de MRSA en estos grupos no esta claro, existen
factores en comdn como son: la falta de higiene, los factores socioeconémicos,
y el amplio uso de antibidticos previos. Las tasas de prevalencia son altas en
EE.UU., Australia, América del Sur, Japon y el sur de Europa, mientras que son
bajas en los paises escandinavos, Paises Bajos y Suiza.® % 93 111,122,143

Sélo unas pocas clonas de CA-MRSA se han diseminado a través del
mundo. Se han identificado dos clonas principales, la USA300 y la USA400. La
clona USA300 se ha localizado en jugadores de fatbol y presos, mientras que
la cepa USA400 se ha encontrado en varias poblaciones étnicas.'*

La clona USA300 ha causado brotes epidémicos de infecciones de la
piel y tejidos blandos en individuos sanos en 21 estados de EUA, Canada y
Europa. Se cuenta ya con la secuencia completa de su genoma. Ademas del
gen PVL y del SCCmec IV, cuenta con un nuevo elemento genético movil que
codifica una via para la desaminacion de la arginina, que se le denomina
elemento genético movil para el catabolismo de la arginina ("arginine
catabolism mobile element’, ACME), y puede contribuir al crecimiento y
supervivencia de la clona USA300. Este elemento se encuentra normalmente
en S. epidermis, por lo que se sugiere una transferencia a partir de estos
estafilococos a la clona USA300.1" 13

En un estudio realizado en EUA se determiné que la clona mas comun
de CA-MRSA fue la USA 300 (97%) en una poblacion de 11 hospitales, esta

clona corresponde al CC8-ST8, SCCmec tipo IV, PVL; es una cepa sensibles a
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la rifampicina, trimetoprim / sulfametoxazol (SXT), clindamicina y tetraciclinas,
este fenotipo es el principal responsable de la SSTIS, aunque también puede
causar graves infecciones como la neumonia necrotizante.*%> 143

En otro estudio, se observé que la colonizacion de CA-MRSA aumenté
de 8,0% en 2001-2002 al 17,2% en 2003-2004 en la poblaciéon de los
EE.UU.lll' 143

En comparacion con los EE.UU., las infecciones de CA-MRSA se han
mantenido poco frecuentes en Europa Occidental y ST80 no se ha extendido a
América del Norte. Las razones aln se desconocen.®? 10111

En Asia oriental, la proporcion de CA-MRSA se encuentra en el rango

<5% (Tailandia y la India) a > 30% (Vietham, Filipinas, Taiwan y Sri
Lanka) 122,143

La cepa USA300 se ha extendido de forma esporadica a través del
93, 143

Atlantico a Europa en los ultimos afios.
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Figura 21. Epidemiologia mundial y prevalencia de MRSA en el mundo.**®
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9.2.1 En México

En México existen estudios escasos de epidemiologia de MRSA, el
anico lugar donde se llevan acabo estas investigaciones es en el Centro de
Investigacion sobre Enfermedades Infecciosas. Instituto Nacional de Salud
Pulblica, Cuernavaca, Morelos, México, el cual esta a cargo de la Dra. Maria E.
Velazquez-Meza.'®*

Hay un primer informe de la clona de CA-MRSA (USA300) en este
hospital que afecto a tres nifios de edades de ente 1-7 afios.

El primer nifio de 1.4 afios en noviembre del 2007, con antecedentes de
retinoblastoma en el ojo izquierdo, cuando se inici6 en la quimioterapia. En
febrero de 2008, regresoé al hospital con fiebre de una duracion de 2 semanas y
los otros dos nifios, previamente sanos, de 3 y 7 afios de edad, llegaron al
hospital con abscesos con reacciones locales severas, desde donde se aislo
MRSA. Después del drenaje, ambos fueron tratados con clindamicina.

Otros dos pacientes fueron adultos previamente sanos, una mujer de 24
afios de edad y un hombre de 23 afios de edad, con abscesos que requirieron
ingreso hospitalario. El drenaje de las lesiones y el cultivo de las muestras
dieron como resultado MRSA, los pacientes fueron tratados con
linezolid. Todos los pacientes fueron dados de alta después del tratamiento
clinico, y no se informé de una recaida.™®

Articulos anteriores solo muestran la presencia de una clona
denominada clona M en nuestro pais, secuencia de tipo 30 [ST30]
estafilococos cassette cromosémico mec [SCC mec] tipo 1V, que estuvo
presente en un hospital pediatrico de la Ciudad de México. Curiosamente,
aunque el clon M representaba a todos los aislados de MRSA entre 1997 y
2000 en el hospital pediatrico no ha sido reportado en otros paises de América
Latina hasta el momento, solo hay reportes de esta clona en hospitales de
Grecia. La clona M (por su origen México) mostro un patrén limitado de
resistencia (resistencia a B-lactamicos y gentamicina), esta clona evoluciono a
la clona C que es resistente a multiples farmacos (B-lactamicos, gentamicina,
ciprofloxacina, clindamicina y eritromicina). Ambas clonas tiene similitudes con
las clonas Pediatricas y de New York y Japén, la hip6tesis que se plantea es

que se traslado de EUA a México.*>3 1°41%°
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Y de acuerdo con diversos estudios realizados en los afios 1980, 1990 y
2000, la prevalencia de MRSA en los hospitales mexicanos se estima que
varfan de 7 a 30%. **?

En México no se tiene un registro del nimero de infecciones graves, ni
del desenlace de las infecciones por MRSA tanto hospitalario como
comunitario. Los reportes de infecciones por CA-MRSA en nifios se limitan a
series de casos o0 estudios en portadores. Velazquez y sus colaboradores
investigaron la presencia de portadores de MRSA en guarderias del norte y sur
de México, en 10 % encontraron colonizacion de S. aureus y en 0.93% de
MRSA en el afio 2003. La resistencia a la eritromicina, la clindamicina, el
trimetropim/sulfametoxazol, la gentamicina vy la ciprofloxaciona fue de 72, 32,
22,18 y 4.5 % respectivamente. Las 22 cepas de MRSA fueron separadas en
seis clonas mediante electroforesis en gel por campos pulsados, uno de los
perfiles presento similitud con la clona USA 100, esto refleja la capacidad de
diseminacién, gracias a la migracibn de poblaciones de este tipo de
microorganismos.

En Mexico la informacién sobre la magnitud del problema se ha
centrado en reportes hospitalarios de tercer nivel. La frecuencia de MRSA en

estos es elevada aproximadamente 50-85%. 12
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9.3 Aspecto clinico de la enfermedad

Los sintomas de las infecciones causadas por CA-MRSA son similares a
las provocadas por MSSA pero claramente distinta de la causada por HA-
MRSA.

HA-MRSA frecuentemente causa bacteriemia e infecciones en las vias
respiratorias, mientras que el CA-MRSA ha sido predominantemente aislado de
infecciones de piel y tejidos blandos (SSTIS), especificamente los fordnculos,
antrax, abscesos y celulitis, son las manifestaciones clinicas mas frecuentes.
Las lesiones de MRSA (forunculosis y foranculos) a menudo se confunden con
picaduras de arafia por los pacientes y los médicos. La gravedad de las SSTIS
varia de leve a profundo (Ver figura 22), en ocasiones se requerira ingreso
hospitalario para la incision quirargica, drenaje y antibidticos por via
parenteral. Los informes anecdoéticos sugieren que las infecciones recurrentes
de la piel por MRSA y la agrupacion de las infecciones dentro de un hogar son
relativamente comunes.* 119143

Ademas CA-MRSA causa linfadenitis cervical, otitis externa, otitis media
con otorrea, o mastoiditis aguda y absceso retrofaringeo, los abscesos
retrofaringeos se puede extender hacia abajo en el mediastino y se asocia con
la trombosis venosa yugular, similar al sindrome de Lemierre, se ha reportado
un numero creciente de pacientes con infecciones periorbitaria y orbitaria, asi
como otras infecciones relacionadas con las estructuras del ojo, y también
puede causar neumonia necrotizante y empiema, sepsis grave, infecciones
musculo esqueléticas como piomiositis y osteomielitis, fascitis necrotizante,
parpura fulminante, y las infecciones diseminadas con émbolos sépticos. #2143

Estudios indican que las cepas CA-MRSA han adquirido dos
propiedades importantes. Primero tienen la habilidad para colonizar
eficientemente. Segundo, poseen una variedad de factores de virulencia que
son necesarios para causar una serie de enfermedades, desde una simple
forunculosis hasta abscesos profundos, osteomielitis, neumonia necronizante y
sepsis, con peligro de muerte. Esta combinacion de factores demuestra la

profunda adaptabilidad de S. aureus.™® 122143
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Figura 22. a) Absceso por S. aureus sensible a meticilina b) Exacerbacion de
absceso provocado por MRSA. Noétese las diferencias clinicas significativas en

ambos casos.

