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Comportamiento de la resistencia a meticilina de cepas de Staphylococcus aureus en  Hospital Universitario de Sancti Spíritus, diciembre 2011 a mayo  2012
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«Gran parte del arte médico es estar preparados
para observar».
Hipócrates
Resumen

Staphylococcus aureus resistente a meticilina es una causa importante de morbilidad - mortalidad en pacientes hospitalizados.Para el desarrollo de la investigación se realizó un estudio observacional, descriptivo de corte  transversal ,tomando como referencia 265 muestras clínicas de pacientes hospitalizados, procesadas en el Hospital Universitario “Camilo Cienfuegos “ de Sancti Spíritus, de diciembre 2011 a mayo  2012. Se identificó la presencia de Staphylococcus aureus; se detectó la cepa resistente a meticilina, mediante  test de sensibilidad a  oxacilina y cefoxitina. Se determinó el comportamiento de resistencia a meticilina de cepas de Staphylococcus aureus según: edad de los pacientes, procedencia, tipo y susceptibilidad antimicrobiana, determinada por los  métodos de Kirby –Bauer y  Epsilon Test. Se concluyó: el 29.81% de las muestras fueron confirmadas como Staphylococcus aureus. El  50.63 % fue detectado como SARM, con predominio en el grupo  de edades  65 y mas .En cuanto a procedencia y tipo de muestra, la procedente de UCIM y la herida quirúrgica resultaron ser la de mayor prevalencia respectivamente. La susceptibilidad a los antimicrobianos  mostró porcentajes de resistencia elevados, excepto para vancomicina y tetraciclina. Staphylococcus aureus fue sensible a  vancomicina en el 100 % de las cepas evaluadas y sensible a tetraciclina en  79.89 %.El  perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos para cepas SARM y SASM, según aplicación del tests de chi cuadrado, mostró diferencias significativas unicamente para la tetraciclina (p=0.021). 
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Introducción

La resistencia microbiana a los antibióticos  constituye hoy un problema de salud pública de alcance mundial. La resistencia a los antimicrobianos es un fenómeno biológico exacerbado por el uso indebido de los fármacos. El uso de un medicamento antimicrobiano contra determinada infección, sin importar la dosis, por un período de tiempo, obliga a los microbios a adaptarse o morir; los que se pueden adaptar transmiten los genes de resistencia contra los fármacos a generaciones futuras de microbios. Pero cuando los agentes antimicrobianos se utilizan de forma indebida (ya sea por períodos de tiempo demasiado breves, a una dosis muy baja o sin la potencia adecuada) o para la enfermedad que no corresponde, se elevan las probabilidades de que los microbios generen resistencia a los mismos. Por ejemplo: tan solo unos años después de que apareciera la penicilina, los científicos empezaron a notar la existencia de una cepa de Staphylococcus aureus que presentaba resistencia (1). 

En el mundo actual existe una correspondencia entre las enfermedades infecciosas de mayor índice de letalidad y las que han adquirido mayor resistencia a los antimicrobianos; como consecuencia de este fenómeno, la atención y el tratamiento de enfermedades infecciosas graves: diarreicas, del tracto respiratorio, transmisión sexual, meningitis, neumonía y las infecciones que se adquieren en hospitales, se tornan cada vez más difíciles y se encarecen notablemente (2). Si bien dicha resistencia surgió por el uso indebido de agentes antimicrobianos en los países más desarrollados, en la actualidad se ha extendido a todo el mundo, agravada por la deficiente reglamentación de fármacos en los países menos desarrollados. La conducta humana tanto individual como social, es la fuente de la resistencia a los antimicrobianos.  Las infecciones adquiridas en los hospitales son una causa importante de la resistencia a los antimicrobianos en todo el mundo. Se estima que hasta el 60% de las mismas son causadas por microbios fármaco resistente. Las más comunes son las infecciones de las incisiones quirúrgicas, las infecciones respiratorias y las del tracto urinario. Estas infecciones se deben a prácticas y procedimientos deficientes de prevención de las infecciones, así como a superficies poco limpias o no estériles, y a los empleados enfermos (3). Se calcula que entre el 50 y el 60 % de más de 2 millones de infecciones hospitalarias en Estados Unidos, son causadas por bacterias resistentes y que son responsables de cerca de 77 000 muertes por año (4).
Esta bacteria está emergiendo en la población general (comunidad), en quienes no tienen factores de riesgo establecido, predominantemente niños, atletas, reclusos, todos adultos jóvenes. Debido a que la bacteria se concentra en las vías nasales y se transmite en general por contacto de la piel, es mandatario seguir ciertas estrategias para evitar su diseminación. Esta emergencia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina, adquirido en la comunidad en la población general, tiene importancia clínica porque no son susceptibles a betalactámicos, los cuales son usados como terapia empírica inicial en varias infecciones en piel y tejido blando.  Aunque la mayoría de las infecciones por Staphylococcus aureus resistente a meticilina adquiridas en la comunidad no han sido severas, algunas han tenido que ser hospitalizadas o han muerto; esto se reporta en jóvenes previamente sanos (5).  

Existen en la actualidad diversos puntos de vista del manejo intrahospitalario de la infección por  Staphylococcus aureus resistente a meticilina.Su frecuencia, incrementada de forma general, preocupa a la comunidad científica internacional, y muchos estudios tienen como objetivo detectar resistencia a meticilina,como el referido por la Sección de Enfermedades Infecciosas en Sevilla, España, donde se propusieron como objetivo conocer con detalle las medidas de vigilancia y control de infecciones por SARM que se llevan a cabo en distintos hospitales españoles, su grado de implantación y la variabilidad existente entre los distintos centros (6).  

El Journal of American Medical Association reportó en 2007 un estudio en el que aproximadamente 85% de todas las infecciones invasivas por SARM se habían originado en entornos médicos ; es el más frecuente en Europa, América del Norte y del Sur, norte de África, próximo Oriente y este de Asia. En Europa se experimentó un notable ascenso desde 1% en 1980 hasta 30% en 1991, con una distribución desigual según los países. Mientras Holanda o Dinamarca presentaron una baja prevalencia (6%), los países del sur de Europa como Grecia,  Francia o España presentaron la prevalencia más alta (30%) (7). Cada año se incrementan los reportes que mencionan las infecciones estafilocóccicas como causa principal de muerte, y en países como Inglaterra, la incidencia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina se ha incrementado del 8% en 1993 al 44% en 1998. Se ha evidenciado también que la mortalidad ha sido mayor en hombres y en personas de la tercera edad que en el resto de la población (8). 

Cada vez resulta más claro que América Latina  es un continente inmenso y no puede asimilarse lo que ocurre en México, Centro América, Caribe, Norte de Sur América y Cono Sur en términos de resistencia antimicrobiana comunes a todo el Continente.  Debe tenerse en cuenta que:

· Si bien las etiologías infecciosas bacterianas originales no son muy diferentes, el ambiente donde transcurren difiere, desde la zona fría patagónica, la zona tropical, las zonas altas andinas y el Caribe.

· Los antibióticos disponibles varían enormemente. En los países de alta población y mayores recursos económicos se cuenta con nuevos antibióticos  (tigeciclina, daptomicina, doripenem) y en algunos se ensayan en fase 2 y 3 otros nuevos antibióticos  (ceftarolina, ceftobiprole, etc). En otros países estos antibióticos son inexistentes.

· Las posibilidades de determinación de sensibilidad a antibióticos es muy variable y relacionada a factibilidad de la compra. En países centroamericanos, Colombia, Chile, predomina la automatización en los grandes hospitales. En otros países, aún de gran extensión, Argentina, Brasil, México, la mayoría de laboratorios utiliza el método de difusión.

· El nivel de información microbiológica sobre antibióticos difiere entre países y aún dentro de cada país es muy variable, desde “alto nivel” a “nivel insuficiente”.

Estos argumentos deben considerarse adecuadamente, sobre todo en lo referido a publicaciones internacionales sobre resistencia a antibióticos, por cuanto lo mas frecuente es que suelen basarse en datos obtenidos por la  “Big Pharma”  o sus subsidiarias sobre pocos centros de cada país latinoamericano y no se toman en cuenta las diferencias medio ambientales, la disponibilidad de antibióticos, las posibilidades y el nivel de información de cada país. En América Latina, en conjunto, no se ha observado un incremento  progresivo de resistencia  a betalactámicos  después del inicio de este siglo. El porciento de resistencia se ha mantenido en promedio alrededor del 40 a 50% en pacientes hospitalizados (9). En USA esa cifra ha superado lentamente la tasa de 60% (NNIS 2007); el  valor medio de SARM se mantiene en 40-50%. La mayoría de los participantes señalan que los porcentajes más elevados se observan en algunos hospitales de alta ocupación y con dificultades en la provisión de insumos, según encuesta API 2009 (10). Datos más recientes indican que en la actualidad todos los aislados de Staphylococcus aureus  de origen hospitalario y más de 85% de los de origen comunitario son resistentes a la penicilina; la resistencia a meticilina se incrementa también de forma significativa. Es de considerar  que los aislados SARM hospitalarios  son generalmente multirresistentes y tienen factores determinantes de resistencia  a las fluoroquinolonas, aminoglucósidos, macrólidos, cetólidos, azálidos, destaca por ejemplo que la proporción de aislados hospitalarios  resistentes a ciprofloxacina puede llegar hasta 90%.La resistencia a vancomicina es un nuevo problema que emerge con fuerza y demuestra la imperiosa necesidad de la vigilancia de la resistencia y del uso adecuado de antibióticos (11). 

En Cuba hay evidencia de estudios de detección de resistencia a meticilina de Staphylococcus aureus, como el realizado en 2010 en  Hospital Provincial Clínico Quirúrgico de Cienfuegos, con el objetivo de estudiar la detección y confirmación de cepas de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) (12),donde del total de los aislamientos,  el 14% fueron Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM); también lo demuestra  la revisión bibliográfica  sobre Staphylococcus aureus meticilin resistente “Un reto en la terapia antimicrobiana”, realizado en el ISCM de La Habana en 2008,  con el objetivo de fomentar la búsqueda de información actualizada acerca de los gérmenes que en la actualidad hacen resistencia a los antimicrobianos, específicamente de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (13). En Ciudad de La Habana se observa un aumento inusual de casos producidos por esta bacteria en niños y en adultos, algunos de ellos muy graves. El reporte  de estos casos está hecho por médicos de asistencia y microbiólogos de diferentes hospitales, cuyos perfiles incluyen clínico-quirúrgicos,  ginecoobstétricos y pediátricos, lo que ha motivado el interés en su estudio por parte del Capítulo Cubano de la Alianza para el Uso Prudente de los Antibióticos (APUA-Cuba) y otras instituciones. En el HMC “Dr. Luis Díaz Soto”, al revisar el mapa microbiológico del mismo, se constata que Staphylococcus aureus es desde el año 2007 el microorganismo más aislado en este centro (14), lo que demuestra la importancia del tema en cuanto a desarrollo social en el aspecto de Salud Pública.

En resumen podemos concluir que Staphylococcus spp son una causa muy frecuente de morbimortalidad asociada a bacteriemias en el ambiente hospitalario. Los agentes infecciosos más frecuentemente aislados son estafilococos coagulasa negativa (ECN) y  Staphylococcus aureus (Sau). La resistencia a meticilina de Staphylococcus aureus será objeto de estudio de la investigación, dado el hecho de ser éste un patógeno agresivo con altas tasas de letalidad.

En las últimas décadas, patógenos comunes al ser humano  han desarrollado una resistencia creciente debido a variadas causas: las  mutaciones espontáneas y  la transferencia genética horizontal mediada por plásmidos (plásmidos R)  están descritos entre los mecanismos de resistencia más comunes entre bacterias. Los estafilococos  resistentes a meticilina constituyen un importante grupo de especies que han desarrollado una resistencia significativa desde los años 1960, lo cual entraña un problema de gran magnitud por cuanto genera fallas en los tratamientos y altas tasas de infección en la población por gérmenes patógenos comunes al hombre,  de alta virulencia. El presente estudio constituye la primera investigación dirigida a la detección de cepas Staphylococcus aureus resistente a  meticilina (SARM) en el Hospital Universitario ¨Camilo Cienfuegos¨ de Sancti-Spíritus. Determinar el comportamiento de cepas SARM en el hospital permite conocer su nivel de circulación, y en consecuencia implementar  un sistema de vigilancia y control  para prevenir las infecciones provocadas por éstas. Por otra parte   , este trabajo sirve de referencia para futuras investigaciones sobre el tema que posibiliten crear un algoritmo de  trabajo para detección de  cepas SARM en el laboratorio de microbiología.
Marco teórico referencial

Antibióticos y resistencia antimicrobiana 

Los antibióticos son sustancias producidas por varias especies de microorganismos (bacterias, hongos, actinomices) que suprimen el crecimiento de otros y eventualmente pueden destruirlos. El uso común ha extendido el término de antibiótico a agentes antibacterianos sintéticos como sulfonamidas y  quinolonas. La resistencia antibiótica  a su vez se define como la  capacidad adquirida de un organismo para resistir los efectos de un agente quimioterapéutico al que es sensible habitualmente; por tanto el conocimiento de los patógenos comunes de alta virulencia y su resistencia es uno de los retos que la medicina actual presenta (1). 
Muchos patógenos han desarrollado resistencia a algún agente quimioterapéutico desde que comenzó el uso generalizado de quimioterapia microbiana en la década del 1950.La penicilina y las sulfamidas, que fueron los primeros agentes quimioterapéuticos utilizados en medicina, ya no se utilizan de forma tan abusiva porque muchos patógenos han adquirido alguna forma de resistencia, incluso los organismos que todavía son uniformemente sensibles a la penicilina, como Streptococcus pyogenes, requieren hoy  día dosis más elevadas de penicilina que hace diez años para que el tratamiento surta efecto.  Algunos patógenos han desarrollado resistencia a todos los agentes antimicrobianos conocidos (15); entre ellos se encuentran varios aislamientos del género Staphylococcus. Los miembros del género Staphylococcus son bacterias cocos grampositivos que tienden a agruparse en estructuras como racimos de uvas. Su nombre viene de la palabra griega staphyle, que quiere decir racimo de uva.  La incubación se realiza en agar sangre, donde produce colonias blancas que tienden a adoptar un color amarillo dorado con el paso del tiempo, característica en la que se basa el epíteto de aureus (dorado) de esta especie. La capacidad de Staphylococcus aureus de producir coagulasa es útil para distinguir Staphylococcus aureus de otros Staphylococcus. 

