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Resumen

Introduccion: Staphylococcus incluye variedad de especies que actian como
patdgenos oportunistas, generando un posible foco de infecciébn en humanos.
Los estudios epidemiolégicos a nivel mundial muestran un aumento constante
en la resistencia a pesar de los esfuerzos por reducir el uso indiscriminado de

antibioticos.

Objetivos: Caracterizar la resistencia de Staphylococcus aureus en pacientes

internados en el Instituto de Medicina Tropical 2011-2016.

Material y Métodos: Estudio descriptivo, retrospectivo, de corte trasversal. Se
recolectaron las muestras de fluidos bioldgicos de pacientes internados en el
Instituto de Medicina Tropical durante el periodo de 2011 a 2016 en el que se
buscé aislamiento de Staphylococcus aureus. Las muestras fueron cultivadas
en Agar Sangre, con identificacion basica de género y especie. La identificacion
final y confirmacién de especie se hizo por pruebas bioquimicas y la resistencia

a antibidticos por microdilucion en caldo por métodos automatizados VITEK ®.

Resultados: En el periodo de estudio se ha observado un aumento progresivo
de la cantidad de cultivos positivos en el laboratorio de bacteriologia del IMT.
Del total de muestras aisladas en laboratorio, el aislamiento de S. aureus
representa un promedio anual del 25,8% del total de los cultivos positivos que
se aislan en el laboratorio de bacteriologia. los aislamientos en el servicio de
pediatria no presentan una diferencia estadisticamente significativa (p>0.05)
con respecto a la cantidad de muestras de S. aureus aisladas en clinica
meédica. El perfil de resistencia global encontrada en las cepas de S. aureus se
observa una amplia resistencia a la oxacilina. La linea de tendencia de la

resistencia muestra un claro aumento de la resistencia a la oxacilina en los
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ultimos 5 afos, en el afio 2015 se observa un leve descenso de la resistencia

gue no es significativa con respecto a los demas afos de estudio (p=0.1)

Conclusiones: La resistencia de Staphylococcus aureus en pacientes

internados en el Instituto de Medicina Tropical 2011-2016 muestra una amplia

resistencia a la oxacilina.

Palabras clave: Resistencia, meticilina, epidemiologia
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Resumo

Introducéo: O estafilococo inclui uma variedade de espécies que agem como
patégenos oportunistas, gerando uma possivel fonte de infeccdo em humanos.
Estudos epidemiol6gicos em todo o mundo mostram um aumento constante da
resisténcia, apesar dos esforcos para reduzir o uso indiscriminado de

antibioéticos.

Objetivos: Caracterizar a resisténcia ao Staphylococcus aureus em pacientes
hospitalizados no Instituto de Medicina Tropical 2011-2016.

Material e Métodos: Estudo descritivo, retrospectivo, transversal. Amostras de
fluido bioldgico foram coletadas de pacientes admitidos no Instituto de Medicina
Tropical durante o periodo de 2011 a 2016, nos quais foi solicitado o
isolamento de Staphylococcus aureus. As amostras foram cultivadas em agar
sangue, com identificacdo béasica de género e espécie. A identificacdo e
confirmacédo final das espécies foram realizadas por testes bioquimicos e
resisténcia a antibidticos por microdiluicio em caldo, pelos métodos
automatizados VITEK ®.

Resultados: Durante o periodo do estudo, foi observado um aumento
progressivo no numero de culturas positivas no laboratério de bacteriologia
IMT. Do total de amostras isoladas em laboratério, o isolamento de S. aureus
representa uma meédia anual de 25,8% do total de culturas positivas isoladas
no laboratério de bacteriologia. Os isolados no departamento pediatrico nao
apresentam diferenca estatisticamente significante (p> 0,05) em relacdo a
guantidade de amostras de S. aureus isoladas em uma clinica médica. O perfil
geral de resisténcia encontrado nas linhagens de S. aureus mostra uma ampla

resisténcia a oxacilina. A linha de tendéncia da resisténcia mostra um claro
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aumento na resisténcia a oxacilina nos ultimos 5 anos; em 2015, ha uma ligeira

diminuicao na resisténcia que nao é significativa em comparagao com 0s outros

anos de estudo (p =0.1)

Conclusdes: A resisténcia ao Staphylococcus aureus em pacientes internados

no Instituto de Medicina Tropical 2011-2016 mostra uma ampla resisténcia a

oxacilina.

Palavras-chave: Resisténcia, meticilina, epidemiologia
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Abstract

Introduction: Staphylococcus includes a variety of species that act as
opportunistic pathogens, generating a possible source of infection in humans.
Epidemiological studies worldwide show a steady increase in resistance despite

efforts to reduce the indiscriminate use of antibiotics.

Objectives: To characterize Staphylococcus aureus resistance in hospitalized
patients at the Institute of Tropical Medicine 2011-2016.

Material and Methods: Descriptive, retrospective, cross-sectional study.
Biological fluid samples were collected from patients admitted to the Institute of
Tropical Medicine during the period from 2011 to 2016 in which isolation from
Staphylococcus aureus was sought. The samples were grown in Blood agar,
with basic identification of gender and species. The final identification and
confirmation of the species was made by biochemical tests and antibiotic

resistance by microdilution in broth by VITEK ® automated methods.

Results: During the study period, a progressive increase in the number of
positive cultures was observed in the IMT bacteriology laboratory. Of the total
samples isolated in the laboratory, the isolation of S. aureus represents an
annual average of 25.8% of the total positive cultures that are isolated in the
bacteriology laboratory. The isolates in the pediatric department do not present
a statistically significant difference (p> 0.05) with respect to the quantity of S.
aureus samples isolated in a medical clinic. The overall resistance profile found
in S. aureus strains shows a wide resistance to oxacillin. The trend line of
resistance shows a clear increase in resistance to oxacillin in the last 5 years, in
2015 there is a slight decrease in resistance that is not significant compared to

the other years of study (p = 0.1)
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Conclusions: Staphylococcus aureus resistance in patients admitted to the

Institute of Tropical Medicine 2011-2016 shows a wide resistance to oxacillin.