9. 4 Determinantes de virulencia de CA-MRSA

Las cepas de CA-MRSA a diferencia de las cepas HA-MRSA poseen

numerosos factores de virulencia:

1. Toxina Panton-Valentine (PVL): la presencia de PVL se ha asociado con
agravamiento de la enfermedad en adultos jovenes y nifios, las infecciones
en la piel y los tejidos blandos evolucionan para dar lugar a la aparicion de
osteomielitis cronica y neumonia necrosante. La leucocidina bicompuesta
responsable de destruir leucocitos y producir necrosis tisular: la codifican

dos genes (lukS-PV y lukF-PV), que residen en un profago.>®:82 92132159

La toxina se describid por primera vez enla década de 1930, es una
exotoxina que es letal para los leucocitos, ademas de que es capaz de
hacer que el tejido se necrose y destruccion de los leucocitos mediante la
formacion de poros en la membrana celular. El locus PVL es considerado
como un marcador genético estable de las cepas de CA-MRSA y explica la
alta frecuencia de lesiones en la piel y la aparicion primaria de la neumonia
necrotizante y fascitis necrotizante.?? 13

Los sintomas clinicos se caracterizan por su gravedad
y la presencia de necrosis, abscesos y destruccion de los tejidos, sus
sintomas son, inflamacion local y general, las lesiones siempre son
dolorosas y reacciones generales como fiebre y astenia son frecuentes,

incluso cuando la infeccién es localizada.

>,
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Las ulceras son a menudo multiples, que pueden ocurrir a través de la auto-
inoculaciéon. Abscesos profundos pueden ser localizados en el tejido
subcutaneo, musculo o en diversos o6rganos como los rifiones,
los pulmones o los huesos *°*°.

a-hemolisina: Existen hemolisinas, alfa, gama, beta y delta. Son productos
extracelulares que afectan a eritrocitos. La a-hemolisina es la principal
hemolisina de cepas de origen humano que dafa a las plaquetas, participa
en la activacién de la via autofagica, es la citotoxina mas examinada de S.
aureus, es toxica para un amplio rango de células de mamiferos, es
particularmente activa contra eritrocitos, es dermonecrética por inoculacién
subcutdnea y es letal para los animales cuando se les inyecta por via
intravenosa.

La a-hemolisina es considerada como un prototipo de las citotoxinas
formadoras de poros y es citolitica para un gran niumero de células, entre
las que se encuentran los monocitos, los linfocitos, eritrocitos, plaquetas,
células endoteliales y células de cultivo. Es secretada por S. aureus y se
integra en las regiones hidrofobicas de la membrana de la célula del
hospedero, estableciendo heptameros cilindricos con la formacién de poros
de 1 a 2 nm, capaces de lisar las células eucariontes, el poro resultante
permite el flujo de K y otras pequefias moléculas y la afluencia de Na*, Ca*
y pequefias moléculas de bajo peso molecular, lo que hace que se lisen los
eritrocitos 8%

Proteina soluble en fenol (PSM): Existen 4 subtipos de esta proteina, con
actividad contra los neutréfilos. La expresion de PSM se eleva
en la mayoria de las cepas CA-MRSA. En la mutante con delecion de la
PSM se observa una virulencia atenuada. %%

ACME que se le denomina elemento genético movil para el
catabolismo de la arginina ("arginine catabolism mobile element”,
ACME) ®”: En un estudio reciente, se construyé mutantes de ACME en un
aislamiento clinico de USA300 para demostrar el papel de este elemento,
en un modelo de conejo, y se observo que la supresion de ACME atenud
significativamente la patogenicidad de la cepa USA300. Estos datos apoyan
la hipotesis ACME que aumenta el crecimiento y la supervivencia de la

USA3OO . 80,101,138
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10. PRINCIPALES CARACTERISTICAS Y DIFERENCIAS ENTRE
LAS CEPAS DE HA-MRSA y CA-MRSA

Desde el punto de vista microbiolégico las cepas CA-MRSA son genéticamente

diferentes a las cepas HA-MRSA (Ver tabla 8) destacandose por los siguientes

aspectos:

1.

2.

Existe una exotoxina, la leucocidina de Panton-Valentine que
habitualmente poseen las cepas CA-MRSA y esta asociada con
procesos inflamatorios severos en piel y partes blandas, asi como la

neumonia necronizante.

CA-MRSA posee mayor rapidez de division celular y una alta de

capacidad de diseminacion.

Los genes de resistencia a meticilina se encuentran en una region de
reciente identificacion (SCCmec IV o V) distinta a la que poseen los
MRSA hospitalarios clasicos, tienen los genes de resistencia a
antibioticos adicionales que son tipicos de las cepas HA-MRSA. Debido
a esto solo son susceptibles a los antibiéticos [B-lactamicos y
ocasionalmente a la eritromicina, se piensa que el origen de estas cepas
no lo constituye la diseminacion desde el hospital hacia la comunidad,
sino que este nuevo agente nace de la asociacion de dos genotipos: el
genotipo resistente de un S. epidermidis y el genotipo de un S. aureus

meticilina sensible mas virulento™ % 132158
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Tabla 8. Principales caracteristicas y diferencias entre las cepas HA-MRSA y
CA-MRSA™

Cepas MRSA hospitalarias (HA-MRSA)

Resistente a multiples antibiéticos

Contienen SCCmec tipos LlILIIIy VI
Presentan una gran cantidad de toxinas ,
excepto la toxina Leucocidina Panton-
Valentine (solo la presenta menos del
5% de las cepas)

Producen gran cantidad de procesos

infecciosos

Cepas aisladas en pacientes con
factores de riesgo nosocomiales

Cinco clonas pandémicas: ibérica,
brasilefia, Hungara, Nueva York/Japén y

Pediatrica.

La edad media de infeccion es en
adultos

Patdgeno oportunista

Dentro del ambito hospitalario

Cepas MRSA adquiridas en la
comunidad (CA-MRSA)
Resistente por lo general solo a los [3-
lactAmicos y ocasionalmente a
eritromicina

Contienen los SCCmec tipos IV, V y Vi

Presentan solo unas pocas toxinas, pero
la toxina Leucocidina Panton-Valentine
esta en el 100 % de las cepas, por lo

gue se usa como un marcador.

Producen por lo general infecciones en
la piel y tejidos blandos, neumonia
necronizante y septicemia.
Cepas aisladas en la comunidad en
pacientes que no tienen factores de
riesgo de una infeccion nosocomial.
Dos clonas principales: USA 300 y USA
400

La edad media de infeccion es en
jovenes y nifios
Causa infecciones en personas sanas

Se presenta fuera del ambito hospitalario

(en la comunidad)
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11. METODOS DE TIPIFICACION DE MRSA

Una vez que se tiene la certeza de que S. aureus es el agente causal de
las patologias (ver capitulo 5.9) , por medio de tincion de Gram, cultivo en
medios selectivos y diferenciales, asi como pruebas biogquimicas, se procede a
relizar la tipificacion de MRSA, la cual puede hacerse por métodos fenotipicos y
genotipicos. Los primeros han sido utiles pero algunos pueden presentar
desventajas debido a las limitaciones de su poder discriminatorio, ejemplos de
estos son: difusion en disco por el método de Kirby-Bauer empleando cefoxitin
y oxacilina, prueba de screening, deteccion especifica de inmunoagentes con
blanco en la PBP2a (aglutinacion en latex), por mencionar los recomendados
por la CLSI. 4, 82,123,152

Los métodos genotipicos que se han empleado recientemente, en
estudios de epidemiologia molecular de MRSA, han permitido entender mejor
las relaciones evolutivas de estas clonas, esto con base en el secuenciamiento
del genoma de S. aureus, el cual fue realizado por primera vez en 2001, y las
clonas que han sido parcialmente secuenciadas se encuentran en GenBank.®
Entre los mas empleados para la tipificacion de MRSA se encuentran:
electroforesis de campo pulsado (PFGE, por sus siglas en ingles Pulsed field
gel electrophoresis) empleando la enzima Smal, las técnicas basadas en PCR
y las basadas en el secuenciamiento de DNA, como la MLTS. 123 143152
11.1 Fenotipicos para la deteccion de MRSA

Una vez identificado a S. aureus como responsable del cuadro clinico
es necesario determinar la susceptibilidad a un perfil de antibiéticos. Muchos
laboratorios de microbiologia utilizan sistemas automatizados o comerciales
para el estudio de la sensibilidad a antibiéticos en S. aureus. La mayoria de
estos sistemas utilizan sélo oxacilina para la deteccion de MRSA, sélo los
sistemas Vitek 2 (BioMérieux) y Phoenix (BD) han incluido cefoxitina con este
proposito. Para el estudio de la sensibilidad a oxacilina en S. aureus en
general, los sistemas que contienen oxacilina ofrecen buenos niveles de
sensibilidad y especificidad, sin embargo, en cepas con una expresion
heterogénea de la resistencia (mecA positivas) la capacidad de estos sistemas
puede verse disminuida. Por tanto, se deberia contemplar la necesidad de

confirmar la resistencia o sensibilidad obtenida por estos sistemas en

>
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determinadas circunstancias como por ejemplo ante aislamientos importantes
(obtenidos de hemocultivos, liquidos estériles), sospecha de fallo terapéutico o
cuando se aislan cepas con resistencias asociadas a otros grupos de
antibioticos. Una forma de confirmacion recomendable seria el uso de un disco
de cefoxitina o alguno de los métodos rapidos que se exponen a continuacion,
los cuales son recomendados ampliamente por la CLSI.> 1?8