Historia de la resistencia antimicrobiana

  Staphylococcus aureus meticilina resistente continúa siendo un problema en muchos centros de salud; más del 50% de los Staphylococcus aureus recuperados son de las unidades de cuidados intensivos (UCI) y cerca del 40% son aislados de pacientes no de unidades de cuidados intensivos (16). 
Staphylococcus aureus  o estafilococo dorado  fue identificado por primera vez en 1880 por el cirujano Alexander Ogston, quien lo encontró como agente causal de la mayoría de abscesos de partes blandas. Este agente puede causar enfermedad, lesiones inflamatorias con contenido purulento, puede progresar por contigüidad a estructuras más profundas, llegar al torrente sanguíneo, diseminarse y producir el mismo tipo de lesión en otros tejidos  del organismo. Adicionalmente, este agente tiene la capacidad de producir toxinas, las que aumentan la severidad del proceso, así exista una pequeña cantidad de agentes infecciosos (17). 

Flemming, en el momento de descubrir la penicilina en 1928, encontró que era efectiva en el  tratamiento de infecciones por Staphylococcus aureus; pero ya en 1946 la frecuencia de resistencia de Staphylococcus aureus por betalactamasas era del 60%, dejando de lado el uso de las penicilinas naturales como agentes terapéuticos para este germen. Hacia 1959 se obtiene, alterando la estructura química de las penicilinas naturales, una molécula antibiótica que es llamada meticilina, primera penicilina semi-sintética, que tiene la propiedad de evadir la acción de las betalactamasas. Se consigue , por tanto,  una familia de penicilinas que se convierte en el agente de elección para el tratamiento de infecciones por esta bacteria productora de betalactamasas , debido a que la resistencia a penicilinas naturales alcanzó rápidamente cifras superiores al 90%; desde entonces, la meticilina y otras penicilinas semi-sintéticas, como oxacilina y sus derivados fluorados , han sido los antibióticos de elección en el tratamiento de Staphylococcus aureus. Como medicamentos de segunda línea se tienen otros betalactámicos como son las cefalosporinas de primera y segunda generación;  puede usarse además lincosamidas, cotrimoxazoles y macrólidos. 

Hacia 1960 se publica en Europa (Reino Unido) la aparición de la primera cepa de Staphylococcus aureus , con un nuevo mecanismo que le confiere resistencia a meticilina. Luego de 8 años, en 1968, es descrita en América (EEUU) ; aunque en aquel momento fueron hechos aislados, hoy constituyen un problema de actualidad y de interés común en medicina (18). 

Mecanismos de resistencia a meticilina de Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) constituye un grupo importante de patógenos cuyo mecanismo de resistencia a la meticilina es complejo, ya que la bacteria ha generado una variación genética que se encuentra codificada en el gen mecA, por la cual modifica la estructura de su proteína  ligadora o fijadora a penicilina (PBP2a), lo que impide que la meticilina pueda adherirse al lugar donde va a ejercer la acción de bloquear la enzima transpeptidasa (cuya función en el ciclo de vida bacteriana es sintetizar la pared bacteriana).Este mecanismo confiere a Staphylococcus aureus  resistencia absoluta contra las penicilinas semisintéticas (meticilina y oxacilina) y cefalosporinas de primera y segunda generación, que son drogas indicadas.  Además hace inútiles también a todos los betalactámicos, incluyendo cefalosporinas de tercera y cuarta generación y los carbapenémicos  (imipenem, meropenen). La resistencia conferida por este gen se extiende a otras familias antibióticas como las quinolonas y lincosamidas, lo que limita grandemente el armamento terapéutico (19).

Métodos de detección de resistencia a meticilina de cepas de Staphylococcus aureus
La sensibilidad a los betalactámicos puede detectarse usando solamente los discos de penicilina y oxacilina. Los estafilococos sensibles a penicilina lo son también a otras penicilinas, a las penicilinas resistentes, a las penicilinasas y a cefalosporinas. Los estafilococos son resistentes a antibióticos monobactámicos (aztreonam), como todos los grampositivos. Las cepas productoras de betalactamasas sensibles a la oxacilina son resistentes a las penicilinas, pero sensibles a betalactámicos asociados con inhibidores de las betalactamasas, cefalosporinas y carbapenémicos (19).

Las cepas resistentes a la oxacilina deben considerarse resistentes a todos los betalactámicos, solos o asociados con inhibidores de las betalactamasas y se sugiere indicarlo al pie del informe. En el caso de  Staphylococcus aureus , si el halo es menor o igual que 10 mm es resistente; en este caso, se debe observar la existencia de resistencia acompañante a gentamicina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina, cloranfenicol y ciprofloxacina; con resistencia acompañante se informa como resistente a oxacilina; sin resistencia acompañante se confirma el resultado, se controlan los discos de oxacilina y se realizan las placas de agar de screening. Para el disco de cefoxitina se consideran como resistentes a la meticilina aquellas cepas que presentan halos de inhibición iguales o menores que 21 mm, según normas establecidas por el Clinical and Laboratory Standards Institute  (19). 

El método de difusión con discos es uno de los más utilizados; también determinamos por el mismo la sensibilidad a otros antimicrobianos. Para detectar la resistencia a la meticilina se recomienda usar el disco de oxacilina de 1µg, por ser el más estable dentro del grupo de las penicilinas antiestafilocóccicas  ; sus resultados pueden ser perfectamente reproducibles y además se pueden detectar las cepas heterorresistentes; la resistencia a la oxacilina es tomada como marcador de la resistencia a otros antibióticos (20). El llamado «antibiograma interpretado» es una técnica novedosa que detecta resistencias y fracasos terapéuticos asociados, utilizando antibióticos marcadores o indicadores de estas resistencias (como es el caso de la cefoxitina), lo que logra una correcta interpretación terapéutica de las pruebas de susceptibilidad. Hay autores que plantean la gran utilidad que tiene el uso del disco de cefoxitina para detectar SARM, que para algunos incluso es considerado como el más sensible de los métodos probados por ellos, en aislamientos de cepas muy específicas, como es el caso de Oteo y otros (21). 

Las ventajas que se le atribuyen al disco de cefoxitina son las siguientes:

· Sirve de marcador de susceptibilidad a oxacilina (y a meticilina).

· Sus halos de inhibición se relacionan con la presencia o ausencia del gen mecA mejor que con otros métodos.

· No está influenciado decisivamente por variaciones de inóculo, temperatura o medios de cultivo utilizados.

· Sus resultados no parecen estar afectados, en la misma extensión que los discos de oxacilina, por la hiperproducción de penicilinasa, que da lugar a pequeños halos de inhibición. 

Además, recientemente se han aislado algunas cepas de Staphylococcus aureus portadoras del gen mecA y, sin embargo, son sensibles a oxacilina, lo que vuelve incierto el uso de discos de este antibiótico para el diagnóstico del SARM. 

Las pruebas recomendadas por el CLSI incluyen el método del disco de oxacilina (OX, 1 μg) en agar Mueller Hinton (MH) incubado a 35ºC, y la prueba de descarte en agar oxacilina (MH conteniendo 6 μg /mL de OX y 4% de NaCl), así como el método de difusión con disco de 30μg de cefoxitina (BD BBLTM, Becton Dickinson, Maryland, Estados Unidos). Entre los métodos más recientes para la detección de resistencia a oxacilina se encuentran:

· E-test[R] (AB Biodisk, Solna, Suecia) para la determinación de concentración inhibitoria mínima (CIM).

· El sistema automatizado VITEK 2[R] (bioMorieux, La Balme les Grottes, Francia).

· Las pruebas de aglutinación de partículas de látex para la detección de PBP2a  (22).  

Es probable que el más confiable de los métodos fenotípicos sea la evaluación por dilución en agar con 6 μg /ml de oxacilina. Swenson y colaboradores investigaron las condiciones óptimas para este enfoque fenotípico. El método de referencia (gold estándar) que  aún no se encuentra ampliamente disponible es la detección del gen mecA por la ampliación de ácidos nucleicos  (23). Según datos de la Encuesta API 2009,  nuevamente la mayoría de los países de América Latina y el Caribe usan métodos de difusión. Lamentablemente algunos centros no usan cefoxitina. Los que emplean métodos automatizados corresponden a hospitales de alto nivel, no suele superar el 25% de los usuarios (10). La disponibilidad de recursos varía, enormemente, lo cual conlleva a posibilidades de determinación de susceptibilidad antimicrobiana muy variable, en relación con el desarrollo económico de los países y con las políticas de impacto social que cada sociedad desarrolla. En este trabajo se utiliza el método de difusión en agar con disco de oxacilina 1μg/cefoxitina 30μg, en correspondencia con las pruebas recomendadas por el CLSI ya descritas y la disponibilidad de recursos , lo cual constituye un paso importante en cuanto a predicción de resistencia a meticilina nosocomial y control de infecciones hospitalarias se refiere.

Justificación  del estudio 

Ante la incrementada morbimortalidad por enfermedades infecciosas, la alta resistencia antimicrobiana, los cambios adaptativos de los microorganismos a su nicho ecológico, las condiciones de los países en desarrollo y subdesarrollados y la poca disponibilidad de recursos materiales para enfrentar estas enfermedades, se impone la problemática de realizar diagnósticos microbiológicos más precisos, que contribuyan  a terapéuticas eficaces con la subsecuente disminución de la morbimortalidad. La frecuencia de las infecciones por Staphylococcus aureus significa un problema creciente que afecta tanto a la población de ingresados como a la comunitaria.  Determinar el comportamiento de las especies resistentes a antibióticos de amplio espectro contribuye a elevar la eficacia en la resolutividad de los servicios de salud pública y en la calidad de la terapia antimicrobiana; por tales razones se decide detectar la resistencia a meticilina de Staphylococcus aureus  en el laboratorio de microbiología del Hospital Universitario “Camilo Cienfuegos” de Sancti Spíritus. 

Planteamiento del problema 

La resistencia antimicrobiana es una grave amenaza en Salud Pública, cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticillin, son de particular interés debido a su virulencia y resistencia a múltiples antibióticos. En Cuba, según datos del estudio ENVIN sobre el global de las infecciones nosocomiales,  su incidencia ha pasado durante el periodo 1998-2001 del 14% al 30% (12) y sigue en ascenso de forma progresiva y alarmante; poner en conocimiento de la comunidad de salud la emergencia y diseminación epidémica de estas cepas en infecciones, tanto  nosocomiales como de la comunidad en el país, recomendar la utilización de cultivos microbiológicos sistemáticos en todos los casos posibles como gesto diagnóstico imprescindible para su reconocimiento, así como la posibilidad de contribuir a un manejo terapéutico adecuado frente a cepas SARM, se convierten en aspectos de significativo valor en cuanto a impacto en salud y calidad de la atención médica asistencial se refiere.  De aquí deriva la magnitud del problema que nos motiva a desarrollar un trabajo que tiene como finalidad contribuira a excelencia médica como premisa de la salud cubana.

El impacto de la resistencia bacteriana en la salud y en la economía de las personas o instituciones de salud no ha sido correctamente determinado, pero se describe claramente que incrementa indicadores como mortalidad, morbilidad y costo hospitalario. Para el manejo de estas infecciones se consumen mayores recursos de salud y las cifras que se calculan se asume subestiman largamente los costos del manejo de este problema. 

Las consecuencias del fenómeno de la resistencia microbiana tiene múltiples matices que se definen en aspectos como:  los infectados con una cepa fármaco resistente puede que sufran la enfermedad por más tiempo, el costo se eleva, por la atención médica prolongada, y los pacientes corren mayor riesgo de muerte por fallo del tratamiento; cuando los medicamentos de primera opción fallan, los de segunda y tercera opción suelen ser más caros y más tóxicos (24,25,26). Factores tales como la emisión de recetas de complacencia, la automedicación, la comorbilidad de enfermedades infecciosas, el mal uso  y abuso de antibióticos de amplio espectro, entre otros, propician el incremento de la resistencia antimicrobiana; este hecho eleva la morbimortalidad por dichas  enfermedades, al provocar infecciones de difícil control o fallas terapéuticas que llevan a la letalidad en gran número de enfermos.

La frecuencia de infecciones nosocomiales y en la comunidad, producidas por estafilococos, se ha elevado en las últimas décadas. Terapéuticas ineficaces, estadías hospitalarias prolongadas, reingresos, politerapia antimicrobiana y letalidad variable, demuestran que la resistencia de estos patógenos es un asunto a considerar. El diagnóstico oportuno de cepas SARM, por parte del laboratorio de microbiología , permite evitar su propagación en el hospital y en la comunidad. La sencillez,  sensibilidad y especificidad de la técnica, y la posibilidad de ofrecer un informe preciso al clínico,  hacen factible aplicar el método de difusión en agar con disco de oxacilina (1µg) y cefoxitina (30µg) para detectar cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina, con  valor predictivo en el tratamiento de futuras infecciones. Todo ello nos permite formular el siguiente problema científico.

Problema Científico

No hay registros estadísticos del comportamiento de cepas de Staphylococcus  aureus resistente a meticilina en el servicio de microbiología que permitan valorar el problema y actuar en consecuencia. Por tal razón , se impone la necesidad de investigar la situación epidemiológica actual del SARM para elevar la eficacia en el tratamiento de las enfermedades infecciosas y fomentar, en un futuro,  investigaciones dirigidas a crear estrategias de vigilancia diagnóstica que modifiquen la terapéutica clínica y el enfoque de uso racional de antibióticos frente a enfermedades de impacto social como las producidas por Staphylococcus aureus, cuya elevada resistencia a los antibióticos se extiende de forma alarmante. Este trabajo se propone determinar cómo se comporta dicha resistencia en el hospital, todo lo cual permite formular la siguiente interrogante: 

Pregunta Científica 

¿Cómo se comporta la resistencia a meticilina de cepas de  Staphylococcus  aureus aisladas de muestras clínicas de pacientes ingresados en el Hospital Universitario  de Sancti Spíritus de diciembre 2011  a mayo  2012?    

Definición de términos

Staphylococcus aureus: especie prototipo  del género Staphylococcus reconocido desde hace decenas de años como un patógeno importante.

Estafilococos coagulasa negativa: grupo dentro del género Staphylococcus que incluye varias especies (27).

Staphylococcus aureus sensible a  Meticilina  (SASM): cepas aisladas de Staphylococcus aureus sensible a Meticilina
Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM): constituye un grupo importante de patógenos del género Staphylococcus cuyo mecanismo de resistencia a la meticilina es complejo.

Método de Epsilon Test: (28).  Prueba de difusión en gradiente que combina la simplicidad y flexibilidad de las pruebas de disco difusión con la capacidad para cuantificar la concentración inhibitoria mínima de las técnicas de dilución.