Keywords: Resistance, methicillin, epidemiology

XVl



UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAAGUAZU

Sede Coronel Oviedo
Creada por Ley N° 3.198 del 04 de mayo de 2007
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

MEDICINA

FORMATO DE TESIS DE GRADO Y POSGRADO, APROBADO POR RES. CD N° 141/2019
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
CAAGUAZU.

1- Introduccidén

Staphylococcus aureus es naturalmente susceptible a practicamente todos los
antibiéticos que se ha desarrollado®.

La resistencia se adquiere a menudo mediante transferencia horizontal a genes
de fuentes externas, aunque la mutacién cromosomica y la seleccion de antibiéticos
también son importantes. Esta exquisita susceptibilidad de S. aureus llevo al
descubrimiento de Alexander Fleming de la penicilina, marcando el comienzo de la
"era antibiotica™

La penicilina era verdad una droga milagrosa: las infecciones uniformemente
fatales podrian ser curadas. Sin embargo, a mediados de la década de 1940, sélo
unos pocos afios después de su introduccién en la practica clinica, la resistencia a la
penicilina se encontrd en los hospitales y en una década se habia convertido en un
problema significativo en la comunidad. S. aureus es notable en su capacidad de
adquirir resistencia a cualquier antibiotico?.

Las infecciones causadas por cepas de S. aureus resistentes a los antibiéticos
han alcanzado proporciones epidémicas a nivel mundial®>. La carga global de la
enfermedad estafilocécica, en particular la causada por cepas de S. aureus resistentes

a la meticilina (SARM), estda aumentando en muchos paises, tanto en el ambito

sanitario como en el de la comunidad®.
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En los Estados Unidos, la aparicion de cepas de MRSA asociadas a la
comunidad (CA-MRSA) como causa principal de infecciones cutaneas y de tejidos
blandos®, explica gran parte de este aumento. La rapidez y extension de la
propagacion de las cepas de CA-MRSA ha sido notable. Ademas de los Estados
Unidos, se han notificado cepas de CA-MRSA procedentes de Canada, Asia, América
del Sur, Australia y toda Europa, incluidos Noruega, los Paises Bajos, Dinamarca y
Finlandia, paises con una prevalencia historicamente baja de MRSA®. Globalmente,
las cepas de CA-MRSA han mostrado una notable diversidad en el ndmero de
diferentes clones que han sido identificados®.

Este trabajo de investigacibn muestra la vigilancia activa que se realiza en
cuanto al perfil de resistencia del S. aureus en los pacientes internados en el IMT con
el afan de mantener el tratamiento de los pacientes con drogas que no sean

accesibles en el pais.
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2- Antecedentes de la Investigacion.

Hiramatsu (2001) describi6 los elementos que llevan genes de
resistencia para los antibiéticos no B-lactamicos, y el proceso de adquisicion de
un elemento SCCmec, Las mutacionales que sufren los S. aureus para
convertirse en el patbgeno mas dificil de tratar en los hospitales son complejos.
Los datos epidemioldgicos implican que MRSA se ha embarcado en otra ruta
evolutiva como patégeno comunitario, ya que al menos un nuevo elemento
SCCmec parece haber tenido éxito en la conversién de cepas de S. aureus de
la flora humana normal en MRSA®.

Para Deurenberg (2007), Staphylococcus aureus es una bacteria
potencialmente patdégena que causa un amplio espectro de enfermedades. S.
aureus puede adaptarse rapidamente a la presion selectiva de los antibiéticos,
y esto ha resultado en la aparicion y propagacion de S. aureus resistente a la
meticilina (MRSA). La resistencia a la meticilina y a otros antibidticos [3-
lactamicos es causada por el gen mecA, que se encuentra en un elemento
genético movil, el cromosoma de cassette estafilococico mec (SCCmec). Hasta
la fecha, se han distinguido cinco tipos de SCCmec (I — V) y se han descrito
varias variantes de estos tipos de SCCmec. Todos los elementos SCCmec

llevan genes para la resistencia a los antibiéticos -lactamicos, asi como genes
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para la regulacion de la expresion de mecA. Ademas, los tipos SCCmec Il y Il
llevan genes de resistencia a antibidticos no [B-lactdmicos en plasmidos
integrados y un transposon. La epidemiologia de MRSA ha sido investigada por
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), tipificacion de secuencia
multilocus (MLST), tipificacion de spa y tipificacion SCCmec. Numerosos clones
MRSA han surgido y diseminado en todo el mundo. SCCmec ha sido adquirido
en al menos 20 ocasiones por diferentes linajes de S. aureus sensible a la
meticilina. Aunque la mayoria de las cepas de MRSA son adquiridas en el
hospital (HA-MRSA), ahora se han reconocido las cepas de MRSA adquiridas
en la comunidad (CA-MRSA). CA-MRSA es fenotipica y genotipicamente
diferente de HA-MRSA. CA-MRSA alberga los tipos SCCmec IV 0 V, y esta
asociado con los genes que codifican la leucocidina Panton-Valentine. La
prevalencia de MRSA varia de 0.6% en Holanda a 66.8% en Japdn. Esta
revision describe los ultimos desarrollos en el conocimiento sobre la estructura
de SCCmec, la evolucion molecular de MRSA, los métodos utilizados para
investigar la epidemiologia de MRSA vy los factores de riesgo asociados con
CA-MRSA y HA-MRSA'.