11.1.1 Difusién en disco (Kirby-Bauer)

Para determinar la resistencia a meticilina mediante el método de
difusién en disco (ver figura 23 y 24), es importante emplear sensidiscos de
oxacilina (1 pg) y para la confirmacién de la misma se utiliza el disco de
cefoxitina (30 pg) recomendado por la CLSI. La cefoxitina es un potente
inductor de la producciéon de PBP2a, ello hace que sea mas rapida que la
propia oxacilina en la deteccion de la resistencia, a la vez que la lectura de su
halo de inhibicion es més visible. No se han observado diferencias en relacién
a variaciones en el inéculo (1.5 x 108 UFC / mL), temperatura de incubacién o
medio de cultivo, lo cual es de gran utilidad en la deteccion de cepas de MRSA
con expresion heterogénea de la resistencia a meticilina. La presencia de un
halo de inhibicibn en oxacilina menor o igual a 13 mm indica resistencia a
oxacilina la confirmacion de la resistencia a oxacilina mediada por el gen mec A
se realiza a través del disco de cefoxitina presentando un halo menor o igual a
21 mm en S.aureus e interpretdndose que la cepa en estudio es un MRSA
(CLSI, 2010)_26, 27,103, 128

Tabla 9. Corte establecido por CLSI (2010) para determinacion de resistencia a

oxacilina
Grupo Disco (contenido) Diametro del halo en mm
A Oxacilina (1 pg) =13 11-12 <10

Control ATCC 43300 (Oxacilina 1 pg) 0-20

Positivo

Control ATCC 25923 (Oxacilina 1 pg) 30-35

Negativo

Marcador de resistencia a oxacilina
Cefoxitin (30 ug)
Control ~ ATCC 43300 (mecA positivo) <21
Control  ATCC 25923 (mec A negativo) 23-29
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Entre las ventajas que presenta esta técnica se encuentran: a) el disco
de cefoxitin sirve de marcador de susceptibilidad a oxacilina, sus halos de
inhibicién se relacionan con la presencia o ausencia del gen mecA mejor que
con otros métodos, no esta influenciado decisivamente por variaciones de
inodculo, temperatura o medios de cultivo utilizados y sus resultados no parecen
estar afectados, en la misma extension que los discos de oxacilina, por la
hiperproduccion de penicilinasa (mecanismo de BORSA), que da lugar a
pequefios halos de inhibicion.®®

Figura 23. Deteccion de resistencia a oxacilina S. aureus mediante el método

de difusion en disco con oxacilina y cefoxitin. Cepa MRSA. Segun lo

recomendado con CLSI en agar Mueller-Hinton. 27 48

Figura 24. Variacion del método recomendado por CLSI empleando el medio
de cultivo QC ES agar a) medio no inoculado, b) cefoxitin y oxacilina
susceptible y c) cefoxitin y oxacilina resistente. °

>,
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11.1.2 Screening

La prueba de deteccion “screening” para oxacilina en agar es til para
confirmar resultados de este compuesto que resultan equivocados con otros
métodos.

El agar empleado es Mueller-Hinton suplementado con 4 % de NaCl y
6ug/mL del antimicrobiano oxacilina. Debe ser inoculado utilizando el método
de suspensién directa de colonias que alcance 1.5 x 10® UFC / mL (0,5 del
estandar de McFarland). El cultivo debe ser incubado por 24 horas. La
aparicion de > 1 colonia o pelicula de crecimiento (incluyendo una ligera
pelicula) indica resistencia a oxacilina. El control de calidad se realiza utilizando
S. aureus ATCC 29213 (susceptible) y S. aureus ATCC 43300 (resistente).
Aunque esta prueba es conocida como deteccidon “screening” los resultados
pueden ser considerados definitivos para evaluar la resistencia a oxacilina en
S. aureus.?” "®

11.1.3 Prueba rapida de aglutinacién: deteccion de PBP2a

Las cepas de MRSA también se pueden reconocer mas rapidamente
mediante la aglutinacion con latex para detectar la presencia de la PBP2a. Esta
es una prueba que no precisa de un equipo especial y que puede facilitar una
respuesta rapida, siendo asi un buen "informe preliminar" de un estudio de
sensibilidad mas completo que incluya, por ejemplo, la sensibilidad a cefoxitin
94, 27,128

Tanto la confirmacidén de la resistencia a meticilina mediante PCR del
gen mecA como mediante la deteccidbn de la PBP2a requieren de una
identificacién previa del microorganismo a nivel de especie (S. aureus).® %
Aunque este método no esta recomendado por la CLSI, pero si autorizado por
la FDA es una nueva metodologia que se basa en una reaccion de
aglutinacion, por medio de anticuerpos monoclonales que detectan la presencia
de PBP2a. Algunos estudios informan que la sensibilidad de la prueba se
encuentra entre el 93 al 97%.% 1
11.1.4 Medios cromogénicos para identificacion rapida de MRSA
El diagnéstico de laboratorio rapido es fundamental para el tratamiento,

gestion y prevencion de cepas MRSA. Comercialmente la introduccion de
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medios cromogénicos como herramienta de apoyo en la deteccidn de cepas
MRSA en los laboratorios clinicos ha facilitado el diagnéstico.

Los medios cromogénicos para MRSA (ver figura 25), pueden definirse
como medios de cultivo diferenciales a los cuales se les incorpora un sustrato
cromogénico especifico de una enzima de S. aureus, para su identificacion.
Actualmente existen cinco medios cromogénicos en el mercado que permiten la
identificacion de cepas MRSA: Brilliance agar MRSA (Oxoid), chromID
(biomerieux), MRSASelect (Bio-Rad), CHROMagar (CHROMagar
Microbiology), y BBL CHROMagar-(BD Diagnostics).’

En un estudio en el que se compararon estos cinco medios en relacion a
su especificidad vy sensibilidad se encontr6 que la especificidad para cada
medio es de: BBL CHROMagar-(99%), seguido por MRSASelect (98%),
CHROMagar (97%), chromID (89%), y Brillance MRSA agar (86%), con la
confianza de que todos los medios detectan cepas MRSA. En conclusion, BBL
CHROMagar-y CHROMagar dio el mejor resultado en general para la deteccién
de MRSA, independientemente de la concentracion de la muestra, el

investigador, o periodo de incubacién.> - 12416°

Brilliance ChromiD MRSASelect CHROMagar  BBL-CHROMagar

e N7 N\r— © r‘ -

.....

s

/B R SR

Figura 25. Comparacion entre los medios cromogénicos que estan disponibles
actualmente en el mercado. Desarrollo caracteristico con cepas MRSA.*%°

Sin embargo es necesaria la confirmacion de las presuntivas colonias de
MRSA, para lo cual se emplean técnicas moleculares, las cuales se exponen a

continuacion.
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11.2 Métodos genotipicos para la deteccion de MRSA

11.2.1 Técnica de Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Es un método genotipico que ha emergido como estandar de oro de
tipificacion molecular para la epidemiologia de MRSA. PFGE es una variacion
de la electroforesis clasica que permite separar y analizar fragmentos de DNA
muy grandes de tamafio superior a los 2 x 10 ° pb (2 Mb). Inicialmente esta
técnica estuvo restringida a estudios locales y de corto plazo, debido a la falta
de reproducibilidad entre laboratorios, sin embargo gracias a la estandarizacion
de la metodologia para hacer la electroforesis y al esquema de interpretacion
de los patrones producidos, se pudieron adelantar estudios multicéntricos que
han sido de gran utilidad para determinar las relaciones genéticas de las cepas
de MRSA; en la actualidad se cuenta con un software que permite comparar los
perfiles obtenidos en la PFGE e identificar a que linaje de MRSA pertenece.®®

El principio de la PFGE es el uso de un dispositivo de electroforesis
especializado para separar elementos cromosOmicos producidos por la
digestién enzimatica del DNA del cromosoma bacteriano intacto.*

El método consiste en obtener un paquete de alta concentracion celular
e incluirlas en bloques de agarosa, las células se afiaden a este medio todavia
liquido y se dejan gelificar en moldes adecuados.*?’

En el interior del bloque de agarosa se procede a la lisis de las células
(in situ) y a su tratamiento con proteasa para liberar al DNA de la proteina que
lo acompafia. A continuacion el DNA se digiere mediante endonucleasas de
restriccion. Se seleccionan enzimas que tengan pocos sitios de restriccion en el
DNA gendmico de forma que se produzcan 10 a 20 fragmentos de un tamafio
de 10 a 1.000 kb.

El blogue de agarosa que contiene los fragmentos de DNA cromosomal,
es introducido en un pozo de gel de agarosa y directamente se procede al
desarrollo de la electroforesis. Debido al gran tamafo de los fragmentos de
DNA producidos, existe una gran probabilidad de que se formen estructuras de
horquilla y “se enganchen” en la reticula del soporte por lo que para salir de esa
situacion necesita reorientarse. La PFGE incorpora un campo periodico en la
direccién del campo eléctrico entre dos 0 mas angulos preestablecidos a través
del gel de agarosa lo que se denomina pulso. Esto facilita mucho la

reorientacion de los fragmentos de DNA y permite su separacion. Se suele
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utilizar geles de concentraciones semejantes a las usadas en la electroforesis
normal, aunque se emplean agarosas especialmente puras. Se requiere
mantener muy constante la temperatura, para lo que se usan distintos sistemas
de control y de refrigeracién.*?’