Método de Kirby –Bauer: prueba de sensibilidad a antimicrobianos  por difusión desde discos con estándares definidos por CLSI (clinical and laboratory Standards Institute) (29).

Antibiótico betalactámico: un antibiótico, como la penicilina, que contiene el anillo betalactámico heterocíclico de cuatro átomos (29). 

Betalactamasas: enzimas capaces de hidrolizar el anillo betalactámico de los antibióticos que lo  poseen, o sea,  de los betalactámicos inactivándolos (30). 

Concentración mínima inhibitoria: la concentración mínima de una sustancia necesaria para impedir el crecimiento microbiano (29).

Plásmido R: elementos genéticos extracromosómicos que transfieren genes de resistencia a antibióticos y a otros inhibidores del crecimiento (29). 

Infección nosocomial: se considera a aquella que no esté presente ni incubándose en el momento del ingreso, cuyo diagnóstico se base en el criterio clínico o sea descubierta por la observación durante cirugía, procederes o pruebas diagnósticas. Se incluyen aquellas que por su período de incubación se manifiesten posteriormente al alta del paciente y se relacionan con los procederes o actividades hospitalarias (31). 

Muestra representativa: se define como el hecho de  que las especies patógenas que se encuentran en los líquidos corporales, tejidos, etc. del paciente sean las mismas que contiene la muestra y su cuantía relativamente proporcional (32).

Muestra purulenta: producto resultante de la actividad de algunos microorganismos  al interactuar con los tejidos, muestra tomada de la superficie de heridas cutáneas, abscesos y úlceras o por aspiración o hisopados de material purulento de las cavidades corporales y secreciones traqueobronquiales.

Sangre: líquido rojo que circula por las arterias, venas y capilares. Estando formada por elementos figurados como los hematíes, leucocitos y plaquetas, así como una parte líquida denominada plasma, que contiene diversas sustancias nutritivas e inmunológicas. Se obtiene del paciente para realizar hemocultivo, o sea, cultivo de la sangre que permite detectar la presencia de microorganismos en el torrente circulatorio. Se realiza cuando se sospecha una bacteriemia  (33).

Servicios quirúrgicos: las muestras de sangre y secreciones purulentas de pacientes hospitalizados en  las salas 2F, 2B, 2C, 2G, 3B, 3F, 3 A, 4 B del hospital  se considerarán como procedentes de servicios quirúrgicos. (Según mapa microbiológico del hospital). 

CLSI (Instituto para la Estandarización de Laboratorios Clínicos, según sus siglas en inglés) (29).
Objetivos

General 

· Determinar el comportamiento de la resistencia a meticilina de cepas de Staphylococcus aureus aisladas de muestras clínicas de pacientes ingresados en el Hospital Universitario de Sancti Spíritus de diciembre 2011  a mayo  2012.  

     Específicos

· Identificar la presencia de Staphylococcus aureus en la población objeto de estudio.

· Detectar  cepas de Staphylococcus aureus resistente a  meticilina mediante  test de sensibilidad  a oxacilina y cefoxitina.

· Caracterizar a los aislamientos de Staphylococcus aureus resistente a  meticilina detectados, según las variables: edad de los pacientes, procedencia y tipo de la muestra.
· Determinar la susceptibilidad antimicrobiana  de  Staphylococcus aureus   por los  métodos de Kirby –Bauer y  Epsilon Test.

Diseño de Investigación y Método

Tipo de estudio, universo y muestra 

Se realizó un estudio no experimental, observacional, descriptivo de corte transversal para determinar el comportamiento de la resistencia a meticilina de la especie Staphylococcus aureus aislada de  muestras clínicas de pacientes hospitalizados y procesadas en el Hospital Universitario   de Sancti Spíritus, de diciembre 2011 a mayo  2012.La población estuvo constituida por la totalidad de las muestras clínicas diagnosticadas como positivas, según métodos convencionales de diagnóstico microbiológico para cada especie en cuestión, procedentes de secreciones  purulentas (definidas en operacionalización de variables) y sangre, de pacientes ingresados en los servicios de UCI, UCIM, Neonatología, y Quirúrgicos. Se trabajó con 265 muestras; a los aislados identificados como Staphylococcus aureus  se les detectó la resistencia a  meticilina, constituyendo la muestra propiamente dicha. 

La información se obtuvo  de diversas fuentes (historias clínicas individuales y solicitud médica de examen microbiológico) y se registró en hoja de registro de datos (anexo 1), creada a los efectos de la investigación y guardando las normas ético profesionales  correspondientes. En el laboratorio se realizó el manejo adecuado de las muestras clínicas, de forma individual y con carácter anónimo.  Los grupos de edades estuvieron  en función de los servicios de donde procedieron las muestras clínicas a estudiar,  teniendo en cuenta características de un Hospital Universitario con unidades de neonatología incluidas.

Criterios de inclusión

Todas las  muestras clínicas de secreciones purulentas (heridas quirúrgicas, abscesos, úlceras cutáneas, secreciones que drenen a piel) y sangre  que llegaron al laboratorio de microbiología del Hospital Universitario “Camilo Cienfuegos” provenientes de pacientes hospitalizados en los servicios de UCI, UCIM, Neonatología, y Quirúrgicos donde se aislaron cepas de Staphylococcus aureus en el período comprendido de diciembre 2011a mayo  2012.

Criterios de exclusión   

· Muestras contaminadas. 

· Secreciones respiratorias. 

· Pacientes con SIDA.

Procedimientos microbiológicos

Para cumplimentar el objetivo general de esta investigación se realizaron una serie de tareas investigativas expresadas en los objetivos específicos, los cuales se resolvieron siguiendo la metodología que se expone a continuación. 

Las muestras clínicas a investigar procedieron de pacientes hospitalizados en las salas de atención al grave (UCI, UCIM), Servicios Quirúrgicos y Neonatología. Para esta selección se tuvo en cuenta la frecuencia de infecciones por cepas de Staphylococcus aureus  así como la elevada resistencia a meticilina que reporta la literatura en el nosocomio y en particular en este tipo de servicio, dada la mayor instrumentación y la bacteriemia que los caracteriza. Se utilizaron dos tipos de muestras clínicas: secreciones purulentas y sangre (véase definiciones operacionales).

Las muestras no fueron tomadas por el personal que participó en la investigación, dada las características clínicas  de los pacientes, por lo que se trabajó con muestras biológicas y no con pacientes directamente; fueron tomadas por personal técnico calificado con la correspondiente supervisión por los autores de este trabajo y a solicitud del médico de asistencia, cumpliendo en todos los casos las normas técnicas de la especialidad (33) (anexo 2). Se utilizaron medios de cultivo en correspondencia con las muestras procesadas, se transportaron hasta el laboratorio en los medios de conservación y/o transporte indicados para cada tipo de muestra. Para  los  hemocultivos  se utilizaron frascos para adultos y neonatos, respectivamente disponibles en el laboratorio. El volumen de la muestra a extraer es 10 ml  para adultos y 1-2 ml para recién nacidos; posteriormente se realizaron los subcultivos necesarios para el diagnóstico de estafilococos (33) (anexo 3,4). Los datos de los pacientes se obtuvieron de las historias clínicas individuales, de la solicitud médica del examen microbiológico y de cualquiera otra documentación de la sala de donde procedieron las muestras; fueron  numeradas en orden consecutivo a su llegada al laboratorio y  la información se recogió en  hoja de registro de datos habilitada al efecto.

Para la identificación de la presencia de Staphylococcus aureus en la población objeto de estudio se utilizaron los métodos convencionales de diagnóstico microbiológico disponibles: morfología colonial y celular, afinidad tintorial (reacción al Gram), coagulasa libre y  catalasa (23) (anexo 4), lo cual  nos permitió diferenciar las especies de Staphylococcus aureus y estafilococos coagulasa negativa respectivamente; la información se recogió en hoja de registro de datos. Como control positivo se utilizó la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 y como control negativo la cepa de estafilococos coagulasa negativa ATCC 12228.El objetivo 1 de la investigación fue cumplimentado con esos procederes.
Las cepas SARM fueron detectadas aplicando el test de sensibilidad a oxacilina y cefoxitina, utilizando la técnica de Mueller-Hinton de difusión en agar según las recomendaciones del CLSI, luego de la correcta lectura del antibiograma. Los discos de oxacilina y cefoxitina representan a toda la familia de penicilinas resistente a las betalactamasas. Se utilizaron ambos discos por ser  resistentes a la degradación, idóneos para detectar cepas de estafilococos heterorresistentes, fundamentalmente el de cefoxitina. En caso de estafilococos resistente a oxacilina y cefoxitina (SARM),  todas las penicilinas, cefalosporinas,  carbapenémicos y los inhibidores de las betalactamasas como amoxicilina-clavulánico, aunque puedan aparecer activos “in vitro” no son efectivos clínicamente y se debe informar como resistente o no informarlos. Aplicando el método de Kirby-Bauer mediante disco de oxacilina de 1µg y cefoxitina de 30µg (29) (anexo 5) y siguiendo las normas del CLSI para el antibiograma ya descritas, a los efectos de este estudio se interpretaron las categorías de resistente como positivo  y no resistente como negativo (definiciones operacionales), resultando ser el disco  de mayor confiabilidad el de cefoxitina. Para definir las cepas de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina se consideraron halos de inhibición menores o iguales que 10 mm...; como sensible toda cepa cuyo halo de inhibición, fue mayor o igual que 13 mm  y como intermedias  aquellas con diámetros  comprendidos entre 11 y 12 mm.  En el caso de cefoxitina se consideraron como resistente las cepas cuyo halo de inhibición fue  menor o igual que 21 mm  y sensibles, mayor o igual que 22 mm.  La medida de la zona de inhibición de los discos puede presentar una doble zona, de suceder, siempre  se deberá medirse por la ubicación interior.
En esta investigación se utilizaron discos de oxacilina y cefoxitina; este último, además de por sus ventajas, porque no se contaba con otros métodos indicadores de resistencia para SARM. Tampoco se tiene al alcance el resto de los métodos no genómicos ya mencionados. Se considera que los resultados obtenidos avalan su uso. Se decide usar ambos discos, realizar una lectura interpretada del antibiograma y utilizar como marcador de SARM el de cefoxitina por todo lo anteriormente planteado. Además, recientemente se han aislado algunas cepas de Staphylococcus aureus portadoras del gen mecA y, sin embargo, son sensibles a oxacilina, lo que vuelve incierto el uso de discos de este antibiótico para el diagnóstico del SARM. 
La interpretación de los resultados se realizó en función de las normas del CLSI (29). Los discos de antibióticos utilizados en el estudio fueron adquiridos comercialmente. Se comprobaron sus cargas efectivas con cepas control sensible y resistente a meticilina para ambos discos y se conservaron a 4ºC protegidos de la humedad. Se usó como control de calidad la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213 oxacilina sensible. Los resultados  se plasmaron en hoja de registro de datos  de la forma antes expuesta procesándose la información  obtenida según métodos estadísticos de distribución de variables en forma absoluta y relativa; así se dio salida al objetivo  2 del estudio. 

Las especies de Staphylococcus aureus  resistente a meticilina detectadas se caracterizaron de acuerdo a las variables: edad de los pacientes, procedencia y tipo de muestra, con lo cual se concluyó la tarea propuesta en el objetivo  3 de la investigación. 

Posteriormente se determinó la susceptibilidad antimicrobiana para  todas las cepas, identificadas por los métodos de Kirby-Bauer y Epsilon Test según estándares del CLSI (29)   .Para el primer método se utilizaron discos de la firma LIOFILCHEN. La selección de los discos utilizados se basó en las recomendaciones del propio documento; se emplearon las placas de  agar Mueller Hinton (MH) incubado a 35°C, según estándares establecidos por el CLSI para todas las cepas aisladas de Staphylococcus aureus; a este fin se preparó  un inóculo estandarizado comparable con el tubo 0.5 de Macfarland, por resuspensión directa de colonias a partir de un cultivo puro de 24 horas en agar sangre. Con ayuda de un hisopo estéril, se inoculó la  superficie de una placa de agar Müeller Hinton (MH) (23) (anexo 5) y  se procedió a probar los discos de antibióticos seleccionados, los cuales se colocaron dentro de 15 min de la inoculación de las placas, presionándolos con una pinza estéril en la superficie del agar. Las placas inoculadas se incubaron a 35–37ºC luego de 15 min de colocados los discos, exactamente por 24 horas en atmósfera aeróbica. 

Transcurrido el período de incubación se procedió a la medición de los halos de inhibición y se compararon con los  halos de inhibición estándar previstos para el antibiograma, asimismo se aplicó el Epsilon Test (E-Test; AB Biodisk, Suecia) para estudiar la susceptibilidad de Staphylococcus aureus a vancomicina, dada la problemática interpretación de dicho antibiótico por el método de Kirby-Bauer.  Este método consiste en una tira de plástico no poroso de 5 cm de largo por 5 mm de ancho a lo largo de la cual se dispone un gradiente predefinido y señalado en la tira de un antimicrobiano equivalente a 15 concentraciones dobles progresivas; una vez que se ha sembrado la placa de agar con el microorganismo se coloca la tira de E-Test sobre la superficie, creándose de este modo alrededor y a lo largo de la tira, un gradiente exponencial de las concentraciones del antimicrobiano. La carga indicada del punto de la tira en que el extremo de la zona de inhibición hace intersección con ella es el valor de la CIM (valores ≤ 4µg /ml) se consideran sensible (29).   

Se comparó la susceptibilidad a los antimicrobianos según cepas SARM y SASM, teniendo en cuenta que ya de por sí una cepa SARM es multidrogorresistente sin siquiera haber determinado resistencia in vitro a otros antimicrobianos. Se aplican las categorías sensible, intermedia y resistente de los gérmenes frente a los antibióticos según CLSI para ambos métodos. Se recogió la información en la hoja de registro habilitada al efecto con lo cual se cumplimentó el objetivo 4 de esta investigación. 
Operacionalización  de variables 
[image: image1.png]Variable Tipo Operacionalizacion Tndicador
Escala Descripeion
Edad Cuanfitativa | 0- 28 dias Tiempo entre el nacimiento y el | Estimacion segan
Discreta | 18-24 momento de la_medicion grupos de edades
2544 expresado en dias y afios
4564
65 y mas
Tipo de | Cualiativa | Purulentas Esla porcion o volumen de: Segin la fuente de
muestra Nominal | Sangre liquidos corporales, material procedencia de la
Politbmica. excrementicio, exudados y muestra.
productos patologicos que
obtenemos del paciente o
portador.
Procedencia de | Cualiativa | Quirtrgicos Segin servicio el hospital Segn servicio
la muestra Nominal | UCI donde se encuentra el paciente | hospialario de donde
Politbmica | UCIM de donde se obtendran las procede la muestra
Neonatologia muestras a estudiar
Especies Cualtativa | Staphylococcus  aureus | Microorganismo obtenido de | Segan resultados de
diagnosticadas | Nominal | (SA) muestra clinica de paciente pruebas

infectado

microbiologicas.