Estudios recientes como el de Lakhundi S (2018), tienen los mismo
conceptos de que el Staphylococcus aureus, sigue siendo un importante
patdgeno humano, tiene una coleccién de factores de virulencia y la capacidad

de adquirir resistencia a la mayoria de los antibiéticos. Esta capacidad se ve
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aumentada aun méas por la aparicibn constante de nuevos clones, lo que
convierte a S. aureus en una "superbacteria”. El uso clinico de meticilina ha
dado lugar a la aparicion de S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Las
Ultimas décadas han sido testigos de la existencia de nuevos clones MRSA. A
diferencia del MRSA tradicional que reside en los hospitales, los nuevos clones
pueden invadir los entornos de la comunidad e infectar a las personas sin
predisponer los factores de riesgo. Esta evolucion continda con la acumulacion
del reservorio MRSA en animales de compafiia y alimentos. Esta revisién se
centra en impartir una mejor comprension de la evolucion de MRSA y su
caracterizacion molecular y epidemiologia. Primero describimos el origen de
MRSA, con énfasis en la naturaleza diversa del cromosoma mec de cassette
estafilococico (SCCmec). mecA y sus nuevos homologos (mecB, mecC y
mecD), tipos SCCmec (se han descubierto 13 tipos SCCmec hasta la fecha) y
se discuten sus criterios de clasificacion. Luego, la revision describe varios
meétodos de tipificacion aplicados para estudiar la epidemiologia molecular y la
naturaleza evolutiva de MRSA. Comenzando con los métodos historicos y
continuando con los enfoques avanzados del genoma completo, la tipificacion
de colecciones de MRSA ha arrojado luz sobre el origen, la propagacion y las

vias evolutivas de los clones de MRSAS .
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3- Planteamiento del Problema

El Staphylococcus aureus permanece en silencio como nuestra flora
natural y, sin embargo, a veces amenaza nuestra vida como un patdégeno
tenaz. Ademas de su capacidad para burlar a nuestro sistema inmunitario, su
fenotipo de resistencia a multiples farmacos lo convierte en una de las
bacterias patdgenas mas intratables en la historia de la quimioterapia con
antibiéticos. Conquisté practicamente todos los antibidticos que se han
desarrollado desde la década de 1940°.

En 1961, se encontrd el primer MRSA entre los aislados clinicos de S.
aureus. Entonces MRSA prevalecié en todo el mundo como un patdgeno
hospitalario multirresistente®.

En 1997, se aisl6 la cepa MR50 Mu50 con susceptibilidad reducida a la
vancomicina. El S. aureus intermedio de vancomicina (VISA), llamado asi
segun los criterios de CLSI, fue el producto de la mutacién adaptativa de S.
aureus contra la vancomicina que durante mucho tiempo habia sido el dltimo
recurso para la infeccion por MRSA. Aqui, describimos la base genética de la
notable capacidad de S. aureus para adquirir resistencia a mdltiples
antibioticos, y proponemos un nuevo paradigma para la quimioterapia futura

contra los patégenos multirresistentes®.
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En la resistencia antibidtica y el S. aureus, los objetivos principales para
los antibidticos son (i) la envoltura celular, (ii) el ribosoma y (iii) los acidos
nucleicos. Varios objetivos nuevos surgieron de programas recientes de
descubrimiento de farmacos dirigidos, incluida la proteasa ClpP y FtsZ de la
magquinaria de la division celular. La resistencia puede desarrollarse mediante
la transferencia horizontal de determinantes de resistencia codificados por
elementos genéticos méviles, como plasmidos, transposones y el cromosoma
de cassette estafilococico o por mutaciones en genes cromosémicos™®.

La resistencia adquirida horizontalmente puede ocurrir por uno de los
siguientes mecanismos: (i) modificacion e inactivacion enzimatica del farmaco,
(i) modificacion enzimatica del sitio de union al farmaco, (iii) flujo de salida del
farmaco, (iv) mecanismos de derivacion que implican la adquisicion de un
farmaco nuevo blanco resistente, (v) desplazamiento del farmaco para proteger
el blanco. La adquisicion de resistencia por mutacion puede ser el resultado de
() la alteracién del objetivo del farmaco que impide que el inhibidor se una, (ii)
la desrepresion de las bombas de eflujo de resistencia a multiples farmacos
codificadas cromosémicamente y (iii) las mutaciones escalonadas multiples que
alteran la estructura y composicion de la célula pared y / o membrana para
reducir el acceso de drogas a su objetivo, es por eso, que la vigilancia de la

resistencia debe ser constante®?.
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Pregunta de investigacion. Cual es el perfil de resistencia de
Staphylococcus aureus en pacientes internados en el Instituto de Medicina

Tropical, entre los afios 2011-20167?
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4- Justificacion

La epidemia mundial de resistencia a los antibidticos esta en peligro de
poner fin a la edad de oro de la terapia con antibiéticos. La resistencia impacta
en todas las areas de la medicina y hace que la terapia empirica exitosa sea
mucho mas dificil de lograr. Staphylococcus aureus demuestra una capacidad
Unica para responder rdpidamente a cada nuevo antibiético con el desarrollo de
un mecanismo de resistencia, comenzando con la penicilina, hasta el mas
reciente, linezolid y daptomicina®?.

El S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) se ha vuelto endémico en
los hospitales de todo el mundo. Se ha informado de resistencia a los nuevos
agentes antimicrobianos: linezolid, vancomicina, teicoplanina y daptomicina, y
también el miedo a la resistencia a pandrug. Este estudio se llevé a cabo para
conocer el patron de resistencia a los antimicrobianos de MRSA a los
antibioticos mas nuevos, para saber que cualquier aislamiento es ampliamente
resistente a los medicamentos (XDR) / resistente al pandrug (PDR),
estreptogramina B macrolido-lincosamida inducible (iMLSB) y resistencia a la
mupirocina. Treinta y seis aislamientos de MRSA resistentes al antibi6tico

probado de forma rutinaria fueron probados para la lista de antibioticos por un
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grupo de expertos internacionales. Los aislamientos fueron probados por
iIMLSB y resistencia a la mupirocina por el método de difusién en disco™.