Los patrones de restriccion de DNA de los aislamientos son entonces
comparados con otro para determinar su relacién.*?* 1>2

11.2.1.1 Variables que afectan laresolucién del PFGE

Los resultados de las técnicas de PFGE son muy sensibles a variaciones
en practicamente todos los parametros electroforéticos. Las condiciones para
obtener la mejor resolucion de PFGE estan en funcion del rango del tamafio de
las moléculas a separar y de la enzima de restriccion seleccionada, pero
también intervienen variables técnicas, como: duracion y alternancia de los
pulsos, voltaje, temperatura y amortiguador de electroforesis y angulo de
reorientacion. 2712

11.2.1.2 Ventajas y desventajas de la aplicacién de PFGE en MRSA

La PFGE es un método que ha comprobado ser muy acertado para la
investigacion de brotes nosocomiales y también ha sido usado para identificar
clonas de MRSA que tienen la particularidad de causar brotes mayores y
extenderse nacional e internacionalmente (clonas pandémicas de MRSA).

Este método cumple con la mayoria de los criterios de Maslow, para un
buen sistema de tipificacion (produce resultados interpretables con claridad
con la mayoria de las cepas a probar), reproducibilidad (capacidad del método
para obtener reiteradas veces el mismo resultado del perfil de tipificacion con la
misma cepa bacteriana) y altamente discriminatorio (produce resultados que
permiten la diferenciacion clara de dos cepas no relacionadas de la misma
especie bacteriana), de manera que esto ha sido comprobado en exadmenes
microepidemioldgicos (local o a corto término) y macroepidemioldgicos
(nacional, continental o a largo término).®>*%’

La PFGE es también sensible, ya que detecta pequefias variaciones que
se acumulan rapidamente en el genoma bacteriano. Asi es muy poco probable
por ejemplo, que dos pacientes sean infectados al azar por dos cepas que
muestran el mismo tipo molecular, por lo que este método marca, con escaso
margen de error, la existencia de una conexion epidemioldgica entre ambos

casos. La PFGE también puede usarse para determinar si una infeccion es
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reincidene en el mismo paciente lo cual intuye que se debe a que el tratamiento
original fue insuficiente, quizas como el resultado del desarrollo de resistencia
a antimicrobianos durante el tratamiento, o se debe a la adquisicion de una
segunda cepa, mas resistente de la misma especie. En cualquier caso, esta
aplicacion de la PFGE muestra que el método no solo es util para investigar
brotes o diseminacion de cepas que involucran a varios pacientes, sino también
ofrece la oportunidad de investigar caracteristicas de las reinfecciones, fallas
de tratamientos y de las infecciones mixtas que involucran mas de un cepa de
la misma especie. Por estas razones la PFGE tiene amplia aceptacion entre los
microbidlogos, el personal de control de infecciones y los especialistas en
enfermedades infecciosas, como herramienta de laboratorio fundamental para
la epidemiologia, sin embargo, esa misma capacidad de detectar facilmente
una rapida acumulacion de pequefias variaciones puede ser una gran
desventaja para trazar la dispersion de lineas clonales, ya que se puede perder
la capacidad de analizar el origen comun de esas variantes. °>*?’

La PFGE es un meétodo técnicamente demandante y de trabajo
intensivo. Una principal desventaja es la interpretacion subjetiva, pues esta
basado en la generacién de patrones de bandas de DNA en geles de agarosa y
la comparacién de las imagenes de estos. Asi pues, la comparacion de
resultados entre laboratorios es dificil y depende de una estricta adherencia a
protocolos estandarizados y criterios de interpretacion, por lo que suele existir
alto grado de confusion respecto a los llamados clones pandémicos de MRSA.
En un esfuerzo para hacer de la PFGE un método de tipificacion accesible y
mas facil de entender, el uso de meétodos estadisticos y la habilidad para
digitalizar, guardar imagenes y comparar patrones usando programas de
software correspondiente ha hecho que este método tenga mayor uso. Tales
métodos pueden ser apropiados para largas colecciones de aislamientos
estudiados en laboratorios de referencia, pero factiblemente ninguno de ellos
es necesario para los laboratorios que seran confrontados primeramente con
brotes a corto término. Aun asi sigue siendo un problema entre laboratorios y
la informacién basada en imagenes resulta en un trabajo arduo para organizar

la rapida busqueda y la recuperacion por computadora.® *’
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Algunos autores han discutido que la estabilidad de marcadores puede
ser insuficiente para la confiable aplicacion de PFGE a largo término o en
estudios macroepidemiolégicos.

Se ha utlizado ampliamente la estrategia de tipificar el MRSA
combinando la PFGE con otros métodos como son: el polimorfismo del gen
mec y de los patrones de insercién del transposon T455.%2

11.3 Técnica de Multilocus sequence typing (MLST)

Debido a la mayor disponibilidad y accesibilidad de la secuenciacion del
DNA, los métodos de tipificacion basados en este principio, se han convertido
en los mas empleados, dado que han incrementado la reproducibilidad entre
los laboratorios, asi como la rapidez para obtener los resultados. Uno de ellos
es la tipificacion de secuencias multilocus que esta basada en la amplificacion y
secuenciacion de fragmentos internos de siete genes esenciales
(housekeeping), los cuales deberan estar repartidos a lo largo del cromosoma
bacteriano, y no deberan estar co-relacionados con el gen mecA, su principal
ventaja frente a la PFGE es que al utilizar secuencias, no da lugar a las
ambigiedades que se puedan presentar con la PFGE. Ademas esta es una
técnica muy estandarizada y cuenta con un sitio web que contiene informacién
de mas de 1500 aislamientos de humanos y animales, provenientes de 40
paises, lo que permite comparar las secuencias obtenidas con las reportadas
en la base de datos para obtener el perfil alélico. Aunque la MLST brinda
informacion acerca del linaje de las cepas, lo cual es importante para entender
la epidemiologia de MRSA, esta técnica no es apropiada para investigar brotes
en el &mbito clinico.**

El MLST mide directamente las variaciones de las secuencias de ADN
en un conjunto de genes y caracteriza a las cepas por sus perfiles alélicos
anicos. El principio es simple: la técnica consiste en realizar una PCR seguida
de la secuenciacion del ADN . Diferencias entre las cepas de nucleétidos se
puede comprobar en un numero variable de genes en funcién del grado de
discriminacién que se desee.'*®

El protocolo de trabajo de MLST se refiere a: 1) la recoleccion de datos,
2) analisis de datos y 3) andlisis de la secuencia multilocus. En la primera
seccion, la identificacion definitiva de la variacion se obtiene mediante la

determinacion de la secuencia de nucleétidos de fragmentos de genes. En el
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analisis de los datos de todas las secuencias Unicas se asignan numeros de
alelo y se combinan en un perfil alélico y le asigna un tipo de secuencia (ST). Si
los nuevos alelos se encuentran, se almacenan en la base de datos después
de la verificacion. En la seccion final del MLST la relacion de los aislados se
hizo mediante la comparacioén de perfiles alélicos. Los investigadores realizan
estudios epidemioldgicos y filogenéticos mediante la comparacion de los alelos
de diferentes complejos clénales. Un enorme conjunto de datos se produce
durante el proceso de secuenciacion e identificacion de técnicas
bioinforméaticas que se utilizan para organizar, administrar, analizar y combinar
todos los datos biologicos.

Para encontrar el equilibrio entre el poder de identificacién aceptable,
tiempo y costo para la tipificacion de cepas, de siete a ocho genes se utilizan
comunmente en los laboratorios.

Citando a Staphylococcus aureus, los siete genes que se utilizan en la
tipificacion son la carbamato cinasa ( arco ), deshidrogenasa shikimato ( aroE ),
cinasa de glicerol ( glpF ), guanilato cinasa (gmk), fosfato acetiltransferasa
( pta ), isomerasa trifosfato ( tpi) y la acetil coenzima A acetiltransferasa ( yqiL )
segun lo especificado por el MLST sitio web. No es raro utilizar un maximo de
diez genes.* 127 150

Para cada uno de estos genes, las diferentes secuencias se asignan
como alelos y los alelos en los loci proporcionan un perfil alélico. Una serie de
perfiles pueden ser el marcador de identificacion para la tipificacion de la
cepa. Las secuencias que difieren incluso con un solo nucleétido se asignan
como alelos diferentes y sin ponderacion se debe considerar el numero de
nucleotidos diferentes entre los alelos, ya que no es posible distinguir si las
diferencias en varios sitios de nucleétidos son el resultado de mutaciones
puntuales multiples o un solo intercambio de recombinacion. ElI gran nimero de
alelos posibles en cada uno de los lugares ofrece la capacidad de distinguir
miles de millones de diferentes perfiles alélicos, y una cepa con el alelo mas
comun en cada lugar so6lo se espera que ocurra por casualidad,
aproximadamente una vez cada 10.000 aislamientos. A pesar de que MLST
proporciona alta capacidad de discriminacion, la acumulacién de cambios de

nucleotidos en los genes es un proceso relativamente lento y el perfil alélico de
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un aislamiento bacteriano es lo suficientemente estable en el tiempo para fungir
como el método ideal para la epidemiologia global.*°

11.3.1 Ventajas y desventajas de MLST

La MLST es clara y estandarizada. Los materiales necesarios para la
determinacion de ST se pueden intercambiar entre los laboratorios. Se puede
acceder por via electrébnica a primers, secuencias y protocolos. Es
reproducible.EI MLST es automatico, combina los avances en la secuenciacion
de alto rendimiento y la bioinformatica, con las técnicas de genética de la
poblacion establecida. La MLST ofrece buen poder discriminatorio para
diferenciar los aislamientos.