[image: image2.png]Variable Tipo Operacionalizacion Tndicador
Escala Descripcion
Susceptibiidad | Cualiativa | Sensible: S Respuesta de Segin halos de la zona
antimicrobiana | Nominal | Intermedia: | gérmenes aislados de inhibicion del
Dicotémica | Resistente: R frente a grupos de antibidtico obtenidos.
antibidticos. comparados con los
estandar segin CLS|
para los métodos
Kirby — Bauer y Epsilon
Test, respectivamente.
Resultados del | Cualiaiva | St Ia especie produce enzimas | Produccion de Positivo
método de Nominal | inhibidoras de betalactamasas y | enzimas inhibidoras de | Negativo
disco-difusion | Dicotomica. | por tanto es resistente a la antimicrobianos
en agar con meticlina betalactamicos.
disco de Staphylococcus aureus
oxacilina de Resistente: menor o igual a 10

1 gl cefoxitina
30ug

mmimenor o igual a 21 mm
No: la especie no produce enzimas
inhibidoras de betalactamasas y
portanto no es resistente a la
meticilina.

Staphylococcus aureus

Sensible: mayor o igual que 13
mm. fmayor o igual a 22 mm

Intermedio - entre 11y 12 mm(Oxa)





Los resultados de las variables se expresaron en números y porcentajes. 
Técnicas y procesamiento de la información.

La información se obtuvo de los datos recogidos en las solicitudes médicas de los estudios microbiológicos, las historias clínicas de los pacientes ingresados y la observación de los resultados del método diagnóstico aplicado a las muestras clínicas; al efecto se creó un instrumento de recogida de datos donde se registró  la información extraída (anexo 1). 

Técnicas y procesamiento del análisis.

Se aplicaron distintos procedimientos de la  estadística descriptiva que permitieron  organizar y clasificar los indicadores cuantitativos obtenidos en la medición, revelándose a través de ellos las propiedades, relaciones y tendencias del objeto de estudio  procesándose los mismos en  Microsoft Excel 2003. 
Las formas que se utilizaron para organizar la información fueron las tablas de distribución de frecuencias absolutas y relativas, así como gráficos.

Toda  la información contenida en el registro de datos fue incluida en tablas constituidas por columnas  de datos correspondientes a la  distribución  de frecuencia de las distintas variables y filas con los nombres de las variables.  Se determinaron las frecuencias absolutas y relativas, expresadas porcentualmente, la información se recogió (hoja de registro de datos) y procesó en el paquete estadístico SPSS-PC. Desde el punto de vista inferencial se aplicó la Prueba de Chi cuadrado (X 2) con la finalidad de demostrar diferencias de frecuencias significativas o relación entre las variables .La confiabilidad fue de 95 %. 

Los resultados se interpretaron según los siguientes valores de p:

- Si p < 0.05 indica que existe relación o diferencia significativa entre las variables.

- Si p ≥ 0.05 señala que no existe relación o diferencia significativa entre las variables.

- Si p < 0.01 indica que existe relación o diferencia muy significativa inter variables. 

Se empleó una computadora Pentium IV con Windows XP Profesional. se utilizó para ello método de Chi cuadrado. 

Análisis y discusión de los resultados

1. Identificación de Staphylococcus aureus en la población objeto de estudio.

En la tabla  1 se muestra la distribución de  Staphylococcus aureus detectados en las muestras clínicas procesadas en el Laboratorio de Microbiología Clínica del Hospital Universitario “Camilo Cienfuegos” de Sancti Spíritus, en el período comprendido de diciembre 2011 a mayo 2012. La población estuvo conformada por 265 muestras positivas de pacientes ingresados de los servicios seleccionados y de las muestras de sangre y purulentas, obteniéndose un  total de 79 muestras confirmadas como Staphylococcus aureus, según métodos convencionales de diagnóstico microbiológico vigentes (metodología), las cuales representaron un 29.81% del total de la población estudiada constituyendo una muestra representativa, 186 muestras fueron diagnosticadas como positivas a otros gérmenes de impacto en el nosocomio,  representado un 70.19 % del total de la población.
Tabla 1. Aislamientos de Staphylococcus aureus en la población objeto de estudio. Hospital Universitario “Camilo Cienfuegos”. Sancti Spíritus, diciembre 2011 a mayo  2012.
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 Fuente: Registro de datos de la investigación.

Detección de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina mediante  test de sensibilidad a oxacilina y cefoxitina

De una población de 265 cepas positivas, 79 fueron detectadas como Staphylococcus aureus, se identificó la resistencia a meticilina de dichas cepas  utilizando  los  discos  de  oxacilina  y  cefoxitina  obteniéndose  un  porcentaje  de 

resistencia de 64.56 y 50.63 % respectivamente, para lo cual se realizó una lectura interpretada del antibiograma y se definió como cepa SARM las resistentes a cefoxitina. Se detectaron 11 cepas resistentes a oxacilina que fueron sensibles a cefoxitina por lo cual no se definieron como SARM, dada la conocida ventaja del disco de cefoxitina como predictor de resistencia sobre el de oxacilina. La tabla 2  y el Gráfico 1 muestran los resultados descritos.
Tabla 2: Resistencia a meticilina del Staphylococcus aureus en Hospital Universitario “Camilo Cienfuegos”. Sancti Spíritus, diciembre 2011 a mayo  2012. 
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 Fuente: Registro de datos de la investigación. 

Gráfico 1. Resistencia (%) a Meticilina con disco de Cefoxitina. 
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En el presente estudio, el porcentaje de SARM identificado a partir de pacientes ingresados fue de 50.63 %, cifra que lo coloca (individualmente) como un germen de alta resistencia. En el hospital no se había realizado con anterioridad una vigilancia en la detección de cepas SARM, por lo cual no se conoce los patrones comparativos para evaluar el comportamiento epidemiológico de dicha resistencia, se considera oportuno exponer que se reconoce elevada la resistencia identificada, al compararla con los niveles actuales que se conocen de resistencia en América Latina y el mundo, (11) (anexo 6 y 7). 

El último Taller Provincial sobre Resistencia Bacteriana, de Ciudad de La Habana, celebrado en diciembre de 2006, hizo patente la falta de datos sobre la incidencia del SARM en los hospitales del país, lo que constituye un problema a la hora de enfrentar el tratamiento de estos (34) , se considera que se debe realizar una correcta lectura  interpretada del antibiograma, no pueden aplicarse fríamente sus resultados porque se pueden cometer errores, los cuales conllevan a fracasos terapéuticos y a desarrollo de mecanismos de selección de sobrevivencia por parte de los gérmenes, específicamente en el Staphylococcus aureus existen múltiples mecanismos de resistencia frente a meticilina (marco teórico), es válido señalar que el llamado «antibiograma interpretado» es una técnica novedosa que detecta resistencias y fracasos terapéuticos asociados, utilizando antibióticos marcadores o indicadores de estas resistencias (como es el caso de la cefoxitina), lo que logra una correcta interpretación terapéutica de las pruebas de susceptibilidad (35).

En épocas anteriores se planteaba la interpretación de informar resistencia a oxacilina si se presentaba resistencia a cualquiera de los 2 discos (oxacillina y cefoxitina). Actualmente la estabilidad del disco de cefoxitina supera al de oxacilina de 1 µg.  Hay autores que plantean la gran utilidad que tiene el uso del disco de cefoxitina para detectar SARM, que para algunos incluso es considerado como el más sensible de los métodos probados por ellos, en aislamientos de cepas muy específicas, según plantean Oteo y otros (21).

Según Encuesta API 2009, el valor medio de SARM se mantiene entre 40-50%. La mayoría de los participantes señalan que los niveles de resistencia más elevados se observan en algunos hospitales de alta ocupación y con dificultades en la provisión de insumos. Investigaciones reconocidas señalan que la prevalencia de SARM hospitalario es más del 50% en Estados Unidos y Europa (36). 

En Cuba se han publicado escasos estudios respecto a la prevalencia de SARM, razón por la cual no existen datos validados acerca de la tasa de infección hospitalaria y no está determinada su prevalencia en hospitales cubanos. Este hecho dificulta establecer una prevalencia a nivel de país y realizar análisis comparativo de resultados, pues varían mucho, en dependencia del contexto sanitario, la disponibilidad de recursos materiales y la sistematicidad en la vigilancia epidemiológica. Un estudio publicado en 2010 ,realizado en  Hospital Universitario “Gustavo Aldereguía Lima”  de Cienfuegos, en el período junio a diciembre 2008, mostró una prevalencia SARM de 14 % aplicando el método de Kirby -Bauer (12) , mientras que otro realizado en  Hospital “Hermanos Ameijeiras” en 2011,  mostró una prevalencia de SARM de 69 %  (37). 

En la primera reunión de APUA 2008 se dieron a conocer los siguientes índices de resistencia de Staphylococcus aureus en  Hospital “Juan Manuel Márquez” : frente a oxacilina 13.1 % (38), mientras que en 2007, en el “Hospital Hermanos Ameijeiras” presentaba 82% .Según esta misma fuente , la resistencia a oxacilina se incrementó desde un 29.75 % en 1997 y un 33.4 % en 2002, hasta alcanzar 82 % descrito anteriormente. Téngase en cuenta que el mayor índice se registró en el Hospital  “Hermanos Ameijeiras” con la característica de contexto y nivel de atención secundaria con que cuenta. Todo ello demuestra el incremento de la resistencia de Staphylococcus aureus  frente a meticilina  (38), que no exceptúa  a Cuba de la tendencia global al incremento  (39, 40,41).

Según proyecto MINSAP 2002 a 2004, en lo referente a estudio de cepas SARM en hospitales del país, se demuestra la circulación de dichas cepas; a ello se suman investigaciones del IPK que incluyen diferentes estudios recibidos de algunos hospitales de varias provincias, durante 1999 y 2000 y que arrojan como resultado : 48.5 % de SARM , aisladas de infecciones nosocomiales (42) . 

Estudios sobre muestras colectadas de diferentes hospitales del país, realizados en 2007 y publicados por la Revista Cubana de Farmacia, reportan, que el 9.3 % de las muestras fueron identificzadas como Staphylococcus aureus hospitalarios, y de ese total el  10.1 %  fue detectado como cepa SARM por método de  Kirby-Bauer  (43).

 Comportamiento de las cepas de  Staphylococcus aureus resistente a  meticilina, según edad de los pacientes, procedencia y tipo de la muestra 

3.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina  según edad de los pacientes de donde se obtuvieron las muestras. 
En las cepas SARM identificadas predominan  los siguientes grupos etáreo: 65 y más con 75 %, seguido por el de 25 a 44 con un 64 %.Los grupos de 0 a 28 días y  45  a 64 muestran similares porcentajes de cepas SARM aisladas (37.50 y 34.78%) respectivamente. Las edades de 18 a 24 muestran 46.67% de cepas SARM (Tabla  3).
Tabla 3: Resistencia a meticilina de Staphylococcus aureus según grupos de edades. Hospital Universitario  “Camilo Cienfuegos”. Sancti Spíritus, diciembre  2011 a mayo 2012

	Grupos de edades
	No de aislamientos SARM
	No de aislamientos

SASM
	Total
	% SARM

	0-28 días
	3
	5
	8
	37.50

	18-24
	7
	8
	15
	46.67

	25-44
	16
	9
	25
	64.00

	45-64
	8
	15
	23
	34.78

	65 y más
	6
	2
	8
	75.00

	Total
	40
	39
	79
	50.63


                   Fuente: Registro de datos de la investigación.

Staphylococcus aureus es, por mucho, el patógeno humano más importante entre los estafilococos; se encuentra en el medio ambiente y coloniza las narinas en el 20 al 40% de los adultos, los pliegues cutáneos intertriginosos, el perineo, las axilas y vagina.Aunque puede encontrarse formando parte de la microbiota  humana normal puede causar infecciones oportunistas importantes en condiciones apropiadas. 

Existen múltiples factores de riesgo que predisponen a la infección por Staphylococcus aureus, van desde defectos congénitos  en la quimiotaxis de los  leucocitos,  como en el síndrome de Dawn,  hasta adquiridos, como en la Diabetes Mellitus o la Artritis reumatoidea, estados de hipoganmaglobulinemia, alteraciones de la fagocitosis como en las leucemias, lesiones cutáneas como quemaduras y heridas quirúrgicas y eccema, presencia de cuerpos extraños como suturas, catéteres y  prótesis, sepsis virales, enfermedades crónicas subyacentes como alcoholismo, cáncer y enfermedad cardiaca, y cerrando el espectro mencionado está la administración profiláctica o terapéutica de antibióticos. Ahora bien, entre los factores de riesgo que predisponen a la infección por SARM,  tenemos: paciente en hemodiálisis y diálisis peritoneal,  uso de drogas ilícitas por vía endovenosa, dermatitis (eccema), diabéticos insulinodependientes, pacientes quemados, previa exposición a antibióticos (cefalosporinas, aminoglucósidos, fluoroquinolonas), prolongada hospitalización,  estancia en UCI, infecciones quirúrgicas, úlceras de decúbito, pobre estado funcional, proximidad a otro paciente con SARM, entre otros (44,45) .
Los pacientes de 65 y más años están expuestos a factores predisponentes como los descritos con anterioridad, se ubican en edades  extremas de la vida y las  condiciones de co-morbilidad son frecuentes en ellos. Las edades más jóvenes (25 a 44 años) donde se observan porcentajes elevados de SARM, están en relación a múltiples condiciones o enfermedades propias de esta etapa de la vida, como el debut de enfermedades crónicas, el uso y abuso de antibióticos, las políticas inadecuadas de aplicación de éstos en comunidades y hospitales, así como la extensa colonización en adultos sanos que se comportan como portadores y diseminan la enfermedad, ya sea dentro del nosocomio o en la comunidad.