De 385 MRSA, 36 (9.35%) aislamientos de MRSA fueron resistentes al
antibiotico probado rutinariamente. Entre estos 36 aislamientos de MRSA,
ninguno de nuestros aislamientos fue XDR / PDR o mostrd resistencia a
cefalosporinas anti-MRSA (ceftarolina), acidos fosfénicos, glucopéptidos,
glicilciclinas y fucidanos. Se observd menor resistencia en oxazolidinonas
(2,78%), estreptograminas (5,56%), lipopéptido (5,56%). Treinta y cuatro
(94.44%) aislamientos mostraron resistencia constitutiva MLSB (cMLSB) y dos
(5.56%) fenotipos IMLSB. Se observo resistencia a la mupirocina de alto y bajo
nivel en 13 (36.11%) y seis (16.67%), respectivamente, estos datos son
similares a los reportados por varios autores, lo que hace necesaria la

vigilancia activa del perfil de resistencia del S. aureus*™*’.
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5- Objetivos de la investigacion

5.1- General:

5.1.1- Caracterizar la resistencia de Staphylococcus aureus en pacientes

internados en el Instituto de Medicina Tropical, entre los afios 2011-2016

5.2- Especificos:

5.2.1- Determinar la incidencia de aislamiento positivo de Staphylococcus aureus
en el Laboratorio de Bacteriologia del IMT 2011-2016

5.2.2- Clasificar los aislamientos positivos de Staphylococcus aureus por servicio
5.2.3- Caracterizar el Perfil de resistencia global de las muestras de
Staphylococcus aureus aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del IMT 2011-
2016

5.2.4- Evaluar la progresion de la resistencia a meticilina de Staphylococcus

aureus aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del IMT 2011-2016
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6- Fundamento Tedrico

6.1. Antecedentes

La historia evolutiva de los cambios en la resistencia del S. aureus se inicia en la
década del 40 donde se reportan tasas de mortalidad por bacteriemia causadas por
este gérmen del 82% en USA™ y la introduccién de benzilpenicilina en el tratamiento
de las infecciones estafilococicas con gran éxito hasta mediados de los afios 50 donde
el nidmero de muestras de S. aureus aislados de hemocultivos en hospitales

mostraban altos niveles de resistencia a la penicilina.

Este mecanismo de resistencia involucra la adquisicién de un plasmido capaz de
degradar el antibiético antes de que sea capaz de llegar a la célula blanco. Asi en
1959 la introduccién de la meticilina para el tratamiento de infecciones causadas por S.
aureus resistentes a la penicilina perecié dar un respiro en cuanto al fracaso en el
tratamiento hasta la década del 60 en donde se reportan los primeros casos de S.

aureus resistentes a la meticilina (MRSA) en Europa®®.
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Figura 1. Evolucién de la resistencia de Staphylococcus aureus.

4
EE——
3 .
2 L
—_—
1 -
Increasing burden of 5.aureus resistance
CA-MRSA
Meticilina VRSA
introducida VISA
Penicilina
introducida

Phage
Type
80/81

MRSA-IV

MRSA-II y III

Resistencia
a la penicilina

T ] |
1940 1960 1980 2000
ARos
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aureus in the antibiotic era. Nature Review Microbiology. 2009;7:629-41

MRSA es actualmente el patégeno resistente a los antibiéticos mas cominmente
identificado en los hospitales de los Estados Unidos*’. Aunque el 25,9% de las cepas
de S. aureus aisladas de pacientes ambulatorios eran resistentes a la meticilina®, la
mayoria de estas cepas se recuperaron de individuos que probablemente las habian
adquirido en el entorno sanitario’®. Sin embargo, su asociacién con el cuidado de la

salud puede haber sido indirecta; Los contactos domésticos de individuos con MRSA

13
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adquirido en el hospital (HA-MRSA) tienen un riesgo significativamente mayor de
colonizaciéon por MRSA'. Sin embargo, en un desarrollo evolutivo reciente y
dramatico, la infeccién con nuevas cepas adquiridas en la comunidad de MRSA (CA-
MRSA) en individuos previamente sanos sin una asociacion directa o indirecta con
instalaciones de atencion médica ha surgido como un nuevo e importante problema de

salud publica™ (Figura 1).

6.2. Epidemiologia

La importancia del S. aureus como patdégeno radica en que se comporta como
un oportunista que forma parte de la microbiota humana, se sabe que entre el 20% y
50% de la poblacién mundial es portadora del mismo en las fosas nasales, y el 30% de

forma permanente en piel y tracto gastrointestinal.

La manera mas frecuente de infeccion es cuando las barreras mecanicas se

rompen y permiten el ingreso de esta bacteria hasta los tejidos profundos.

El S. aureus constituye una de las principales causas de infecciones
nosocomiales que se traslado a la comunidad, causando frecuentemente infecciones
de piel y partes blandas, bacteriemia y en casos mas graves, endocarditis y neumonia.

A nivel hospitalario, se encuentra relacionada con infecciones del catéter y protesis®.
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6.3. Principales grupos de antibiéticos con actividad frente a S.

aureus

Los betalactdmicos constituyen el primer grupo terapéutico en la lucha de las
infecciones contra S. aureus. Las penicilinas resistentes a penicilinasas
(principalmente penicilinas isoxazolicas como la cloxacilina y oxacilina), asociaciones
de una penicilina y un inhibidor de betalactamasas, las cefalosporinas (especialmente
las de primera generacion como cefazolina) y los carbapenems son las que tienen

mayor actividad intrinseca frente a las cepas sensibles a meticilina’.

En nuestra poblacién no se han encontrado cepas resistentes a la vancomicina,
por lo que constituye uno de los posibles tratamientos contra la infeccién por S. aureus
resistente a la meticilina o en cepas sensibles a meticilina en pacientes alérgicos a los

Betalactamicos.

En paises donde la vancomicina resulta ineficaz, se recurre a la Daptomicina, o
Linezolid que presenta actividad bacteriostatica en cepas tanto sensibles como
resistentes a la meticilina. A diferencia de la daptomicina no presenta actividad frente a
poblaciones en el seno de biopeliculas ni microorganismos intracelulares y el

sinergismo que presenta con la rifampicina es moderado’.

Ademas de los citados, también se emplean en la terapéutica otros grupos con

actividad frente a S. aureus como los aminoglucésidos (gentamicina) o las
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fluoroquinolonas (moxifloxacino, levofloxacino), aunque se desaconseja su uso en

monoterapia’.

6.4. Mecanismos de resistencia a la meticilina

Actualmente la resistencia a antimicrobianos en la mayoria de los pat6genos
bacterianos y en especial en S. aureus, se ha convertido en un problema clinico,

epidemioldgico y de salud publica reconocido en todo el mundo®.

Se han descrito, al menos, tres mecanismos de resistencia de S. aureus a los 3 -
lactamicos, en muchas ocasiones relacionados entre si: produccion de B -lactamasas,
fendbmenos de tolerancia y resistencia por proteinas fijadoras de penicilina (PBP)

modificadas o supernumerarias, conocida como resistencia intrinseca a meticilina®”.