La mayoria de las bases de datos MLST estdn alojados en dos
servidores web actualmente se encuentra en el Imperial College de Londres
(mlist.net) y en la Universidad de Oxford (pubmist.org). Una de sus principales
limitaciones es su costo.*" *#®
11.4 Otros métodos de tipificaciéon

Otro método ampliamente utilizado es la tipificacion de la proteina A, la
cual se denomina Staphylococcus protein A (SPA), involucra la tipificacion y
secuenciamiento de la region polimérfica X, una secuencia corta repetida del
gen de la proteina A.

La diversidad del gen spa, consiste principalmente en un nimero de
repeticiones de 24 pb de longitud, donde se determinan mutaciones puntuales,
asi como deleciones. La tipificacion de spa puede ser utilizado para estudiar
tanto la evoluciobn molecular asi como los brotes hospitalarios de MRSA,
algunas otras ventajas de la técnica spa es el costo y el tiempo, en

comparacion con MLST; para las secuencia obtenidas por spa existe una base

de datos (SegNet.org (www.segnet.org)), donde se puede comparar la
secuencia obtenida.

También se han desarrollado PCR en tiempo real, con primers dirigidos
a los genes de las recombinasa (ccr), la desventaja de esta estrategia consiste
en que solo identifica 4 tipos de cassette y no identifica al tipo V. Por lo que se
ha desarrollado una PCR multiple, basada solo en las variaciones de la
secuencia del complejo mecA, sin tener en cuenta el complejo ccr. El ensayo
determina los tipos de SSCmec al identificar 8 locus situados corriente arriba y

corriente abajo del gen mecA, principalmente en la region J. Este método
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permitio la discriminacion rapida de los tipos estructurales del elemento mec ,
sin embargo tiene la limitacion de que no detecta todo los tipos y subtipos
descritos de cassette SCCmec, como son el tipo V y los subtipos IVa, b, cy d.
Después otros investigadores describieron una PCR multiple que detecta los
tipos | al V y varios subtipos, y se han disefiado hasta estrategias basadas en

seis PCR multiples. **2

Tabla 10. Caracteristicas de los métodos de tipificacion genotipicos para
MRSA'

Método Blancos genéticos Caracteristicas

Ventajas: rapido, una

Secuencia del polimorfismo de | nomenclatura

Deteccion de | la regién variable x del gen spa | estandarizada.

la secuencia | de Staphylococcus aureus. Desventajas: errores de
spa clasificacion en un

pequefio numero  de

linajes.

Ventajas: nomenclatura

MLST Genes variables (cv), y sus | estandarizada
(Multilocus polimorfismos. Desventajas: alto costo
sequence
typing)
Ventajas: nomenclatura
Tipificacion estandarizada.
del CSSmec MGEs Desventajas: alto costo,

no hay un protocolo
estandarizado.

Ventajas: alto poder
Restriccibn  polimorfica  del | discriminatorio.
PFGE cromosoma completo. Desventajas: técnica dificil

y lenta
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La eleccion del método mas adecuado de tipificacion para MRSA
depende de las necesidades y del tipo de pregunta que se desee responder. El
método Optimo debe mostrar una capacidad de discriminacion y de
reproducibilidad y ser facil de usar, rapido, accesible, de costo razonable y de
facil interpretacion.

La estrategia recomendada para optimizar el proceso de tipificacion,
lograr una mayor discriminacion de las cepas y obtener informacion relevante
que permita establecer medidas preventivas y de control consiste en emplear
inicialmente la PFGE y luego en los elementos que muestra clonalidad, hacer
el analisis de las cepas por SCCmec o MLST. Se podria emplear la tipificacion
spa en lugar de PFGE sino existieran limitaciones por los costos de la
secuenciacion. La tipificacion spa provee datos concordantes con los
obtenidos por MLST o PFGE, sin embargo su uso no obvia la necesidad de
efectuar la tipificacion del SCCmec para determinar la clonalidad del
aislamiento.

Existe el uso de algoritmos de PFG inferidos (programa de infecciones
emergentes/ comunidad activa bacteriana (ABC) proyecto de vigilancia de
MRSA invasivo.*®

En el 2008 (ver algoritmo 3) el centro de enfermedad control y
prevencion de enfermedades en EUA (CDC's) en la division de prevencion,
desarrollo un algoritmo de PFGE para inferir cepas de MRSA, el algoritmo se
basa en caracteristicas microbiologicas aisladas durante un periodo de tres
afos de vigilancia, estas caracteristicas son: a) el tipo del cromosoma cassette
de estafilococos (SCCmec), b) la presencia de los genes de la toxina
leucocidina Panton-Valentine (PVL), c) la toxina del choque toxico (TSST) y d)
los resultados de susceptibilidad antimicrobiana. Todos los aislamientos deben

someterse a estas pruebas para obtener un patrén de PGFE a inferir.*®
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Algoritmo 3. Metodologia recomendada por el CDC para inferir MRSA.*®

Traducido al espafiol.

SCCmec llf1IV
Screen
Il MNinguno
v
v i 3
PVL N TsST Verificar en disco
eg oxacilina/cefoxitina

Pos | Neg Pos
L] v ¥ v Res *_k_+ Suc

Repetir SCCmec, TS5T PVL Repetir
Screeny PVL Neg Pos scCmec, Determinar MSSA
Pos Neg & } Screeny SCCmecl-1V
¥ Trim/sulfa Usa TsSST
300 l
. sSuc Res
&El mismo i
&El mismao
resultado? L s
Usa 300 resultado?
L4 ¥

usa

‘ USA 200 ‘ ‘USAlUU ‘
300

¥

> Realizar PFGE

11.5 Factores fisicos, quimicos y genéticos que influyen en la deteccion
de laresistencia a meticilina en el laboratorio.

La deteccibn de la resistencia en el laboratorio sigue siendo
problematica, por lo que deben manejarse con precaucion los factores fisicos y
quimicos que influyen.

Las condiciones ideales que permiten en el laboratorio la deteccion de
cepas resistentes a oxacilina son: pH neutro, medio, temperatura de incubacién
menor a 35 °C, periodos de incubacién adecuados (24-48 h) e in6culos de
acuerdo a la escala de 0,5 Mc Farland, sin embargo hay estudios donde se
demuestran que la variante mas importante es el suplemento de NaCl 4 % al
medio de cultivo. Otro método empleado para la deteccion de MRSA es la
difusidon en disco, para lo cual se emplean discos de oxacilina de 1ug y cefoxitin
30 pg.
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Los sistemas automatizados tienen una excelente especifidad pero baja
sensibilidad, los resultados deberan verificarse con un test como agar screen
antes de informar como cepa susceptible.

Cabe mencionar que los métodos genotipicos actualmente revelan
resultados mas confiables en comparacion con los fenotipicos, sin embargo,
durante la identificacion de cepas MRSA se presentan algunas interferencias
gue estan ampliamente relacionadas con la deriva génica de las mismas cepas,
sobresaliendo los siguientes:

Factor fem: (factor esencial para la resistencia a meticilina) o factor aux
(auxiliar). Son genes cromosomales distintos del mec, necesarios para la
completa expresion de resistencia, presentes en cepas sensibles y resistentes.
Destaca fem A, B, C, D, E y F mapeados en diferentes sitios. Mutantes fem
alteran la composicién del peptidoglucano, excepto femE cuya funcion es
desconocida.

Otros locus cromosomales: modifica una proteina hidréfoba de 38 kDa
de funcion desconocida, cuya activacion hace que una cepa de resistencia
homogénea produzca un pattern heterogéneo de resistencia a meticilina con
aumento en la tasa de autolisis. Los locus agr (gen accesorio regulador) y sar
(regulador accesorio estafilocdccico) estan involucrados en controlar la
expresion de numerosos factores de virulencia estafilococcicos y exoproteina.

Se ha sugerido la presencia de un factor adicional, producto de un gen
regulador, que actuaria regulando la expresién fenotipica de la resistencia, al
que inicialmente denominaron factor X, en aquellas cepas en que la expresion
de la resistencia es condicionada por temperatura alta. El elemento sensible a
esta no seria en realidad la PBP 2a sino el factor X cuya accion seria controlar
su traduccidn, transcripcion o posiblemente interviniendo en la regulacion de la

actividad autolitica y en la sintesis de la pared celular de cepas de MRSA. 2
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12. TRATAMIENTO PARA INFECCIONES CAUSADAS POR MRSA

Debido a la gravedad y cuadro clinico caracteristico de MRSA el primer

paso es prescribir un tratamiento empirico, el cual en muchos casos no es el

indicado y la probabilidad de desarrollar resistencia bacteriana y/o mortalidad

del paciente es alta, sin embargo, el siguiente algoritmo es representativo de las

acciones a tomar ante la sospecha de MRSA desarrollado en Espafia, en base

a las observaciones y ha sido de gran utilidad para prevenir la muerte del

paciente.’® 1>

Algoritmo 4. Esquema general para la eleccion del tratamiento antibidtico

empirico en la infeccion con probable participacion de Staphylococcus aureus

resistente a meticilina .

de MRSA.

c. Edad > &5 afios

1 Antecedente de colonizacion o infeccion por MRZA

2. Presencia dedos o mas factores de riesgo de colonizacion por MRSA:
a. Ingreso hoszpitalario en &l ultimo afio o procedencia de una
residencia geristrica o centro sociosanitario en un area con endemia

b. Inzuficiencia renal cronica en programa dedislisiz

3. Alergia anafilactica a los antibicticos f-lactamicos

r

Mo (a3 todos los criterios)

¥

Cloxadlina 2g/4 h [u otro f-lactamico

active frente a 5. gureus)

¥
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¥
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2. Neumonizo infeccion del SHC
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4. Filtrado glomerular menor de 50ml/min o tratamiento con
farmacos potencialmente neuromsicos

!