Diferentes estudios sugieren la ocurrencia de brotes en centros geriátricos, atletas, futbolistas, reclusos y militares, entre otros (46),  como el realizado en hospitales de España y presentado por el consenso de Guía de tratamiento de la infección producida por SARM. Asimismo en España se han comunicado casos en población pediátrica y adulta de Madrid, con la particularidad de incidir mayoritariamente en población inmigrante adulto joven procedente de Sudamérica,  último dato que coincide con lo obtenido en este estudio (47). En la bibliografía analizada no se observan estudios que permitan evaluar el comportamiento de las cepas SARM con respecto a la edad. Es válido  incluirlo por la frecuencia de ingresos hospitalarios de determinados grupos etáreo y porque la edad es una variable no modificable que hay que tener en cuenta a la hora de instaurar tratamiento médico.

3.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina  según servicio de procedencia de las muestras.

La distribución de SARM por servicios de pacientes ingresados se muestra en la tabla 4.Los servicios donde predominan los mayores porcentajes para cepas Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) son: UCIM,  con un 100%; UCI, con un 55.66% y  servicios quirúrgicos con 50%.El servicio de neonatología muestra la menor frecuencia (37.55%).

Tabla  4: Resistencia a meticilina de Staphylococcus aureus, según servicios de procedencia de las muestras.  Hospital Universitario “Camilo Cienfuegos”. Sancti Spíritus, diciembre 2011 a mayo 2012.

	Servicios de Procedencia
	Aislamientos SAMR*
	Aislamientos 

SASM
	Total
	% SARM

	
	
	
	
	

	UCI 
	5
	4
	9
	55.66

	UCIM 
	2
	0
	2
	100

	Neonatología 
	3
	5
	8
	37.55

	Servicios Quirúrgicos
	30
	30
	60
	50

	Total
	40
	39
	79
	50.6


         Fuente: Registro de datos de la investigación. 

Los resultados obtenidos apuntan hacia la necesidad de cumplir estrictamente en el hospital con las medidas dirigidas a impedir la propagación de las infecciones nosocomiales. Las unidades cerradas son las que más aportan cepas SARM,  reportadas en la literatura, pudiendo llegar hasta 60 % (48). Según los servicios seleccionados en la investigación los resultados pueden ser variables al compararlos con otras investigaciones revisadas, en dependencia de múltiples factores de contexto, como son: tipo de hospital, disponibilidad de camas, control de medidas de vigilancia de sepsis nosocomial, epidemiología de la resistencia,  aplicación de políticas adecuadas de uso racional de antibióticos y disponibilidad de recursos en general.  

Se demuestra que la frecuencia de cepas SARM  en el estudio, según servicios del hospital, coincide con los resultados revisados, como el obtenido en Hospital Militar Central «Dr. Luis Díaz Soto» La Habana, Cuba 2010, donde la mayor parte de los aislamientos proceden de la Sala de Quemados y la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos (68 % entre ambos) (49),  asimismo,  otro estudio en Unidades de Cuidados Intensivos, publicado  en Italia por Roveta y col. ,  detectó un 53% de este tipo de cepas (50,51). Se reportan también otros artículos como el realizado por Domínguez y col. sobre un brote de Staphylococcus aureus  resistente a meticilina (SARM) en un hospital de España en unidades cerradas (52). 

La circulación de cepas de  Staphylococcus  aureus  constituye un problema de impacto en salud pública.El 50% de los aislados hospitalarios resistente a meticilina son  de Unidades de Cuidados Intensivos y el resto de Unidades no de Cuidados Intensivos, según reportes de la literatura revisada, como se expone en varios trabajos publicados en Cuba, como el del Hospital “Gustavo Aldeguería”  de Cienfuegos por Dra. Rodríguez Reyes en 2010 (12). Casellas y col. afirman la prevalencia de  Staphylococcus aureus hospitalarios resistente a meticilina en unidades cerradas y en servicios quirúrgicos como los de mayor exposición a la circulación de cepas resistentes  (11).

3.3  Staphylococcus aureus resistente a meticilina  según tipo de muestra. 

La Tabla  5 muestra el comportamiento de las cepas SARM según la variable tipo de  muestra estudiada. La muestra de mayor prevalencia identificada fue la de herida quirúrgica (58.3%), seguida de la de sangre con  51.7 %. La úlcera cutánea representa el menor porcentaje de cepas SARM registrado (41.6%).

Tabla 5: Resistencia a meticilina de Staphylococcus aureus según tipo de muestras. Hospital Universitario “Camilo Cienfuegos”. Sancti Spíritus, diciembre 2011 a  mayo 2012.

	Tipo de muestra
	Aislamientos SAMR
	Aislamientos

SASM
	Total
	% SARM

	
	
	
	
	

	Herida quirúrgica
	7
	5
	12
	58.3

	Punción de absceso
	3
	3
	6
	50

	Ulcera cutánea
	5
	7
	12
	41.6

	Secreciones purulentas que drenan a piel
	10
	10
	20
	50

	Sangre
	15
	14
	29
	51.7

	Total
	40
	39
	79
	50.6


        Fuente: Registro de datos de la investigación.

SARM se presenta habitualmente en el ámbito hospitalario causando brotes nosocomiales o, con menos frecuencia, de forma esporádica. La introducción de SARM en el hospital se produce generalmente a través del denominado caso índice, el cual puede ser introducido ya sea por un paciente colonizado o infectado por este microorganismo, que procede de otro hospital, de la comunidad o de personal sanitario.

La transmisión nosocomial de SARM se produce generalmente a través de las manos del personal sanitario, contaminadas de forma transitoria al atender a un paciente con SARM. Varios hechos apoyan este mecanismo de transmisión; en primer lugar los pacientes próximos a un individuo infectado o colonizado por SARM tienen mayor riesgo de adquirirlo; en segundo lugar, la colonización de las manos puede persistir hasta varias horas después de curar heridas infectadas por SARM, aunque se elimina con su lavado. La transmisión del SARM está favorecida por algunas circunstancias del hospital, como un índice de ocupación elevado, la sobrecarga de trabajo y la falta de personal (13).

El hecho del porcentaje elevado de cepas SARM, provenientes de la herida quirúrgica, no resulta fortuito, ya que por el tipo de afección tratada en estos servicios es frecuente el aislamiento de los estafilococos, estos últimos junto a E. coli , son causa frecuente de sepsis de la herida quirúrgica, la primera relacionada con la colonización  y sepsis intrahospitalaria, la segunda con medidas de asepsia y antisepsia del personal asistencial, en dependencia del tipo de servicio quirúrgico de que se trate, de las condiciones higiénico-sanitarias de los ambientes hospitalarios y de las medidas y/o estrategias de control de la sepsis, serán las cepas circulantes a vigilar. 

Autores coinciden con la investigación  en cuanto a prevalencia de SARM en muestras purulentas ,como lo demuestra un estudio realizado por Papia y col. donde la prevalencia de SARM predominó en sala de quemados (64%), sepsis de la herida quirúrgica ( 36%) en comparación a un 6 % en otras localizaciones (53) .En estudios realizados dentro del país se evidencia que la mayor parte de las cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) aisladas, procedían de secreciones purulentas (7.3%), de herida quirúrgica (2.3%) y forúnculos (1.3%), dato que coincide con lo obtenido en este trabajo (49). 

Estudios revisados indican que otros autores han llegado a estos mismos resultados en relación a la prevalencia de muestras purulentas (herida quirúrgica) , como en una investigación realizada en Barcelona para la identificación de un clon de Staphylococcus aureus meticlina resistente relacionado con infección nosocomial (54)   y otro estudio realizado en  Hospital de España  donde el 19% de las muestras a partir de las cuales se aislaron ste tipo de cepas procedían de infecciones quirúrgicas (55). Los trabajos publicados por Haraga y col. también muestran un predominio de este tipo de cepas en estudios de pacientes que sufren infecciones por quemaduras (56) .Saders y col. han aislado 31.6% de Staphylococcus aureus resistente a  meticilina (SARM) en infecciones de piel y tejidos blandos (57).  Otros autores cubanos han tenido estos resultados (12).

Los seres humanos son un reservorio natural de Staphylococcus aureus. Se estima que un 50% de los adultos sanos están colonizados en algún momento, persistente en 10-20% de las ocasiones. Esta colonización conlleva a la  introducción de un riesgo aumentado de infección por Staphylococcus aureus. Los pacientes con Diabetes mellitus tipo 1, adictos a drogas por vía parenteral,  hemodiálisis y pacientes quirúrgicos, así como aquellos con virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), tienen especial riesgo de ser portadores nasales de Staphylococcus aureus y por ende de padecer en algún momento una enfermedad por dicho germen (58) .

Susceptibilidad antimicrobiana de Staphylococcus aureus por los  métodos  de Kirby –Bauer y  Epsilon Test

En la Tabla  6 se muestra la susceptibilidad antimicrobiana  de Staphylococcus aureus  por los  métodos de Kirby –Bauer y  Epsilon Test; se seleccionan los antimicrobianos definidos por el CLSI actualmente y se utiliza el recurso disponible para el desarrollo del estudio. 

Tabla  6: Susceptibilidad  antimicrobiana de Staphylococcus aureus según  los métodos de Kirby –Bauer y Epsilon Test. Hospital Universitario “Camilo Cienfuegos”. Sancti Spíritus, diciembre 2011 a mayo  2012.
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Método Antimicrobianos S R
No % No %
Penicilna 8 10,13 71 89.67
Tetracicina 56 70,89 3 2911
Amikacina 3 2911 56 70.89
Gentamicina 3 1557 3 5443
Kirby -Bauer
Suffametozaxol  +
trimetoprima 39 4937 40 50.63
Ciprofioxacina 3 3924 8 0.76
Erftromicina 20 2532 59 7468
Epsilon Test Vancomicina 79 100 0 0





 Fuente: Registro de datos de la investigación.

Al investigar la susceptibilidad antimicrobiana  de la especie diagnosticada  por los  métodos de Kirby –Bauer y  Epsilon Test se evidencia que después  de la vancomicina, la tetraciclina resultó ser el antimicrobiano con mayores posibilidades de éxito frente a las cepas estudiadas,  con 56 cepas sensible y 23 resistente para un 70.89 y 29.11% respectivamente. Staphylococcus aureus muestra elevados porcentajes de resistencia a  penicilina (89.87%), con solo 8 cepas sensibles a este betalactámico para 10.13 %.

La susceptibilidad a los aminoglucósidos representados por la amikacina y la gentamicina, fue similar sin diferencias significativas.La resistencia a la vancomicina (sensibilidad en el 100% de las cepas estudiadas) fue nula. Las cepas evaluadas se comportan de forma similar contra el resto de los antimicrobianos ensayados, lo que indica que las cepas de Staphylococcus aureus detectadas como circulantes en el nosocomio en este periodo responden mejor a la vancomicina y a la tetraciclina que al resto de los antimicrobianos ensayados. De forma general podemos decir que se constató porcentajes elevados de resistencia de Staphylococcus aureus  para todos los antibióticos probados, a excepción de la  tetraciclina y la vancomicina.

La resistencia de  Staphylococcus aureus frente a los antimicrobianos habituales constituye un problema de impacto, tanto en el ámbito hospitalario como en la comunidad. La elevada resistencia a penicilina, así como al resto de los antimicrobianos ensayados, a excepción de la vancomicina, coloca el problema de la terapéutica de Staphylococcus aureus como prioridad  dada la frecuencia de sepsis y la disponibilidad de antibióticos en el contexto. La tetraciclina y la vancomicina aparecen en el estudio como las opciones de éxito terapéutico más viables. El comportamiento para el resto de los antibióticos es similar, sin  diferencias significativas entre ellos. La vancomicina es el antimicrobiano más eficaz in vitro en las cepas estudiadas. 

Lo señalado anteriormente indica la importancia de proporcionar los datos del antibiograma de forma rápida y eficaz al médico de asistencia, de tal forma que le permita, según recursos y tipo de pacientes decidir  qué opción terapéutica sería la más eficaz, disminuir fracasos terapéuticos y estadías hospitalarias innecesarias, hacer un uso racional de antibióticos y contribuir a disminuir la aparición de resistencia por parte de los gérmenes intrahospitalarios. La interacción médico de asistencia –microbiólogo-epidemiólogo constituye el eje central que orienta la terapia a seguir, de ahí el impacto que tiene en salud pública  realizar pruebas de susceptibilidad rápidas, eficaces y seguras.

Al terminar la década de los 50, en Estados Unidos y Francia, como mínimo el 85% de las cepas de Staphylococcus aureus ya eran resistente a  penicilina; esta resistencia viene dada por la producción de una enzima penicilinasa que está bajo control de un plásmido(59, 60). La resistencia de los estafilococos a penicilina es ya un hecho tan generalizado, como se demuestra en este trabajo, que actualmente se prescinde de este antibiótico para tratar infecciones causadas por este germen.  Estudios realizados en hospitales cubanos, como los de Reyes Rodríguez (12) y Nodarse Hernández  (14), publicados en Revista Cubana de Medicina Militar, registran datos coincidentes con los resultados obtenidos en esta investigación en cuanto a resistencia a penicilina de cepas de Staphylococcus aureus.

Con relación a la penicilina, es valido señalar, que cada cepa sensible detectada se debe confirmar determinando CIM y comprobar que la cepa no sea productora de betalactamasa. En las novedades del CLSI de 2012 se reporta más factible de realizar e incluso se dice que es mejor que la prueba de la nitrocefina. Si la cepa es productora de betalactamasa y muestra sensibilidad por método de difusión con disco o por determinación de la CIM, se informa como resistente. En la investigación no se aplican estos métodos, por la no disponibilidad de recursos para confirmar sensibilidad verdadera; por tal razón se impone la necesidad de realizar investigaciones futuras que permitan confirmar estos resultados, que hasta hoy se consideran  sensibles pendientes a confirmación.
Los estafilococos, en general mantienen una elevada sensibilidad a los glucopéptidos, de manera que lo más frecuente es que sean sensibles a la vancomicina y a la teicoplanina (61). Se constatan altos niveles de sensibilidad de Staphylococcus aureus a vancomicina, en coincidencia con múltiples investigaciones de resistencia de Staphylococcus aureus en hospitales de la isla (12,14, 62). 

La susceptibilidad a vancomicina se detecta utilizando el método de Epsilon test, más confiable y sensible para  el estudio de cepas de Staphylococcus aureus, en comparación con el método de difusión con disco, el cual no ofrece resultados confiables y no se acepta por el CLSI actualmente (29) , incluso su utilización puede crear confusión al médico de asistencia. No se dispone de otras alternativas de detección de resistencia a vancomicina en nuestro hospital. En el caso de Staphylococcus aureus, actualmente se define una cepa VISA (vancomycin intermediate Staphylococcus aureus) cuando la CIM de vancomicina, determinada por el método de microdilución en caldo es de 4-8 mg/L y como GISA (glycopeptide-intermediate  Staphylococcus aureus) cuando la CIM  es  > 16 mg/L, según los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

 Las cepas VISA pueden presentar también sensibilidad disminuida o resistencia a la teicoplanina, por lo que hoy día suele utilizarse el término GISA (glycopeptide-intermediate  Staphylococcus aureus) para definirlas. Los niveles relativos de resistencia a vancomicina y a teicoplanina varían entre las diferentes cepas  GISA ya que entre estas se incluyen cepas con sensibilidad intermedia a  vancomicina y sensibilidad total a teicoplanina, cepas con sensibilidad intermedia solamente a la teicoplanina y cepas con sensibilidad intermedia a ambos antibióticos (61).