Las penicilinas resistentes a la penicilinasa (oxacilina, meticilina, cloxacilina, etc.)
y las cefalosporinas, poseen una estructura molecular que las protege frente a la
accion de la B -lactamasa. Sin embargo, el género Staphylococcus ha desarrollado
mecanismos mas complejos de resistencia frente a este grupo de antimicrobianos. El
mecanismo de resistencia a meticilina de S. aureus se asocia en general a la sintesis
de una nueva PBP (PBP2a 6 PBP2") de 78 kDa con baja afinidad por la meticilina y el
resto de los B -lactamicos. El determinante genético de esta proteina es de naturaleza

cromosomica (gen mec). Este gen contiene loci distintos, el mecA, que codificaria la



UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAAGUAZU

S\DAD Ny
& %%,

s DE 3

Sede Coronel Oviedo
Creada por Ley N° 3.198 del 04 de mayo de 2007
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

CAAGUAZU

MEDICINA

FORMATO DE TESIS DE GRADO Y POSGRADO, APROBADO POR RES. CD N° 141/2019
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
CAAGUAZU.

PBP2a, y el mecR o gen regulador®. Las cepas SARM con resistencia verdadera o

intrinseca a meticilina poseerian los marcadores gen mecA y PBP2a'* (Tabla 1).

Tabla 1 Estructura genética de los diferentes tipos de cassettes cromosomales

descritos en Staphylococcus aureus

. Estructura del .
SCC mec Compleigeie genes complejo de genes Cnmplqgcge genes Genes ccr
mec
| Clase B 'IS?‘FE'%%?LW% Tipo 1 cord 1, corBi
Il Claze & mecl-macR 1-mecA-15431 Tipo 2 cerAZ, corB?
Il Claze & mecl-mecR1-mech-15431 Tipo 3 cordd, corBa
v Clase B Sz Lneciimect: Tipo 2 cord? ool
Claze C 15431-mecA-LmecR1-15431 Tipo & cerct
v Clase B IS””‘%”&??"”’“‘A' Tino 4 cordd, corfd
il Claze C1 15431-mecA-LimecR1-15431 Tipo 5 cerCt
Vil Claze & mecl-macR 1-mecA-15431 Tipo 4 corid, corBd
X Claze C 15431-mecA-LmecR1-15431 Tipo 1 coral, corBl
X Claze C1 15437-mecA-hmecR1-15431 Tipo 7 corAd, corté
X Clase E blsZ-mecC-mecRi-mect Tipo & corAft, corBld

Adaptado de Liu et al. 2016. Microb Pathog 2016;101:56-67%.

La expresion fenotipica de la resistencia a la meticilina es compleja,
diferenciandose inicialmente dos tipos de cepas, unas con resistencia homogénea, o
de alto nivel, y otras con resistencia heterogénea, que representan la forma mas
habitual. En este caso, s6lo una poblacién minoritaria de células expresaria dicha
cualidad. Ademas, resulta necesario, para una buena expresion de la resistencia, una

serie de condiciones de cultivo adecuadas (pH neutro, medios hipertonicos, incubacion




UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAAGUAZU

Sede Coronel Oviedo
Creada por Ley N° 3.198 del 04 de mayo de 2007
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

MEDICINA

FORMATO DE TESIS DE GRADO Y POSGRADO, APROBADO POR RES. CD N° 141/2019
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
CAAGUAZU.

prolongada a 35 °C, etc.). Dentro de este grupo de cepas heterorresistentes se
describen, a su vez, tres niveles segun el porcentaje de poblacidon que exprese dicha

resistencia.

Se han descrito también otras modalidades de resistencia en las que no se
demuestra la presencia del gen mecA ni de la PBP2a, como son la denominada
borderline, con niveles de resistencia bajos por hiperproducciéon de B -lactamasas, y la
resistencia modificada (mod-SA) por alteracion de las PBPs 1,3 y 4. Asi, en los
mecanismos de resistencia, estan implicados otros genes con sus diferentes loci,
incluyendo el gen bla (para B -lactamasa) y el gen fem (factor esencial de resistencia a

meticilina)®.

6.5. Proteinas fijadoras de penicilina en S. aureus resistente a

meticilina

Es importante entender el mecanismo de accion de los B-lactamicos que se

conoce universalmente como PBP (del inglés penicillin-binding protein)*.

Las PBPs corresponden a enzimas, principalmente con funcion transpeptidasa,
que participan en el entrecruzamiento de las hebras de peptidoglicano (PG),
especificamente entre las cadenas laterales de naturaleza aminoacidica que estan

unidas al acido N-acetilmuramico®. Con este entrecruzamiento de hebras de PG la
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bacteria logra resistencia frente a la lisis osmotica. Es precisamente esta etapa de
sintesis la que inhibe el B-lactamico (la etapa extracelular), aprovechandose de su
homologia estructural con el substrato natural de las PBPs, el dipéptido terminal D-
alanina-D-alanina®®. En otras palabras, la PBP (transpeptidasa) forma un complejo
acil-enzima con el B-lactamico y no con el dipéptido (su substrato natural),
intermediario que, por lo demas, es sumamente estable, lo que determina una
inhibicion irreversible de la PBP. La estabilidad del complejo acil-enzima entre la PBP
y el antimicrobiano viene determinado molecularmente, ya que el anillo B-lactamico
ocupa el sitio activo de la enzima e impide que se acomode en éste una molécula
aceptora del grupo acilo o una potencial molécula de agua que permita la hidrélisis del

complejo®.