}
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|

Revision a las 42 h: Valoracion de los resultados del antibicgrama y de los cultivos

SASM
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La modalidad de tratamiento primario de los abscesos de piel y tejidos
blandos es la incision y drenaje. Un estudio demostré que las lesiones menores
de 5 cm de didmetro, los resultados son favorables a la incision y el drenaje.®®

Una vez identificado el agente causal como MRSA ya sea comunitario u
hospitalario a través de pruebas fenotipicas y/o genotipicas se procede al
tratamiento de eleccién (ver tabla 11), el cual puede ser divido de acuerdo al
tipo y gravedad de la infeccion del que se trate.

1. Infecciones en la piel y en tejidos blandos no complicadas

En los casos en que la infeccion por CA-MRSA no requiera hospitalizacion,
se recomienda por via oral antibidticos como TMP-SMX, la doxiciclina,
tetraciclinas (doxiciclina o minociclina), lizenol o clindamicina. La combinacion
de TMP-SMX y rifampicina también ha sido recomendada.

Los pacientes tratados en forma ambulatoria deben estar claramente
instruidos para que informen inmediatamente si desarrolla sintomas sistémicos,
sintomas locales o si sus sintomas no mejoran en 48 horas.®® **°

2. Infecciones en tejidos blandos y en la piel severas

La gravedad de la SSTIS relacionadas con la PVL puede deberse a la
extension local, localizaciones metastasicas, o asociacion con shock séptico o
sindrome toxico. Graves extensiones locales llevan a la necrosis del tejido
subcutaneo, cutaneo profundo y son clinicamente indistinguibles de la necrosis
causada por estreptococo, y si se debe a una bacteria o a varias. Por lo que es
recomendable por via intravenosa la vancomicina; oral o i.v Linezolid; i.v.,
daptomicina; i.v. telavancina o i.v. clindamicina. Por lo tanto, considerando el
riesgo de resistencia inducible y la necesidad de la actividad bactericida, se
recomienda una combinacion de clindamicina y B-lactamicos por MSSA o
vancomicina por MRSA. También es recomendable la intervencion
quirargica®**?

En los pacientes con celulitis por sospecha de CA-MRSA, pero en quienes la
infeccidbn por Streptococcus pyogenes no se puede descartar, algunos
expertos no recomiendan el tratamiento empirico con TMP-SMX o doxiciclina
en monoterapia debido a la resistencia reportados por estreptococos a estos
antibiéticos. Algunos investigadores sugieren una combinacién de clindamicina,

ya sea con TMP-SMX o tetraciclina. La clindamicina ha sido utilizada con éxito
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para tratar una variedad de infecciones de CA-MRSA, incluyendo infecciones
de tejidos blandos, neumonia e infecciones del aparato locomotor.

Para los pacientes con infecciones invasivas que pueden haber sido causadas
por CA-MRSA, se prescribe vancomicina, teicoplanina, la tigeciclina,
linezolid.®* #°3

3. Infecciones complicadas en la piel y en tejidos blandos.

Las complicaciones mas comunes de SSTIS son abscesos profundos
relacionados con la trombosis venosa profunda, que son causadas por cepas
PVL positivas. EI manejo de estas complicaciones depende del numero,
tamafio y localizacion de los abscesos. Como en cualquier purulenta
recoleccion, los antibioticos solos son a menudo insuficientes y, por tanto,
drenaje quirdrgico es la opcion terapéutica primaria. En los casos de multiples
abscesos, que no son accesibles quirdrgicamente y que estan progresando a
pesar de los antibidticos apropiados, dos casos publicados reportan una
notable mejora después del tratamiento de IglV pentavalente, ya que se ha
demostrado in vitro que los efectos de la PVL puede neutralizarse con los
anticuerpos especificos que contienen los preparados de inmunoglobulinas
para administracién iv.”® Los antibiéticos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) son TMP-SMX o doxaciclina.®**?

4. Infecciones Oseas y articulares

En el 71% de los casos se requiere cirugia adicional después del
procedimiento inicial (drenaje para la artritis 0 la puncion de la osteomielitis).
Los antibiéticos de eleccion son: clindamicina o linezolid, ya que ambos
medicamentos estan aprobados y tienen propiedades antitoxina. Debido a que
la clindamicina es solo bacteriostatico, hay algunas limitaciones para su uso por
si solo, recomendamos la combinacién de clindamicina con vancomicina en
casos de MRSA, como tratamiento alternativo para el tratamiento existe una
combinacién de TMP / SMX y rifampicina o vancomicina y rifampicina. ®* 6 112

5. Neumonia necrotizante

La neumonia estafilococcica necrotizante es de lejos el mas grave
presentacion de las infecciones asociadas a PVL y por lo tanto requiere manejo
especial (prescripcibn de vancomicina y otros). Aunque la letalidad ha
disminuido desde la descripcion inicial en 2002, la mortalidad general sigue

siendo alta y la supervivencia media es de sélo 4 dias.®®
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Por desgracia, el drenaje quirdrgico de las lesiones infectadas puede no ser
posible durante las primeras etapas de la neumonia necrotizante. En mayoria
de los casos hay necrosis global en el epitelio bronquial y alveolar, si el
paciente sobrevive, se requiere de apoyo respiratorio.®

La neumonia necronizante también puede deberse a otras bacterias como
Streptococcus pyogenes 0 Streptococcus pneumoniae, por lo que una
cefalosporina de tercera generacion debe ser afiadida al tratamiento.®* 91°°

6. Bacteremia

La bacteremia por S. aureus muestra una elevada tendencia a originar
metastasis, probablemente porque el microorganismo dispone de varias
proteinas de superficie que facilitan su adherencia a componentes de la matriz
extracelular (colageno, fibrindgeno, fibrina). Los lugares mas frecuentes de
metastasis son huesos, articulaciones, discos intervertebrales, espacio
epidural, rifiones y véalvulas cardiacas, entre otras localizaciones. La existencia
de metastasis condiciona la duracion del tratamiento, sin embargo, las
metastasis pueden pasar desapercibidas durante los primeros dias 0 semanas
y manifestarse un mes después del episodio de bacteriemia.®™ #112

Una cuestidon que ha suscitado cierta controversia en el manejo del paciente
con bacteremia estafilocOccica, primaria u originada en un catéter, es la
necesidad de descartar la existencia de endocarditis infecciosa (El) mediante la
practica de un ecocardiograma transesofagico. El tiempo que tarda el
hemocultivo en dar un resultado positivo puede orientar sobre el foco de origen
de la bacteriemia producida por S. aureus. Si el paciente no ha recibido
tratamiento antibiético y el hemocultivo se extrae por puncién venosa, un
tiempo de crecimiento inferior a 14 h sugiere la existencia de un foco
endovascular.®*

El tratamiento antibiético de la bacteremia por MRSA con foco en un
catéter venoso puede hacerse con un glucopéptido o con daptomicina (si la
CMI de vancomicina es >1,5 mg/L). Si la evolucion clinica es favorable y los
hemocultivos presentan resultados negativos, a partir del 5-7 dia de
administracion iv del antibidtico, el tratamiento puede completarse por via oral
con linezolid. Otras posibilidades son las asociaciones de rifampicina con
cotrimoxazol, clindamicina, doxiciclina o acido fusidico, segun la sensibilidad de

la cepa. Como se comentara mas adelante, el catéter debe retirarse. **?
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En el caso de S. aureus, la bacteremia que persiste al tercer dia de

tratamiento antibiético apropiado puede deberse a: a) no haber retirado el

catéter infectado; b) colonizacion/infeccion del catéter que se colocé en

sustitucion del que causo la infeccidon. La probabilidad de infeccién del nuevo

catéter es mayor si éste se coloca antes de retirar el catéter infectado, o antes

de administrar la primera dosis de antibiotico, o si el antibiético administrado no

es activo frente a MRSA,; c) presencia de un foco endovascular (endocarditis,

trombosis venosa infectada, infeccion de un marcapasos, infeccion de un

injerto vascular o de una fistula de dialisis); d) existencia de un foco metastatico

profundo. La metastasis séptica (artritis, osteomielitis, absceso visceral) puede

ser consecuencia de la bacteremia mas que su causa, y el hecho de

encontrarla no debe hacer abandonar la busqueda de un foco endovascular.*?