Las tetraciclinas son antibióticos bacteriostáticos que tienen un espectro amplio de acción frente a grampositivos y gramnegativos.  En las últimas décadas y debido a múltiples factores se ha incrementado la resistencia a este antimicrobiano a través de diversos mecanismos: eflujo activo, inactivación enzimática y  protección ribosomal.  La adquisición de genes es el mecanismo fundamental de resistencia que hoy presentan. Este estudio muestra altos porcentajes de sensibilidad de las cepas estudiadas frente a tetraciclina, hecho que varía notablemente de otros estudios revisados dentro y fuera de Cuba, lo cual explica que el comportamiento epidemiológico de la resistencia es variable en dependencia de diferentes factores: uso correcto de antimicrobianos, asepsia hospitalaria, buenas políticas de antibióticos, seguimientos de protocolos de tratamiento acorde a disponibilidad de insumos y contexto geográfico/social donde se trabaje ,entre otros  (11,37).

El comportamiento de las cepas de Staphylococcus aureus frente a otros antimicrobianos descritos en la literatura revisada  muestra  altos porcentajes de resistencia a ciprofloxacina y sulfaprim.

Múltiples estudios  sugieren un incremento en la resistencia,  como el Informe Especial de Resistencia a los Antibacterianos en América Latina, Casellas 2011(11), donde se expone el hecho de que la  resistencia a ciprofloxacina aumentó notablemente en los últimos cinco años.  En 2009 en Argentina, de acuerdo al SIR de SADEBAC, 51% de los aislados de Staphylococcus aureus  provenientes de pacientes hospitalizados fueron resistente  a  ciprofloxacina. 

Según Encuesta API 2009 la sensibilidad a sulfaprim se registra aproximadamente entre 50 y 90%  para varios países y en más de 90% para la mayoría de ellos (10). 

4.1 Perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos  de cepas SARM y SASM.

En la Tabla  7 se presenta el comportamiento de las cepas SARM y SASM frente a los  antimicrobianos. Las cepas SARM muestran altos porcentajes de resistencia: penicilina (90%), eritromicina (72.50%) y ciprofloxacina (67.50%). Las cepas SASM muestran altos porcentajes de resistencia: penicilina (89.74%), eritromicina (76.92%) y amikacina (74.36%). Se observa bajo nivel de resistencia de cepas SARM para  tetraciclina (17.50%) y  alto para cepas SASM (41.03%) (gráfico 2). El 100% de las cepas se comporta sensible frente a vancomicina,  ya sea SARM o SASM. 

El tests de chi cuadrado muestra diferencias significativas en el comportamiento de la susceptibilidad  para tetraciclina con p=0.021. De forma general la resistencia a los antimicrobianos estudiados  fue elevada para todas las cepas de Staphylococcus aureus independientemente de que fuesen resistente o sensible a  meticilina.

Tabla  7: Perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos  para cepas SARM y SASM. Hospital Universitario “Camilo Cienfuegos”. Sancti Spíritus, diciembre 2011 a mayo 2012.
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Fuente: Registro de datos de la investigación.
Gráfico 3. Comportamiento de cepas SARM y SASM frente a tetraciclina
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En los últimos años ha crecido la preocupación de que la era antimicrobiana esté llegando a su fin, en primer lugar, porque la producción de nuevos antibióticos ha disminuido drásticamente y en segundo porque las bacterias, virus, protozoos, hongos y parásitos muestran un gran ingenio para evitar la actividad de dichos agentes (aunque algunas bacterias aún permanecen sensibles a tratamientos bien establecidos hace tiempo).

Esta investigación detecta altos niveles de resistencia de cepas de Staphylococcus aureus frente a determinados antimicrobianos. La prevalencia de SARM es 50.63 %. La resistencia al resto de los antimicrobianos ensayados fue elevada para cepas resistentes y sensibles convirtiéndose este hecho en un problema de impacto en el hospital que es factible evaluar. Cuando una persona está sometida a tratamiento con antibióticos las bacterias de la microbiota normal también son destruidas; esta presión selectiva favorece la aparición o multiplicación de microorganismos resistentes, ya sea por mutación o por transferencia de segmentos de ADN. 

Otros factores responsables de la diseminación de la resistencia bacteriana incluyen sobrepoblación en hospitales y comunidad, higiene deficiente y falta de prácticas apropiadas de control de la infección. El aumento de la resistencia bacteriana es causado en gran medida por la prescripción indiscriminada de antibióticos (o sea su uso para situaciones que no lo ameritan) y por el uso inapropiado en el caso de infecciones que si lo ameritan (inadecuada selección del fármaco, dosis, duración, problema con cumplimiento por las personas). 

La multirresistencia tiene varias causas: laboratorios de bacteriología  no  actualizados , no información de los perfiles de multirresistencia ,diagnósticos erráticos por parte del personal médico, tratamientos inadecuados, uso irracional de antimicrobianos aunque el diagnóstico etiológico de la infección bacteriana sea acertado, no aplicación de políticas de uso racional de antimicrobianos, acceso y uso irracional de medicamentos que son la única alternativa para tratar los casos de infecciones multirresistentes, falta de organización y monitoreo en las medidas de prevención y control rutinario de infecciones transmitidas a través de las manos. 

La vancomicina se comporta como un antimicrobiano efectivo, tanto frente a cepas SARM como SASM (100% de sensibilidad) .Este antimicrobiano es sumamente caro, se encuentra restringido en el hospital y en ocasiones no está disponible. Actualmente se prevé resistencia incrementada de Staphylococcus aureus a vancomicina; esta situación impone una evaluación adecuada de su utilización en el hospital. El glucopéptido vancomicina se volvió el tratamiento de elección para las infecciones por cepas SARM al incrementarse la resistencia a las penicilinas semisintéticas.

En 1996 se informa por vez primera desde el Japón la primera infección por una cepa de Staphylococcus aureus con resistencia intermedia a vancomicina, así  aparecieron las cepas VISA y GISA (Staphylococcus aureus  con sesibilidad intermedia a vancomicina y Staphylococcus aureus con sensibilidad intermedia a glucopéptidos )  respectivamente. Estos últimos incluyen a la teicoplanina, según datos del 2009  por Koneman y col. (23). Se describe que las cepas con resistencia franca o sensibilidad disminuida a vancomicina deben ser confirmadas (enviar cepas al centro de referencia, sean los resultados de susceptibilidad obtenidos por E-test o incluso con VItek 2) e informadas con posterioridad al personal de control de infecciones dentro de cada institución.

La resistencia a la vancomicina puede expresarse en forma homogénea por los estafilococos pero, como sucede con la oxacilina, las cepas pueden ser heterorresistentes (lo que se expresa en una pequeña porción de las células bacterianas). La detección de cepas heterorresistentes puede ser problématica y los CDC han establecido recomendaciones para las pruebas de laboratorio. 

En cuanto a Staphylococcus aureus se refiere: la difusión con disco y los métodos en los cuales se reduce el tiempo de incubación son problemáticos. La susceptibilidad a vancomicina se detecta por métodos cuantitativos (CMI) validados por los CDC (tanto microdilución como dilución en agar), y  utilizando el 

método de Epsilon test. En esta investigación no se recogen cepas SARM que expresen  resistencia a vancomicina por método de E-test, lo cual indica que aún se cuenta en el hospital con una herramienta útil que hay que racionalizar y optimizar en cuanto a terapéuticas eficaces se refiere. Los valores de resistencia obtenidos muestran la necesidad de implementar políticas de uso racional de antibióticos para obtener mayor eficacia terapéutica en el manejo de la sepsis intrahospitalaria. 

SARM muestra altos niveles de sensibilidad para tetraciclina, antimicrobiano que no se utiliza ampliamente en pacientes ingresados. Se conoce que el disco de tetraciclina representa a todos los antimicrobianos de la familia, en cuanto a determinación de sensibilidad se refiere; no ocurriendo así en cuanto a la resistencia, ante la cual se debe testar al resto de la familia. Este hecho convierte a la tetraciclina en una alternativa de tratamiento para (29). 

Múltiples gérmenes han sobresalido en el aspecto de la resistencia a las tetraciclinas : estafilococos, estreptococos,  gonococos, hemófilus,  meningococo, shigella y anaerobios; no obstante la gran mayoría de estas cepas se mantienen sensibles a las tetraciclinas de segunda y tercera generación (glicilciclinas, tigeciclina) que actualmente se encuentran dentro del stock de antibióticos  disponibles en la lucha contra las bacterias multirresistentes (SARM, enterococo vancomicina resistente, estafilococo epidermides meticilin resistente) (11). Esta característica de las tetraciclinas de segunda y tercera generación puede convertirlas en un arma terapéutica eficaz en el tratamiento de cepas SARM. 

La susceptibilidad registrada para los aminoglucósidos no es de extrañar ya que  Goodman y Gylman plantean que no hay evidencias clínicas de su uso en el tratamiento de las infecciones causadas por Staphylococcus aureus cuando se usan solos, por lo que debe combinarse con otros antimicrobianos sensibles para su mejor eficacia (63). 

La ciprofloxacina y la eritromicina constituyeron en épocas anteriores antimicrobianos efectivos frente a Staphylococcus aureus. Actualmente se evidencia alto porcentaje de resistencia de Staphylococcus aureus a estos antibióticos (11). Diversos autores plantean que SARM, a menudo, es también resistente a ciprofloxacina. Rossi y col. publican resultados similares (66). Una investigación de muestras clínicas procedentes de infecciones hospitalarias,  realizada por el MINSAP dirigida al estudio de la resistencia a las penicilinas en Staphylococcus sp,  reporta  10% de resistencia a  ciprofloxacina en 138 cepas evaluadas (64). 

Los resultados de la investigación coinciden con los estudios revisados.  Se precisa un uso más racional de este antimicrobiano por su gran utilidad,  tanto en microorganismos grampositivos como en gramnegativos. 

En un principio la penicilina fue el fármaco de elección de las infecciones graves por Staphylococcus aureus.  Ante el surgimiento de la resistencia a penicilinas, las penicilinas semisintéticas resistente a penicilinasa (oxacilina, meticilina, cloxacilina) se convirtieron en los fármacos de elección para el tratamiento de las infecciones debidas a Staphylococcus aureus   resistente a penicilina. Durante la década del 80 surge la resistencia a estas penicilinas,  resistentes a penicilinasas mediadas por el gen cromosómico llamado  mecA.

Las cepas que expresan el determinante mecA se llaman SARM, el determinante mecA de Staphylococcus aureus  heterorresistente  contiene varios elementos genéticos involucrados en la expresión y regulación de la resistencia a betalactámicos y a otra clase de antibióticos; por esta razón  SARM también tiende a serlo a otros antibióticos como eritromicina y clindamicina(52). 

Estudios revisados abordan el tema de la susceptibilidad a los antimicrobianos para cepas SARM y SASM. Se reporta a nivel  mundial aproximadamente solo un 5% de sensibilidad para la penicilina en Staphylococcus aureus.  

Oteo y col. arrojan bajos porcentajes de resistencia de hasta 24% para  trimetoprim-sulfametoxazol (21), no coincidente con los porcentajes de 50% encontrados en el estudio. Capriott T.  mostró alta sensibilidad de SARM para trimetoprim-sulfametoxazol (73%) y  baja para ciprofloxacino ( 15%) , ligeramente inferior a la alcanzada en el estudio (64).

Otras publicaciones han encontrado que todas las cepas resistentes a meticilina lo fueron también para eritromicina (32,65,66). La investigación  muestra altos porcentajes de resistencia de cepas SARM y SASM frente a eritromicina.
Las infecciones nosocomiales tienen un tratamiento difícil, porque hasta el 70% de los microorganismos infecciosos son resistentes a los fármacos antimicrobianos (5). SARM se define como bacteria multirresistente, lo que constituye una complicación desde el punto de vista de manejo terapéutico. Mich y col. consideran la multirresistencia cuando aparecen cepas SARM resistentes a asociaciones de 4-10 antimicrobianos (26,67). 

La multidrogorresistencia dificulta controlar la diseminación y evitar los brotes de infecciones hospitalarias, el arsenal terapéutico para tratarlas se agota ante el uso indiscriminado de las opciones disponibles y la aplicación inadecuada de políticas de antibióticos. Es importante prevenir las infecciones, diagnosticarlas y tratarlas de forma rápida, utilizar los agentes antimicrobianos de forma responsable y prevenir la transmisión de patógenos  con lo cual se previene la resistencia a los agentes antimicrobianos.

Conclusiones

· La tercera parte del universo estudiado se identificó como Staphylococcus aureus, según métodos convencionales de diagnóstico microbiológico vigente.

· La prevalencia de SARM detectada  en pacientes hospitalizados constituye un problema de salud, por cuanto la mitad de las cepas de Staphylococcus aureus investigadas resultaron resistentes.
· Las cepas detectadas como SARM predominaron en el grupo  de edades  65 y más;  las procedentes de  UCIM y el tipo de muestra herida quirúrgica fueron las de mayor prevalencia.

· La susceptibilidad a los antimicrobianos mostró  elevados porcentajes de resistencia, excepto para vancomicina y tetraciclina. La totalidad de la muestra fue sensible a vancomicina. 
· El  perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos para cepas SARM y SASM, según aplicación del tests de chi cuadrado, mostró diferencias significativas únicamente para la tetraciclina. 
Recomendaciones

· Utilizar el disco de cefoxitina en los Laboratorios de Microbiología  para poder realizar correctamente el diagnóstico de SARM, ya sea hospitalario o comunitario, así como capacitar al personal técnico y médico en su interpretación. 

·  Realizar estudios de vigilancia epidemiológica de colonización asintomática por  Staphylococcus aureus en pacientes hospitalizados con factores de riesgo asociados a SARM. 
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Anexo  1

Hoja de Registro de Datos  de la Investigación
[image: image9.png]Nro. dela Muestra Fecha

Edad SexoM__ F___
Tipo de Muestra Procedencia de la muestra
Secreciones purulentas: uct

Herida Quirtrgica UCIM.