Todas las cepas de S. aureus poseen cuatro tipos de PBPs: PBP1, PBP2, PBP3
y PBP4. Las primeras tres tienen funcién transpeptidasa y corresponden a PBPs de
alto peso molecular, siendo PBP2 la Unica bifuncional, es decir, ademas posee funcién
transglicosilasa. PBP4 es la Unica de bajo peso molecular y participa en procesos de
divisién, remodelado y reciclado de PG. Ninguna de estas PBPs nativas tiene

regulacion alostérica®.
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6.6. Epidemiologia molecular de la resistencia a la meticilina

El mecanismo de resistencia a la meticilina se descubri6 en 1981 con la
identificacion de proteinas de unién a penicilina de afinidad reducida en MRSA?. La
proteina alterada, PBP2a (PBP2 'en el Reino Unido), retiene la actividad
transpeptidasa efectiva mientras tiene una afinidad reducida por la penicilina y otros
antibioticos B-lactdmicos disponibles. PBP2a exhibe tanto una constante de velocidad
reducida para la acilacién por B-lactamas como constantes de disociacion elevadas.
Estos 2 factores, que actlian juntos, impiden la acilacién de PBP2a vy, por lo tanto, dan

como resultado la resistencia de B-lactama®’.

Los andlisis genéticos evolutivos han demostrado que el gen mecA se ha
transferido a S. aureus (MSSA) susceptible a la meticilina en 20 ocasiones, habiendo
surgido en >5 linajes filogenéticamente distintos (asi como resurgiendo dentro de
linajes individuales)*’. Se ha sugerido que la aparicién de PBP2a inicialmente fue el
resultado de un evento de recombinacion que involucra los genes que codifican una
PBP existente y una B-lactamasa inducible®. Es probable que las cepas donantes que
se convirtieron en la fuente de PBP2a hayan sido estafilococos coagulasa negativos,
con Staphylococcus sciuri identificado como un candidato principal®. Un estudio
reciente de 44 aislados de Staphylococcus epidermidis resistentes a la meticilina de la
sangre de pacientes con endocarditis de valvula protésica de 1973 a 1983 encontrd

gue el 2% tenia SCCmec tipo I, el 34% tenia tipo I, el 28% tenia tipo Il y el 36% tenia
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tipo IV*. La introduccion de mecA de las especies de donantes putativos en cepas de
MSSA que ya se han adaptado con éxito a entornos hospitalarios y a la comunidad, a

su vez, ha creado clones de HA-MRSA y CA-MRSA epidémicos exitosos™.

6.7. Implicancia médica de la resistencia antibiética de S. aureus

La sospecha clinica y/o determinacion microbiolégica de una cepa MRSA cambia
por completo la conducta terapéutica ante una infeccion. Generalmente son
infecciones dificiles de manejar y con un mayor costo. Debemos recordar que las
cepas MRSA son, por origen, resistentes a todos los betalactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, monolactamicos y carbapenémicos). Las infecciones por CA-MRSA
pueden tratarse con otros antimicrobianos de accidn antiestafilocécica, como:
clindamicina, clotrimoxazol, fosfomicina, doxiciclina, rifampicina, vancomicina y
teicoplanina; sin embargo, los HA-MRSA son genéticamente multirresistentes, y son

los glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina) su indicacion terapéutica™.

Nuevos antimicrobianos con accion antiestafilocécica han entrado al mercado. El
linezolid, perteneciente al grupo de las oxazolidononas, ha demostrado por muchos
estudios ser mas efectivo que la vancomicina para el tratamiento de estas

infecciones®, aunque ya se han descrito cepas de MRSA resistentes a este
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antimicrobiano mediante una mutacién en el gen que codifica la subunidad 23S del

ARNr?,

La telavancina, la dalbavancina, la daptomicina, el ceftobiprol y la tigeciclina son

otros ejemplos de estos nuevos farmacos; sin embargo, sus elevados costos aun no

nos permiten contarlos en nuestro arsenal terapéutico®. Indiscutiblemente, el lavado

de manos, el uso juicioso de antibioticos, el aislamiento, y el respeto de la unidad

individual de cada paciente, debe seguir siendo la horma que guie sabiamente nuestro

trabajo diario.
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7- Marco Metodoldgico
7.1- Tipo y diseio general del estudio:
Observacional retrospectivo de corte trasverso

7.2- Universo y poblacion del estudio:

Pacientes pediatricos y adultos que acudieron al Instituto de Medicina

Tropical para internacion en el periodo de 2011-2016

7.3- Seleccién y tamafio de la muestra:
Se tomd como muestra la poblacion total.
7.4- Unidad de andlisis y observacion:

Resultados de laboratorio de cada paciente con aislamiento de

Staphylococcus aureus

7.4.1 - Criterios de inclusion:
Aislamiento positivo de Staphylococcus aureus con antibiograma
7.4.2- Criterios de exclusion:

e S. aureus aislados de hisopados nasales.

e S. aureus aislados mas de una vez de un mismo paciente
7.5- Variables o categoria de analisis

Aislamiento
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Perfil de resistencia

7.5.1- Definicion operacional de variables o categoria de
andlisis
Aislamiento: deteccion de bacteria en una muestra biolégica normalmente

estéril.

Perfil de resistencia: resultados de resistencia antibibtica.

7.6- Procedimientos para la recoleccion de la informacion,
instrumentos a utilizar, métodos para el control de calidad de

los datos:

Se utiliz6 como instrumento una planilla de Excel creada para este estudio

con los datos requeridos para el analisis del perfil de resistencia del S. aureus

7.7- Procedimientos para garantizar aspectos éticos de la

investigacion con sujetos humanos.

Al utilizar datos de aislamientos bacteriano, no se consider6 necesario
identificar a los pacientes con datos personales por lo que se garantiza el

resguardo de los datos de los pacientes.
7.8- Plan de analisis:

Se analizaron los datos en porcentajes y valores absolutos.
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8- Resultados

En el periodo de estudio se ha observado un aumento progresivo de la
cantidad de cultivos positivos en el laboratorio de bacteriologia del IMT (Grafico

1) tanto en el servicio de clinica médica de adultos y pediatria.