Tabla 11. Tratamiento y procesos para la infeccién por MRSA™®

Tipo de infeccidn Drenaje Analisis Antibioticos | Antibidticos Ig (iv)
quirdrgico microbiolégico antitoxinas

Infecciones en la piel
y tejidos blandos no Si No No No No
complicadas
Infecciones Si, cuando se MRSA:
moderadas presenta Linezolid
(abscesos diametro Si resistencia vancomicina, No No
> 5 cm, celulitis, antimicrobiana teavancin,
profundas daptomicina
infecciones)
Infecciones severas Si, cuando se MRSA: Si, Si, en caso
0 complicadas presenta Linezolid, clindamicina, de
(necrosis cutaneas, Si resistencia vancomicina,t linezolid, tratamiento
necrosis subcutanea antimicrobiana y elavancin, rifampicina fallido
profunda, abscesos cuando PVL es daptomicina
profundos, trombosis positiva
y shock séptico)

(] o7




Tipo de infeccion Drenaje Andlisis Antibiéticos | Antibidticos Ig (iv)
quirdrgico microbiolégico antitoxinas
Si, cuando se
Infecciones de presenta MRSA: Si,
huesos y Si resistencia vancomicina, | clindamicina, No
articulaciones antimicrobianay | daptomicinay linezolid
cuando PVL es TMX/SMX
positiva
Si, cuando se MRSA: Si, Si, en caso
Neumonia No presenta vancomicina y | clindamicina, | de
necrotizante resistencia linezolid linezolid y leucopenia
antimicrobiana y rifampicina y
cuando PVL es hemorragia
positiva pulmonar

Cabe recordar que S. aureus coloniza la mucosa nasal de la mayoria de
pacientes infectados y eventualmente puede causar infeccion recurrente.
Cuando la cepa colonizante es resistente a meticilina, el riesgo de infeccion es
significativamente superior al observado en portadores de cepas sensibles a
meticilina. En un estudio, cerca del 30 % de pacientes con colonizacion nasal
por MRSA desarrollaron infeccion en el curso de los 18 meses siguientes a su
deteccion.®

La mayoria de antibiéticos administrados por via sistémica, excepto
linezolid y rifampicina, no disminuyen la tasa de colonizacion nasal. El empleo
de quinolonas se ha asociado con un aumento del riesgo de colonizacién por
MRSA. El tratamiento de los pacientes con infeccion por MRSA incluye la
aplicacion topica, en ambas fosas nasales, de mupirocina al 2% cada 8 h
durante 5-7 dias y, si es posible, el empleo de clorhexidina en spray para
aplicacion oral y/o en solucion jabonosa para el bafio diario, también se ha
de MRSA por medio de
irradicion de 20 J/cm? reduce la

planteado la descolonizacién nasal laser, la
combinacion la luz de 408 y 880 nm con
colonizacion de S. aureus en un 72%. Muchos fotosensibilizadores, como el
azul de metileno, toluidina azul, verde de indocianina, y otros, se puede aplicar

sobre el tejido, para un mejor resultado.®*
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En pacientes con intubacion traqueal o sonda nasogastrica no se
recomienda la descolonizacién con mupirocina porque en estas circunstancias
es poco efectiva y puede inducir la aparicion de resistencia. Algunos datos
recientes sugieren que las cepas de MRSA de procedencia comunitaria,
productoras de leucocidina de PVL, se hallan en las fosas nasales con menor

frecuencia de lo esperado.® 78112 159,161
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13. PREVENCION Y CONTROL DE MRSA

La MRSA se considera actualmente como una pandemia, con la difusion
de clonas de HA-MRSA a partir de la década de 1960, de las clonas de CA-
MRSA en la década de 1990, asi como los clones de LA-MRSA en la década
del 2000, por lo que es importante tomar medidas de control de diseminacién
de MRSA.?°
Para evitar la diseminacion de MRSA, la CDC en el afio 2007 publicé las
siguientes recomendaciones: %

1. Mantenga las manos limpias y laveselas cuidadosamente con agua y
jabébn o con un desinfectante para manos a base de alcohol,
especialmente después de cambiar los vendajes o tocarse la herida
infectada.

2. Si tiene raspaduras, cortes, 0 heridas que tengan secreciones o pus
manténgalos limpios y cubiertos con un vendaje hasta que cicatricen.
Siga las instrucciones del proveedor de atencion médica para cuidar de
forma adecuada la herida. El pus proveniente de heridas infectadas
puede contener MRSA, por lo cual mantener cubierta la infeccién
ayudara a evitar la propagaciéon de la infeccién a otras personas.

3. Evite el contacto con las heridas o vendajes de otras personas.

4. Evite compartir articulos de uso personal como toallas o cuchillas de
afeitar, ropa o uniformes que puedan haber estado en contacto con el
vendaje o la herida infectada. Lave las sabanas, toallas y ropa sucias
con agua y detergente. Seque la ropa en una secadora, en vez de
secarla al aire libre.

5. Hable con su médico. Inférmele a sus proveedores de atencion médica
que usted tiene o ha tenido una infeccion de la piel por estafilococo o por
MRSA.

Con el objeto de disminuir la transmision en el ambito hospitalario, los
pacientes de alto riesgo, y el personal que labora en el hospital con frecuencia
se les realizan estudios por la posibilidad de una colonizaciéon. Aquellos
pacientes con pruebas positivas a S. aureus son sometidos a medidas de

precaucion, los portadores sanos deben de aplicarse antisépticos topicos en
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sitio nasal o perinal. Ademas de que los trabajadores de la salud deben
someterse a politicas de control de infecciones mediante el uso de guantes y el
lavado de manos antes y después del contacto con el paciente.?® "%

En los hospitales las areas de mayor infeccion son: los cuneros,
unidades de cuidados intensivos, quiréfanos, salas de quimioterapia, aunque
son empleados en esta area los aerosoles (glicoles) y la radiacion ultravioleta
del aire estos tienen poco efecto.

Es importante la limpieza periddica de las superficies que se tocan, el
cuidado de heridas y la mejora en la higiene, dado que se ha demostrado que
la supervivencia de cepas de S. aureus pueden persistir entre siete dias y siete
meses en las superficies, la supervivencia puede ser limitada cuando no hay
materia organica en el suelo o pus, que proteja a las bacterias de la
desecaci6n.?*%*

Las personas con infecciones activas deben ser restringidas a ciertas
actividades como deportes o cualquier otra que implique contacto fisico. Las
autoridades locales de salud deben estar informadas de los presuntos brotes y
casos adicionales relacionados también deben recibir un tratamiento
adecuado. La educacion del paciente sobre la naturaleza de la enfermedad, su
propagacion, y la posibilidad de recurrencia es muy importante. Proporcionar
profilaxis antibidtica a los miembros de la familia no es recomendable

actualmente.?® 794
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14. DISENOS DE SISTEMAS DE DIAGNOSTICO Y DE VACUNAS

PARA MRSA

14.1 Dispositivos en estudio para identificar MRSA a través MEMS

(Micro Sistemas Electro Mecanicos)

El disefio y Ila fabricacion de nuevos sistemas de diagndstico
requieren de la colaboraciéon multidisciplinaria. Es verdad que en un futuro
proximo, MEMS (Micro Sistemas Electro Mecanicos) y otros meétodos de
deteccién basados en la nanotecnologia van a tomar el lugar de los métodos
actuales de diagnéstico clinico.

Desde principios de 1990, sea desarrollado con éxito el sistema de
micro andlisis total (TAS o el laboratorio-en-un-chip) en campos que van desde
la salud hasta la bioseguridad, por medio de microfluidos y MEMS.

Los sistemas de laboratorio en chip tienen la capacidad de integrar
los procesos de los laboratorios. Las ventajas que ofrece esta tecnologia son:
su facil y practico transporte, alta sensibilidad, bajo costo y que requieren
pequefios volumenes de muestras. Con estas ventajas, hay un mayor interés
en el desarrollo de nuevos métodos para la deteccion de virus y bacterias,
principalmente se enfocan al control de las enfermedades infecciosas, ya que
existe un aumento importante en el nUmero de patégenos con resistencia a los
antibidticos. Una de las amenazas mas importantes de las infecciones
nosocomiales en muchas partes del mundo, incluyendo Europa, Africa del
Norte, EE.UU., es la diseminacion de cepas MRSA.

En los laboratorios clinicos, se emplean los métodos convencionales
basados la siembra del microorganismo debido a su facilidad de uso y bajo
costo, sin embargo, ellos consumen mucho tiempo ya que es necesario un
periodo de incubacion de por lo menos 24-72 h para asegurar la resistencia a
la meticilina. Por lo tanto, el uso de métodos moleculares es un estandar de oro
para el diagndstico no solo por su alta sensibilidad, sino también por su
rapidez, como por ejemplo la PCR, sin embargo, estos ensayos requieren un
equipo costoso y personal capacitado.

A fin de superar todos los inconvenientes anteriormente mencionados,
se encuentra en estudio el desarrollo de biosensores basados en MEMS para

formar un sistema de laboratorio-en-un-chip. Gracias a esta novedosa
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tecnologia, es posible fabricar pozos, reactores, canales, y los electrodos en la
escala micro para llevar a cabo las operaciones bioldgicas como cultivos en
crecimiento, amplificacion de &cidos nucleicos, y la deteccion de analitos
biologicos. Se han fabricado superficies especiales (Monocapas auto-
ensambladas) para la adsorcion de muestras biolégicas y las respuestas se
pueden convertir en energia mecanica, sefales opticas, o por via electrénica
utilizando marcadores de deteccién que amplificara la sefial. Esta tecnologia
se basa en la deteccion de cuatro puntos y sus combinaciones
(6ptica, mecanica, magnética, y la electroquimica).