Puncion de absceso, Neonatologia

Ulceras cutaneas. Servicios Quirdrgicos__
Secreciones puruientas que drenan a

piel

Sangre




Especie identificada: 
Staphylococcus aureus _____

Prueba de susceptibilidad por el método  de Kirby – Bauer
	Antimicrobiano
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	Penicilina 10μg
	
	 
	 

	Amikacina 30μg
	
	
	

	Tetraciclina 30μg
	
	 
	 

	Gentamicina 10μg
	
	 
	 

	Sulfametozaxol + trimetoprima 23.75/1.25
	
	 
	 

	Ciprofloxacino 5μg
	
	 
	 

	Eritromicina 15μg
	
	 
	 


Prueba de susceptibilidad por el método  de Epsilon Test para Vancomicina
	Antimicrobiano
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	Vancomicina 30μg
	
	 
	 


Resistencia a  Oxacilina y Cefoxitina según  resultados del método de disco-difusión en agar 
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Anexo 2

Recolección, transporte y conservación de las muestras

Muestra purulenta

Para la investigación se tomó en cuenta el producto resultante de la actividad de algunos microorganismos  al interactuar con los tejidos, muestra tomada de la superficie de heridas cutáneas, abscesos y úlceras de piel, incluye secreciones con pus que drenan a piel.

Las infecciones purulentas de la piel resultan de fácil acceso y en general no hay dificultad para obtener las muestras necesarias para el examen microscópico y el cultivo. 

Toma de muestra purulenta

· Si  herida superficial o absceso abierto 
 Material y Método
- Suero fisiológico.

-Jeringa y aguja estériles.

-Recipientes estériles con tapa de rosca.

-Hisopos con medio de transporte tipo Stuart-Amies.

Técnica

- Lavar con suero fisiológico estéril cuidadosamente la superficie de la herida para retirar la flora colonizante.

- Recoger el pus mediante jeringa y aguja, aspirando preferentemente de zonas profundas.

- Cuando la muestra sea insuficiente, instilar suero o solución de Ringer lactato y aspirarlo nuevamente en la jeringa.

- Si la muestra no se puede recoger por punción, se deben separar suavemente los bordes de la herida, introduciendo la punta del hisopo en la profundidad de la misma, cuidando de no tocar los bordes cutáneos adyacentes e introducir, después de tomada la muestra en tubo estéril que contiene medio de transporte tipo Stuart-Amies.

Número de Muestras y/o volumen
Para muestras líquidas se intentará obtener 1-10ml. En el resto de las ocasiones se enviará la máxima cantidad posible.

Transporte y Conservación

El envío al laboratorio debe ser inmediato. Se utilizará para el envío tubos estériles con tapa rosca.

La jeringa de la extracción será evacuada en el recipiente en que se hará el envío. La práctica de colocar un tapón de goma en la aguja (usando la jeringa como recipiente de transporte) debe deshecharse por el riesgo para el personal de sufrir un pinchazo con una aguja contaminada con líquidos orgánicos. 

No olvidar identificar la muestra adecuadamente y si no puede procesarse antes de 2 horas usar medio de transporte.

Observaciones

Las muestras recibidas en hisopo son de escasa rentabilidad y deben obtenerse sólo en circunstancias muy excepcionales, cuando no se pueda recoger la muestra por otros métodos.

Es importante especificar sitio anatómico de donde se realizó la toma de muestra.

· Absceso cerrado
Es un procedimiento médico. La recogida de pus y fragmentos de tejido del absceso requiere de una técnica quirúrgica.

Material Necesario

- Gasas estériles.

- Alcohol etílico o isopropílico al 70%.

- Yodo povidona al 10%.

- Jeringa estéril.

- Aguja IM.

Técnica

- Realizar antisepsia de la zona a puncionar con alcohol al 70%, de forma concéntrica comenzando por el centro. Abarcar una zona de unos 10 cm.

- Repetir la operación con Yodo povidona. En pacientes con hipersensibilidad al yodo, se utilizará alcohol 70 % dos veces consecutivas.

- Dejar secar al menos 1 minuto para que el antiséptico ejerza su acción.

- Realizar una punción-aspiración del absceso con jeringa y aguja, la muestra más útil es la obtenida contra la pared del absceso y puncionando en el lado superior para evitar la fistulización espontánea.

- Traspasar la muestra a un contenedor estéril.

Número de Muestras y/o volumen

Deberá enviarse un volumen de muestra entre 1-5ml.

Transporte y Conservación

Las muestras deben enviarse al laboratorio tan pronto como sea posible. Hasta que esto suceda, mantener las muestras y el medio de transporte a temperatura ambiente.

Cuando la viabilidad de las bacterias es muy escasa o la posibilidad de desecación de la muestra es grande (favoreciéndose la destrucción bacteriana) y la toma no puede realizarse en el mismo laboratorio, se usarán medios de transporte. Se trata de medios, tales como el Stuart o Amies, que no son nutritivos, sino que preservan las bacterias existentes, sobre todo si son escasas, a la vez que impiden el crecimiento exagerado de otra flora bacteriana no deseada.

Observaciones
Es muy importante especificar en la solicitud la localización del absceso con vistas a la interpretación de los resultados.

Muestra de sangre (hemocultivo)
Hemocultivo: Muestra de sangre tomada por punción venosa, teniendo en cuenta que la proporción entre el volumen de sangre obtenida y el volumen de caldo de cultivo debe estar en una relación de 1:5 – 1:10 (57).

El hemocultivo o cultivo microbiológico de la sangre constituye en los casos de septicemia, el único examen que permite su confirmación. 

Toma de muestra para hemocultivo

Material Necesario
· Frascos de hemocultivo.

· Compresas de goma.

· Jeringas y agujas de punción IV.

· Gasas estériles.

· Guantes de goma estériles.

· Alcohol etílico o isopropílico al 70%.

· Solución Yodada.

Obtención de la Muestra

- La muestra debe obtenerse por punción periférica (venosa o arterial), siempre por una nueva punción y debe ser la primera muestra que debe obtenerse si existe indicación de otros exámenes.

El procedimiento de extracción de sangre para la realización de hemocultivos se debe realizar cumpliendo las máximas precauciones de asepsia.

- Lavarse las manos.

-Colocar ligadura y campo estéril. 

-Palpar la vena a puncionar.

- Realizar antisepsia con alcohol 70% en una zona de piel de unos 10cm de diámetro alrededor del sitio de punción. Se comenzará por el centro y se irán haciendo círculos concéntricos hacia el exterior.

-Repetir el procedimiento utilizando Yodo povidona al 10%.

-Dejar actuar 1-2 minutos, esto es  hasta que se seque el antiséptico sobre la piel.

- Mientras actúa el iodóforo, retirar los tapones externos de los frascos,  desinfectar el tapón de goma del frasco de hemocultivo con alcohol 70% y dejar secar al menos un minuto.

-Colocarse los guantes estériles.

-Extraer la sangre sin tocar en ningún momento el campo desinfectado. Si fuera necesario palpar nuevamente la vena se cambiará los guantes estériles y se realizará nueva antisepsia de piel.

- Inyectar directamente la sangre en el frasco. No es necesario cambiar de aguja.

- Mover los frascos para que la sangre y el medio de cultivo se mezclen.

-Debe utilizarse una vena distinta para cada extracción.

Volumen de la Muestra

La cantidad de sangre a introducir en cada frasco viene determinada por el modelo utilizado en cada hospital, como norma general es adecuado que la sangre mantenga una proporción 1:10 con el medio de cultivo. En caso de neonatos y niños pequeños en que no se pueden obtener volúmenes grandes de sangre es suficiente una cantidad de 1-5 ml, que se introduce en un solo frasco.

En este centro hospitalario se tiene normado 10ml para 100ml de medio de cultivo (Infusión cerebro corazón) en los adultos y 2ml  de sangre para 20ml de medio de cultivo en los neonatos.

Número de Muestras

Tres hemocultivos por paciente, previos al tratamiento antimicrobiano. El intervalo entre las extracciones debe ser superior a una hora cuando sea posible, pero cuando exista una gran urgencia en iniciar el tratamiento, este intervalo puede acortarse hasta 15 minutos. En caso de sepsis y endocarditis subaguda las extracciones se reparten en 24 horas y en caso de que sean los hemocultivos negativos, obtener tres muestras más al día siguiente. Las muestras se procesaron independientemente el número de ellas por paciente en la investigación.

Transporte

Deben enviarse al laboratorio. Hasta su envío mantener a 35-37ºC; cuando esto no sea posible, mantener a temperatura ambiente. Nunca debe refrigerarse ni congelarse.

Anexo 3

Medios de cultivos y reactivos utilizados para la realización de los procederes técnicos.

Medios de transporte de Stuart- Amies

Se emplean para favorecer y conservar la viabilidad de los microorganismos mientras son transportados al laboratorio.

Fundamento

Se trata de medios no nutritivos, semisólidos y reductores que previenen la destrucción de los gérmenes y los mantienen en estado estacionario. Su composición salina permite conservar la muestra hasta su entrega al laboratorio.

En la formulación del medio de Transporte Stuart, hay Azul de Metileno que actúa como indicador de la oxidación del medio, cuando la mitad del medio contenido en un tubo presenta color azulado, el medio no está en las condiciones adecuadas de transporte. Para restablecer la anaerobiosis debe licuarse, de nuevo el medio.

El medio de transporte Stuart se puede suplementar con Ácido rosólico a razón de 10ml de Ácido rosólico al 10% por litro de medio.

	Medio Transporte
	Amies sin Carbón
	Cary-Blair
	Stuart

	Calcio Cloruro,1% en H2O
	0.1 g
	0.09 g
	10 g

	Magnesio Cloruro,1% en H2O
	0.1 g
	-
	10 g

	Potasio Cloruro
	0.2 g
	-
	0.2 g

	Potasio d-Hidrógeno Fosfato
	0.2 g
	-
	-

	Sodio Cloruro
	3.0 g
	5.0 g
	3 g

	d-Sodio Hidrógeno Fosfato
	1.1 g
	1.1 g
	-

	Sodio Tioglicolato
	1.0 g
	1.5 g
	1 g

	Sodio Glicerofosfato
	-
	-
	-

	Azul de Metileno
	-
	-
	-

	Agar
	7.5 g
	5.5 g
	4 g

	pH final
	7.3
	8.4
	7.3


Preparación

Disolver 13 g del Medio de Transporte Amies sin Carbón, 13,2 del Medio de Transporte Cary-Blair, ó 14,1 del Medio de Transporte Stuart en 1l de agua destilada. Distribuir en tubos o viales con tapón de rosca llenándolos casi por completo y esterilizar en autoclave (121° C de 10-15 minutos). Dejar enfriar y solidificar en posición vertical. Reapretar los tapones, si fuese necesario, cuando el medio este frío.

El Medio de Transporte Stuart es el que presenta menor concentración de agente gelificante, para el transporte es aconsejable añadir 7g de Agar por litro de medio, antes de su esterilización.

Modo de empleo

La recogida del material se hace con un hisopo de algodón esterilizado. Este hisopo se introduce en el tubo que contiene el medio de transporte, se cierra herméticamente y se conserva en frío hasta su transporte.

Base de agar sangre: medio de propósito general para el cultivo de una gran variedad de microorganismos, incluyendo los exigentes, al añadirle sangre puede utilizarse para la determinación de las reacciones hemolíticas 
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Preparación: suspender 40 g en 1L de agua destilada o desionizada, hervir hasta disolución completa, esterilizar a 121ºC  por 15 min. Enfriar hasta 45-50 ºC, añadir asépticamente de 5 a 10 % de sangre estéril desfibrinada a temperatura ambiente, mezclar y distribuir. 

Medio de cultivo de agar Mueller Hinton. 
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Preparación: suspender 38 g en 1 L de agua destilada o desionizada, hervir hasta disolución completa, esterilizar a 121 ºC  por 15 min y distribuir.

Hidrógeno Peróxido 6% p/v (20 vol.) estabilizado (BP)

Se utiliza como reactivo para la prueba de la Catalasa. La catalasa es una enzima propia de la mayoría de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que poseen citocromos, con la excepción de Estreptococos.

Su función es descomponer el Peróxido de Hidrógeno (H2O2) desprendiendo oxígeno libre. 

Anexo 4

Métodos de Diagnóstico Microbiológico

Para el aislamiento primario de las muestras purulentas se utilizaron los métodos convencionales de diagnóstico disponibles como siembra por agotamiento por estrías, utilizando asa de platino,  en placas de agar sangre, se incubaron a temperatura óptima de crecimiento de 37º C por 18-24 horas, concluido este periodo se realizó su lectura.

Las muestras de sangre para hemocultivo en el frasco recomendado para el proceder se incubaron a 37º C en aerobiosis por un período de 7 días, con observación diaria del aspecto macroscópico en busca de signos que indicaran desarrollo bacteriano: hemólisis, turbidez, presencia de gas, colonias. Cuando aparecieron estos signos se realizó tinción de Gram directa homogeneizando el contenido del frasco de hemocultivo por agitación suave, colocando una gota en el extremo del porta objeto y extendiendo con un cubre objeto en ángulo 45º.

 Se subcultivó a una placa de agar Mac Conkey y a una de agar sangre, con lectura de las mismas a las 18-24 horas de incubación a 37º C .

Se realizaron subcultivos a ciegas en iguales medios de cultivo aunque no se observaran evidencias de desarrollo e independientemente del aspecto macroscópico que presentara la botella a las 24 horas, 72 horas y al 7º día de incubación.

Para ambas muestras la lectura se realizó teniendo en cuenta las características macroscópicas culturales.

Morfología colonial: las muestras se estrían sobre placas de cultivo y las colonias aisladas de las bacterias las cuales se observan a simple vista  aparecen después de uno a varios días de incubación, la observación de las colonias se caracteriza por su tamaño, la textura, el color y (si ha crecido en agar sangre) las reacciones de hemólisis. La morfología colonial es altamente importante como un primer paso en la identificación bacteriana. En caso de que el organismo requiera oxígeno para el crecimiento, esta otra característica es relevante en la diferenciación. De manera general los integrantes del género Staphylococcus proliferan fácilmente en la mayor parte de los medios de cultivos bacteriológicos en condiciones aeróbicas o microaerofílicas. Las colonias en medios sólidos son redondas, lisas, elevadas y resplandecientes (brillantes) que van desde un color gris a amarillo dorado intenso, tornándose traslúcidas a casi trasparentes con una incubación prolongada. Los pigmentos, cuya producción es regulada por enzimas termoestables, se desarrollan mejor a una temperatura de 20-250C y no se producen de manera anaerobia o en medios de cultivo líquidos. Muchas  colonias sólo los producen después de un largo período de incubación.