Grafico 1. Total, de muestras con aislamiento positivo, aisladas en el

Laboratorio de Bacteriologia del IMT 2011-2016. N= 6724
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Grafico 2. Total de muestras de Staphylococcus aureus aisladas en el

Laboratorio de Bacteriologia del IMT 2011-2016. N= 1892
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Del total de muestras aisladas en laboratorio, el aislamiento de S. aureus
representa un promedio anual del 25,8% del total de los cultivos positivos que

se aislan en el laboratorio de bacteriologia.
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Grafico 3. Total de muestras de Staphylococcus aureus aisladas aisladas
en el Laboratorio de Bacteriologia del IMT 2011-2016 segun servicio de

Infectologia Clinica y Pediatria. N= 1892
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El grafico 3 nos muestra que los aislamientos en el servicio de pediatria
no presentan una diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) con

respecto a la cantidad de muestras de S. aureus aisladas en clinica médica.
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Grafico 4. Perfil de resistencia global de las muestras de Staphylococcus

aureus aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del IMT 2011-2016.
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El perfil de resistencia global encontrada en las cepas de S. aureus se

observa una amplia resistencia a la oxacilina.
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Gréfico 5. Progresion de la resistencia a meticilina de Staphylococcus

aureus aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del IMT 2011-2016.
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Fuente:

La linea de tendencia de la resistencia muestra un claro aumento de la
resistencia a la oxacilina en los Ultimos 5 afos, en el afo 2015 se observa un
leve descenso de la resistencia que no es significativa con respecto a los

demas afios de estudio (p=0.1)
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O- Discusion

S. aureus es un importante microorganismo que en el periodo estudiado
supuso el 24,7 % del conjunto de los aislamientos (1.892) que se dieron en el
Laboratorio de Microbiologia del Instituto de Medicina Tropical. En Peru,
Tamariz y cols®.. realizaron un estudio en aislamientos comunitarios de S.
aureus en tres hospitales de Lima. En el mismo se obtuvo un 29,3 % de
prevalencia de dicho microorganismo y la mayoria de los aislamientos

provenian de heridas de piel y tejidos blandos.

El laboratorio de bacteriologia se encuentra realizando la vigilancia de la
resistencia a Staphylococcus aureus desde el afio 2005, en donde el
porcentaje de resistencia a la meticilina no era mas del 10% con una tasa de

recuperacion bacteriol6gica menor a la actual.

El rapido aumento del aislamiento de Staphylococcus aureus en nuestra
Institucion obliga a mantener la vigilancia activa de la resistencia
antibacteriana, no solamente del S. aureus, sino de todos los gérmenes
aislados en el laboratorio de Bacteriologia. Con el paso del tiempo, vemos

como el volumen de recuperacion de aislamientos positivos fue en aumento.
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La dltima vez que se describio el estado del MRSA fue en el 2.009 con el
trabajo de Sanabria G, et all “Infeccidén de piel y partes blandas causadas por S.
aureus adquirido en la comunidad en nifios hospitalizados en un centro de
Referencia en Paraguay: 8 afos de vigilancia”, donde el MRSA en infecciones
de piel y partes blandas llegaba a un % global de 23,3% y en infecciones
invasivas 23,5 %, en el servicio de adultos se presentaron datos de 33 % para
infecciones de piel y partes blandas y 17 % para infecciones invasivas, en
nuestra serie, 2 afios después, podemos ver cdmo esa realidad se ha mas que
duplicado llegando al 52 % de resistencia del S. aureus a la oxacilina, tanto en

el servicio de pediatria como en el de adultos.

En América, se ha encontrado la emergencia de MRSA comunitario. En
Estados Unidos, en un estudio prospectivo realizado en el periodo de 1999 a
2001, se concluyé que esta variante representé el 60 % de los aislamientos®?.
En Brasil, un analisis en individuos no hospitalizados encontré la presencia de
SARM comunitarios en 7,5 % de todos los aislados de S. aureus®. En
Uruguay, una investigacion entre 2002 y 2004, en una institucion de asistencia
médica, informd que los aislados comunitarios se incrementaron de 4 a 23 %
durante el periodo de andlisis**. En Colombia se aislé en el 73 % de las
infecciones estafilocécicas®. En otros paises de Sudamérica se han reportado

niveles crecientes de SARM-AC, lo que ha llevado a calificarlo como un
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problema emergente, obligando a implementar diversas medidas para su
control®®.

La resistencia antimicrobiana tiene un efecto obvio en el tratamiento del
paciente individual y repercusiones en la comunidad en general. Su vigilancia
es fundamental para proponer medidas sobre el uso racional de los
antimicrobianos. La informacién local de los laboratorios de microbiologia con
control de calidad adecuado debe utilizarse para crear programas de educacién
continuada, para quienes prescriben antimicrobianos y para definir politicas de
control de las infecciones. Con la informacion regional se pueden definir pautas
de tratamiento empirico, modificar la disponibilidad de farmacos, asi como
conocer el verdadero impacto de la resistencia bacteriana en la morbilidad y

mortalidad®’.
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10- Conclusion

La incidencia de aislamiento positivo de Staphylococcus aureus en el
Laboratorio de Bacteriologia del IMT 2011-2016 se mostré en aumento hasta el

2014.

Ambos servicios, tanto pediatria como clinica médica, presentan
aislamientos similares.

La resistencia de Staphylococcus aureus en pacientes internados en el
Instituto de Medicina Tropical 2011-2016 muestra una amplia resistencia a la

oxacilina

La progresion de la resistencia a meticilina de Staphylococcus aureus
aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del IMT 2011-2016 se mantiene en

aumento.
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11- Recomendaciones

e Dividir en recomendaciones institucionales, personales o los que fuera

necesario.
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13.2. Carta de aprobacion del permiso para ejecucion del trabajo

Asuncion, 24 de Noviembre de 2017

Senor
Prof. Dr. Antonio Arbo
Presente

De mi consideracion,

Porla presente, tengo el agrado de dirigirme a usted a los efectos de solicitarle el
permiso correspondiente para ingresar a la institucion a su digno cargo a realizar un
estudio de investigacion con el titulo: "Progresion de la resistencia de Staphylococcus
aureus en pacientes intemados en el Instituto de Medicina Tropical 2011-2016".

Los datos requeridos seran recabados a partir de los datos estadisticos en los
archivos del laboratono de bacteriologia, con el compromiso de la mas absoluta discresion
con los datos personales para realizar tan importante estudio, guardando todos los
recaudos de ética en la investigacion.

Esperando una favorable acogda a esta solicitud, le saludo con mi mayor respeto.