Hay cinco diferentes analitos biol6gicos estudiados por los
investigadores para detectar MRSA mediante el uso de dispositivos MEMS
basados en: olor, caracteristicas de la célula, gen que codifica para algunas
toxinas y el gen mecA.

Las nuevas tecnologias basadas en lo anteriormente descrito son:

1.- Olor: en la deteccién de compuestos organicos volatiles (olor) producido por
MRSA, Staphylococcus aureus sensible a meticilina (MSSA), y S. aureus, una
nariz electronica que consiste en dos partes: Un sistema de deteccion y un
sistema de andlisis. La deteccion esta basada en la disminucion de la
conductancia entre los sensores de carbono, lo que aumenta la resistencia
total, debido a la expansion del carbono contenido en las superficies cuando el
olor se inhala en el dispositivo.

2.- Caracteristicas celulares: el principio de deteccibn se basa en el
confinamiento de una sola célula, con un colorante fluorescente, y los
antibioticos. EI aumento de la fluorescencia relacionado con la intensidad en
estos tapones presenta la resistencia de las bacterias al antibiético. El tiempo
para alcanzar el resultado es directamente proporcional al tamafio de los
tapones e independiente a partir de la concentracion inicial de la muestra y se
tarda aproximadamente 2 h. El limite de deteccién es de aproximadamente 10°
UFC / mL.

3.- Deteccion de genes que codifican para toxinas y mecA: para la deteccion de
los genes, es necesario, realizar la lisis celular, el aislamiento del DNA y por
Gltimo la amplificacién del gen (PCR tiempo real).®

Actualmente esta tecnologia sigue en estudio pero se pretende que en un

futuro no lejano, este dispositivo que conjunta la colaboracion
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multidisciplinarias, este disponible para posteriores estudios y sirva como una
herramienta de diagndstico confiable. Si lo anterior es posible, el desarrollé de
la tecnologia y su incursion en la medicina daria un salto sorprendente en la
evolucion, ademas de disminuir los costos, y la mortalidad por las cepas
MRSA.

Figura 26. Perspectiva de un micro
dispositivo, empleado para la deteccion
de MRSA, disefiado para la lectura de

32 muestras, con un electrodo de oro.%®

14.2 Desarrollo de vacunas

El desarrollo de la vacuna contra S. aureus puede proporcionar una
alternativa para la prevencion de la infeccibn por MRSA. Los desafios del
desarrollo de estos agentes son la identificacion apropiada de dianas
antigénicas para la vacuna y definiendo apropiados efectores inmunes contra la
infeccién por MRSA.

Las dianas antigénicas actuales mas eficaces se cree que son los
polisacéaridos de superficie, polisacaridos capsulares especialmente. De los 12
serotipos capsulares identificados hasta la fecha, el tipo 5 y 8 son
predominantes y se expresa en la inmensa mayoria de las cepas aisladas de S.
aureus.

Se han hecho esfuerzos para conjugar estos dos tipos de polisacaridos
capsulares y unirlos covalentemente con la exoproteina de Pseudomonas
aeruginosa (rEPA). Los estudios de fase clinica han demostrado que es segura
e inmunogénica en voluntarios sanos y confiere estadisticamente inmunidad
protectora significativa a la infeccion sistémica en pacientes.

Otros objetivos antigénicos son:

1. El polisacarido, poli-N-acetil glucosamina, que esta asociado con un

namero de importantes propiedades bioldgicas y patologicas de S.

aureus y otras cepas de estafilococos importantes.

2. Factores de virulencia, como la superficie de adhesinas y las toxinas

asociadas con el shock séptico o téxico.*®
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15. CONCLUSIONES

En México no se tienen datos epidemiologicos certeros que representen un
panorama general de la probleméatica de MRSA, lo que es preocupante, debido
a que los paises vecinos tienen reportada una epidemiologia de mas del 50 %
de casos de MRSA y por la migracion existente de las personas de un pais a
otro. Resulta conveniente profundizar en su estudio e informar de los alcances
tanto al personal de salud como a la poblacion. Esta revision bibliogréafica,
puede servir como un documento base, para implementar medidas de
prevencion y control de la diseminacion del MRSA en hospitales y en la
comunidad, tomando en cuenta las recomendaciones de instituciones
reconocidas a nivel mundial, y las investigaciones en paises que han tenido
brotes epidemiolégicos importantes.

Lo que ha contribuido a la falta de estadisticas epidemiolégicas sobre el MRSA
en nuestro pais, es la ausencia de centros de investigacion dedicados al tema
a nivel hospital y comunidad, asi como la falta de equipos y personal
capacitado en los sistemas de salud. En el caso particular del Quimico
Farmacéutico Bibélogo, sobresale el rol que representa para la deteccion
oportuna de microorganismos con susceptibilidad a antibiéticos, por ejemplo,
Staphylococcus aureus, y a su ves participar de manera activa con otros
profesionales de la salud en estudios de investigacion.

Una problematica aun mayor, es la falta de una visién global que puede influir
en el desarrollo de las nuevas tecnologias que contribuyan a disminuir la morbi-
mortalidad a causa de este patdgeno reemergente, mediante dispositivos que
identifiquen al microorganismo en un tiempo menor a bajo costo que con los
métodos convencionales.

Debido a la complejidad para discernir entre el origen de las cepas CA-MRSA,
HA-MRSA y a su vez la diferencia entre las caracteristicas de las mismas, es
necesario emplear técnicas de analisis molecular, dentro de los cuales la
MLTS es el método de eleccion dado que su estandarizacion y facil acceso a la
base de datos permite que sea el método mayoritariamente empleado con
respecto al PFGE, sin embargo cabe sefalar que antes del empleo de
cualquier método genotipico, es necesario la confirmacién por medio de la

tincion de Gram, el cultivo en medios selectivos y diferenciales asi como
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pruebas bioquimicas que se trata de S. aureus ya que antes se hablo de los
métodos fenotipicos.

Independientemente del protocolo a seguir, es labor del laboratorio de
microbiologia establecer técnicas estandarizadas y eficaces para la deteccion
oportuna de MRSA, contribuyendo asi al control y si es posible su erradicacion

a tiempo para evitar que se convierta en un amenaza para la comunidad.
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16. PERSPECTIVAS

El MRSA se ha extendido mundialmente debido al uso masivo e
inapropiado de antibioticos, no solo en la salud humana, sino también en la
salud animal, por lo que en este trabajo se establecen las siguientes
propuestas para la prevencion y control de MRSA:

Acciones prioritarias que deben implementar las autoridades sanitarias:

e Solo se deben administrar a los animales antibidticos no utilizados en
medicina humana y, Unicamente para acciones terapéuticas. Es primordial
reservar para los humanos las clases de antibidticos mas importantes, esto
con el objetivo de controlar cepas de MRSA en animales, las cuales ya
fueron reportadas (LA-MRSA).

e Reglamentar la venta de antibidticos destinados a la medicina humana y
prohibir su venta sin prescripcion meédica en México, comprometiendo a
todas las areas de salud.

e Proponer a la Secretaria de Salud una carta del buen uso de los
antibidticos, la cual deberan firmar las instituciones como los profesionales
gue se encuentran involucrados en el area de salud, comprometiéndose a
cumplirla.

Acciones prioritarias a nivel de los involucrados en la sanidad humana:

¢ Implementar una supervision estandarizada de la resistencia y utilizacion de
los antibidticos, seguir la emergencia y propagacion de nuevas cepas que
presenten resistencia, o cepas reemergentes.

¢ Incluir una solida formacion en el personal de salud, sobre la resistencia
bacteriana y el uso razonado de los antibidticos.

e Capacitar al personal de salud, sobre el cuadro clinico, patologias,
prevencion y control de MRSA, para la adecuada prescripcion,
dispensacion, y uso de antibiéticos, asi como para reportar casos de MRSA
y contribuir a la realizacion de estudios epidemiologicos en México.

e En el caso de los laboratorios de andlisis clinicos, proponer la realizacion de
pruebas de susceptibilidad a antibioticos especificos, con el objeto de
ayudar al médico a una mejor prescripcion del antibidtico y prevenir

resistencia a ellos; ademas de contribuir a los estudios epidemioldgicos.
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Es importante recordar que actualmente en los laboratorios de México no
se hacen pruebas para la determinacion de MRSA, los resultados
presentados se limitan al reporte de S. aureus como microbiota normal, en

caso de estar presente.

Acciones prioritarias a nivel de poblacion:

Desarrollar campafas informativas destinadas al publico, que muestren la
necesidad de limitar el uso de antibidticos unicamente a las indicaciones
necesarias.

Ensefar las medidas de higiene fundamentales, como lavarse las manos,
para evitar infecciones.

Realizar campafias informativas para la poblacion sobre MRSA, con el
objetivo de que los casos sean reportados y se genere una vision confiable

de la problematica en México.

Acciones prioritarias a nivel sector:

Desarrollar pruebas de diagndstico rapido.

Estimular la investigacion y desarrollo de nuevos antibioticos.

Desarrollar mas grupos de investigacion en la linea de MRSA, y proveer a los

laboratorios el equipo necesario para su estudio.
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