Tinción de Gram: coloración diferencial para identificación diagnóstica de bacterias. Procedimiento técnico:

Un toque del asa sobre la colonia bacteriana se debe disolver sobre una gota de agua y extender como una capa fina sobre un portaobjetos. Se deja secar la preparación, se fija al calor suave y se trata como sigue: 

Paso 1. Tinción con cristal violeta. 

Paso 2. Fijación con una solución de yodo. Estabiliza el cristal violeta, todas las bacterias en la preparación permanecen de color púrpura o azul. 
Paso 3. Extracción con alcohol u otro solvente. Decolora algunas bacterias (las gramnegativas) y no otras (las grampositivas). 

Paso 4. Tinción de contraste con safranina. Las bacterias grampositivas ya están teñidas con cristal violeta y permanecen de color púrpura. Las bacterias gramnegativas se tiñen de color rosa.

A continuación la apariencia de las bacterias se observa bajo el microscopio. Las preguntas que se deben hacer incluyen: 

· ¿Se trata de bacterias grampositivas o gramnegativas? 

· ¿Cuál es la morfología (bastones, cocos, espirales, pleomórficas [forma variable], etc.)? 
· ¿Aparecen las células en forma separada o formando cadenas, racimos, pares, etc.?  

· ¿De que tamaño son las células? 
Se observan cocos Gram positivos o gramvariables con diámetros que van desde 0,5 hasta casi 1,5 µg. Los MO pueden aparecer aislados, en parejas, cadenas cortas o en racimos, tanto dentro como fuera de los leucocitos polimorfonucleares (PMN). Las variaciones en el tamaño celular y en ña tinción de gran se deben probablemente a la acción de las células inflamatorias y a sus enzimas hidrolíticas en las células bacterianas. En los frotis directos, los pares o cadenas cortas de MO no pueden diferenciarse de estreptococos, micrococos o peptoestreptococos, aunque los estreptococos suelen aparecer como cadenas o diplococos más que como cadenas de células individuales aisladas. No permite distinguir los microorganismos saprófitos de los patógenos. 

Prueba de la coagulasa: probar la capacidad de un microorganismo de coagular el plasma por la acción de la enzima coagulasa (estafilocoagulasa). Se utiliza de manera específica para diferenciar especies dentro del género Staphylococcus.

Plasma fresco de sangre entera 

Extraer asépticamente 10 ml de sangre heparinizada o con EDTA de: animal (cordero, conejo o caballo) o humano.

Centrifugar o esperar a que los glóbulos rojos se sedimenten 

Separar asépticamente el plasma 

Nota: puede diluirse 1: 4 o utilizarse puro

Distribuir en tubos de ensayo, de acuerdo a las necesidades

Almacenar a 4 grados 

Procedimiento técnico

Prueba de coagulasa en tubo: tubo de vidrio (13 x 100 mm) agregar 0.5 ml de plasma fresco de sangre entera,  ya probado sin diluir. 

· agregar 0.5 ml de un cultivo puro en caldo de 18 a 24 h de Staphylococcus o una gran ansada de una colonia pura de una placa de una placa de agar. 

· rotar el tubo suavemente para lograr la suspensión de las bacterias. No sacudir. 

· incubar a 37 ºC ,4 h, observar c/30 min para la coagulación no sacudir ni agitar el tubo al observar, inclinar suavemente para visualizar si existe coágulo.

La coagulasa en tubo esta indicada por la presencia de un coágulo parcial (coágulo libre suspendido en plasma) o de un coágulo completo (sólido que no se mueve cuando se invierte el tubo). Un precipitado flocúlento o fibroso o con ambas características no es un verdadero coágulo y debe registrarse como resultado negativo.  

Se recomienda utilizar  una graduación de la coagulación: coágulo 3+ ó 4+, concluyente, 2+ o menos no concluyente. Se considera solo reacción positiva  la concluyente. Cuando en grado de coagulación no es concluyente, es necesario realizar otras pruebas, como fermentación del manitol y termonucleasa, mas la última. Algunas cepas de Staphylococcus pueden ser + a las 2-4 horas y luego revertir. Un resultado en tubo que muestre se negativo después de 4 horas a 35ºC debe ser mantenido a temperatura ambiente (22-25ºC) y leído de nuevo a las 18-24h, debido a que algunas cepas producen fibrinolisina con la incubación prolongada a 35ºC, lo cual provoca la disolución del coágulo. Los estudios sugieren que una temperatura más alta inhibe la producción de la enzima en vez de afectar la actividad enzimática.

Prueba de la catalasa (catalasa positivos)

Los estafilococos y los micrococos se diferencian de los estreptococos, enterococos y bacterias tipo-estreptococos, por el test de catalasa. La catalasa es una enzima que descompone el peróxido de hidrógeno (H2O2) en oxígeno y agua. Desde el punto de vista químico, es una hemoproteína similar en estructura a la hemoglobina, excepto en que los cuatro átomos de hierro en la molécula están en la forma oxidada en lugar de reducida. Salvo los estreptococos, la mayor parte de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas poseen actividad catalasa. La mayoría de las bacterias anaerobias que descomponen el H2O2 lo hacen mediante enzimas peroxidasas, en forma semejante a la catalasa, excepto que cada molécula contiene un solo ion férrico. El peróxido de hidrógeno es uno de los productos oxidativos finales en el metabolismo aerobio de los CHO. Se se acumula, es letal para las células bacterianas. La catalasa convierte el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno. La prueba de la catalasa, realizada por los métodos del portaobjetos o en tubo, por lo común se emplea para diferenciar los estreptococos (negativo) de los estafilococos (positivo), o para diferenciar bacilos grampositivos de las micobacterias. 

Prueba en portaobjeto

Se transfieren células desde el centro de una colonia bien aislada a la superficie de un portaobjeto de vidrio con una aguja de inoculación o un aplicador. Se agrega una o dos gotas de solución de peróxido de hidrógeno al 3% sobre el portaobjetos. Se recomienda que el MO no sea agregado al reactivo (revirtiendo el orden), en especial si se utilizaron agujas de inoculación o asas con contenido de hierro, porque puede haber resultados falsos-positivos.

Método en tubo o placa de agar

Agregar unas pocas gotas (alrededor de 1ml) de reactivo e peróxido de hidrógeno al 3% directamente sobre la superficie de agar en placa o en pico de flauta. Interpretación: La rápida aparición y sostenida de burbujas de gas o efervescencia indica una prueba positiva (conversión del H2O2, en agua y oxígeno gaseoso). Como algunas bacterias pueden tener otras enzimas que descompongan el peróxido de hidrógeno, la producción de unas pocas burbujas pequeñas formadas después de 20-30 segundos no se considera un resultado positivo. En forma ideal, la prueba de la catalasa debe realizarse a partir de un medio que no contenga sangre, porque los hematíes por sí mismos pueden causar una reacción de catalasa débil positiva. Sin embargo, como la mayoría de los laboratorios clínicos recuperan estafilococos de medios no selectivos o de medios selectivos que contienen sangre (agar sangre y agar CNA, respectivamente) se debe tener el cuidado de tomar la muestra sólo de la parte superior de las colonias para la prueba de la catalasa a fin de evitar el traslado de sangre y las posibles reacciones falsa positivas.  Las cepas raras de estafilococos pueden ser catalasa negativas y algunos enterococos producen una seudocatalasa y son débilmente reactivos con H2O2. 

Patrón de turbidez: estándar de turbidez de 0.5 de McFarland.  

Anexo 5

 Pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos

Susceptibilidad por el método de Kirby-Bauer: El antibiograma disco-placa basado en el trabajo de Bauer, Kirby y col. es uno de los métodos que el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recomienda para la determinación de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. La lectura de los halos de inhibición debe interpretarse como sensible (S), intermedia (I) o resistente (R) según las categorías establecidas por el CLSI. Las instrucciones para el cumplimiento de esta técnica están descritas en documentos periódicamente disponibles del  CLSI.

Categorías de interpretación 

Sensible: significa que el microorganismo causante del proceso infeccioso debe responder exitosamente al tratamiento con ese antibiótico a dosis habitualmente recomendadas y por una vía apropiada.

Resistente: significa que el microorganismo no se inhibirá a las concentraciones séricas habitualmente alcanzadas por la droga cuando esta se administra a la dosis y por la vía recomendada.

Intermedia: indica que el halo de inhibición traducido en valores de CMI se aproxima a las concentraciones de antimicrobiano alcanzables en sangre o tejidos y que puede esperarse eficacia clínica en aquellas localizaciones en las que se alcanzan altas concentraciones de antimicrobiano (ejemplo orina) o cuando se emplean dosis más elevadas de lo habitual. El CLSI también incluye en esta categoría aquellos casos de antimicrobianos con márgenes de toxicidad estrechos en los que pequeños errores técnicos podrían suponer cambios de interpretación en la categoría clínica. 
Resultados del método de difusión en agar mediante  discos de oxacilina 1 μg y cefoxitina  de 30 μg se interpretará como positivo todo resultado que indique resistencia de la cepa al disco de oxacilina - cefoxitina y como negativo el resultado que indique sensibilidad a ambos discos. 

Pruebas de susceptibilidad por difusión en disco

Las pruebas de sensibilidad in vitro para bacterias aerobias sin requerimientos especiales pueden ser determinadas por difusión con disco sobre agar, pudiendo obtener resultados razonablemente confiables, siempre y cuando todos los detalles de los procedimientos sean cuidadosamente estandarizados y controlados.

Principio

Se inocula una placa de agar con el microorganismo problema, a la que se le depositan discos de papel filtro seco, que contienen los agentes antimicrobianos. El disco impregnado de antibiótico hace contacto con la superficie húmeda del agar,  absorben agua del medio, la droga se disuelve y difunde hacia el medio adyacente siguiendo las leyes físicas que gobiernan la difusión de las moléculas. El resultado es un gradiente de concentración de la droga alrededor del disco. Las células bacterianas que no son inhibidas por el agente antibacteriano, serán capaces de crecer en toda la zona alrededor del disco, mientras que en las bacterias sensibles a la droga, no se observará crecimiento en el área donde las concentraciones inhibitorias de la droga estén presentes, o sea, a medida que aumenta la distancia con respecto al disco, ocurre una reducción logarítmica de la concentración del antibiótico hasta que se alcanza un punto en el que el desarrollo bacteriano de la superficie del agar  ya no es inhibido. El resultado es una zona de inhibición del desarrollo con bordes bien delineados (halo de inhibición).

La zona de inhibición es afectada por la velocidad de difusión de las diferentes drogas a través del agar, por lo que las zonas observadas con una droga no pueden ser comparadas con las de otra droga. Sin embargo, el diámetro de la zona de inhibición es inversamente proporcional a la CIM.

El  método de difusión 

Es un método cualitativo recomendado internacionalmente y se usa para ello el agar Mueller-Hinton, el más conocido es  el método de Kirby-Bauer y realizado según los procedimientos descritos en el document M100  S22. Wayne, Pa. 2012 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) , con la utilización de los discos Unipath-Oxoid, UK (53). Es el que se describe con detalles por ser el utilizado en esta investigación.

Para esta técnica se recomiendan varios parámetros, uno de mucha importancia es el relacionado con el disco de difusión, el cual necesita una carga del antibiótico propia para esta técnica, el cual debe manipularse con cuidado, mantenerse en frío y comprobarse periódicamente su carga valiéndose de cepas de control existentes, las que presentan halos de inhibición propios para cada antimicrobiano.

· Medio de cultivo utilizado

El agar seleccionado para realizar antibiograma es el Mueller-Hinton (anexo 3). Es el óptimo para la mayoría de las bacterias pues en él pueden crecer muchos de los gérmenes aislados de material clínico, poseen bajo contenido de inhibidores, un elevado índice de reproducibilidad y es de color semitransparente, por lo que permite observar los resultados y realizar las mediciones de los halos con facilidad. El volumen  del medio por placa es de 25ml para las placas de 100 por 13mm y de 60ml para las de 150ml, con una profundidad del mismo de 4 a 6mm

· Preparación del inóculo

Partiendo de un cultivo puro se debe tomar de 4 a 6 colonias de apariencia similar con asa o aguja de inocular; se transfieren a un caldo (2 a 5ml de caldo de tristona soya, caldo de corazón o caldo Mueller Hinton); se incuban de 2 a 5 horas de 35 a 37º C (fase exponencial del crecimiento). Se debe controlar la turbidez con patrón Mc Farland, escala 0.5 y ajustar la misma con solución salina fisiológica o caldo Mueller Hinton.

· Inoculación de las placas

Inocular la superficie de una placa de agar con el hisopo seco y estéril, se lleva a la suspensión bacteriana, se elimina el exceso presionando y rotando el hisopo sobre las paredes del tubo por encima del nivel del líquido. Se estría la superficie del medio en tres direcciones haciendo un ángulo de 60º entre una y otra estría para obtener una siembra uniforme. Por último, pasar el hisopo por el reborde de la placa de agar. La estandarización del inóculo se hace porque el tamaño del halo de inhibición varía inversamente al tamaño del inóculo. Se deja secar por 3 a 5 minutos.

· Colocación de los discos

Los discos se colocan manualmente sobre la superficie del agar utilizando pinzas estériles o con un dispensador de discos, a una distancia no menor de 15mm del borde de la placa y una separación entre ellos no menor de 25mm para evitar la superposición de los halos de inhibición. Dejar las placas 15 minutos a temperatura ambiente para que comiencen a difundir los antibióticos. Incubar la placa en posición invertida a 37º C durante 18 a 24 horas.

· Lectura e interpretación
La zona de inhibición es el área que rodea al disco donde el crecimiento ha sido completamente inhibido. Debe ser cuidadosamente medida con una regla e incluye el diámetro del disco. Los resultados se comparan con los diámetros de las zonas dadas en la tabla de interpretación de los halos de inhibición y permiten expresar en términos de resistente, intermedio y sensible al microorganismo sometido a la prueba frente a diferentes drogas.

Hay varios factores que afectan al halo de inhibición: la carga del antibiótico en los discos, la difusión del antibiótico en el medio de cultivo, el tamaño del inóculo bacteriano, la composición y grosor del medio de cultivo, la velocidad del crecimiento bacteriano y el tiempo de incubación.

Los discos de antibióticos son adquiridos comercialmente. Deben contener la cantidad establecida de antibiótico y ser conservados a 4º C protegidos de la humedad. 

Anexo 6

Mapa SARM América Latina
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Anexo 7

Mapa SARM del Mundo
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