J % 7~( é”‘ Dr. Edgar Eugenio Ortega Portillo
j{ JuA C.I. N° 2.497.662

42



UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAAGUAZU

g‘“"“n"‘@
S e %
x i3
CAAGUAZU
Coronel Oviedo
PARAGUAY

Sede Coronel Oviedo
Creada por Ley N° 3.198 del 04 de mayo de 2007
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

FORMATO DE TESIS DE GRADO Y POSGRADO, APROBADO POR RES. CD N° 141/2019
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
CAAGUAZU.

13.3- Carta de aprobacion del protocolo de investigacidon por parte del
tutor metodolégico

‘hi UNIVERSIDAD MACIONAL DE CAAGUAZL
« 4 Sede Coronel Owviedo
4 Creada por Ley N® 3.198 del 04 de mayo de 2007
J.."' FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

1""44;; CARRERA: MEDICINA

CARTA DE APROBACION DE TESIS DE GRADO ¥ POSGRADO. DE LA FACLLTAD DFE CIENCIAS

MEDICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAAGUAZD, APROBADO POR RES. CD N® 141/20718
Coronel Oviedo, 7 dediciemnbre de 2018

Sefior

Dr. Caros Miguel Rios Gonzslez, Director

Direccion de Investigacion, Facultadde Ciencias Medicas, Universidad Nacional de
Caaguazu.

En mi condicion de tutor tematico o metodologicode ls Tesis de grado o posgrado
titulado: “Progresionde la resistencia de Staphyiococcus sureus en pacientes intemados
en &l Instituto de Medicina Tropical 2011-2018", cerdifico que el trabajo realizado cumple
con las exigenciss acedémicas v metodoldgicas establecidas; asl como con los requisitos
de forma del trabsjo, de citacion y de bibliografia. Por lo anteror, confimo que el
docurmento ha sido evalusdo y aceptado por mi persona..

A continuadon, confimno los detos dal autor
Mombres y apelidoscompletos: Dr. Edgar Eugenio Orega Portillo
Mo. Docurento de identidad: 2 497,662

Atentamentz,

Fimna

Mombre deltutar: Prof. Dra. Elvira Giménes

Mo. Documento de identided: 458.716
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13.4- Carta de aprobacion del borrador final de investigacion por parte del
tutor teméatico y/o metodoldgico

;‘ﬂ_ e, h.'hi UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAAGUATL
E § = 14 Sede Coronel Oviedo
C = Creada por Ley N® 3.198 del 04 de mayo de 2007
L’ ) FACULTAD DE CIENMCIAS MEDICAS
e PR CARRERA: MEDICINA
3 T TAD DE

Coronel Oviedo, T dediciembre de 2015

Sefior

Cir. Caros Miguel Rios Gonzalez, Director

Direccion de Investigacion, Facultad de Ciencias Medicas, Universidad Nacional de
Caaguazu.

En mi condicion de tutor ternatico del protocolo de investigacion titulado: “Progresian
de la resistencia de Staphyiococcus sureus en pacientes intemados en &l Instituto de
Medicina Tropical 2011-20157, cerifico que el trabajo reslizsdo cumple con las exigencias
académicas v metodologicas establecidas; ssi como con los requisitos de forma del
trabajo, de citaciony de bibliografia. Porlo anterior, confimo que el documento ha sido
evaluado vy aceptado por mi persons..

A continuadion, confirmo los datos del autor:
Mombres y apelidoscompletos: Dr. Edgar Eugenio Oriega Portillo

Mo. Docurmmentode identided: 2.497.662
Atentamenitz,

Firmsa
Mombre deltutor: _Prof Dra. Elvira Gimenez

Mo. Docurnentode identided: 458.716
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13.5- Carta de declaraciéon de conflicto de intereses
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gl s, "h; UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAAGUAZFL
E i th 4 Sede Coronel Oviedo
. 4 Creada por Ley N* 3.198 del 04 de mayo de 2007
4 o FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
o PP CARRERA: MEDICINA

DOCUMENTO DE DECLARACION DE CONFLICTOS DE INTERES

Conforme a lo establecido en las directrices de la Direccion de Investigacion de la
Facultad de Ciencias Medicas dela Universidad Macionsl de Caaguszl, es necasario
cormunicar porescrto la existencia de alguna relacion entreel estudiante v cualquier
entidad plblica o privada de la cual s pudiers dervar algun posible conflicto de
intaras.

Un potencial conflicto de interés puede surgir de distintos tipos de relaciones,
pasadas o presentes, tales como labores de contratacion, consultona, inversion,
financiacion dela investigecion, relacon familiar, v otras, que pudieran ocasionarun
sesgo no intencionado del trabajo de los fimmantes de este manuscrto.

Titulo de la tesis de grado o posgrado: Progresion de la resistencia de
h gureus enpacientes intemadas en el Instituto de Medicina Tropical
2011-2018

= Elestudisnte firmante del trabsjo en referencia, declarsque _NO_ existe ningdn
potencial conflicto de interés relacionado con el articulo.
& A continuacion, declaran los siguientes potencisles conflictos de interés:

Morbre del Autor y Firma: Edgar Eugenio Ortega Portillo
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13.6- Carta de autoria
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DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD DE LA TESIS DE G
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
POR RES. CD N® 14172015,

ADO ¥ POSGRADO, DE LA
E

R
DE CAAGUAZU, APROBADO

DECLARACION DE AUTORIA ¥ ORIGINALIDAD DE LA TESIS DE GRADOD

Yo, Edgar Eugenio Ortega Portillo, con documenta de identificacian nimero
2 457 662, vy estudiante de medicina la Facultad de Ciencias Médicas dela Universidad de
Macional de Caaguazl, en relacion con el Tesis de grado/pos grado titulado Progresion de
la resistencia de Slaphyiococcuys sureus en pacientes internados en el Instituto de
Medicina Tropical 2011-2016 presentado para su defensa y evaluacian en el curso,
declara que asume la originalidad de dichotrabajo, entendida en el sentido de que no ha
utilizado fuentes sin citarlas debidamente. Asimismo, asume toda la responsabilidad que
esta acarree.

Coronel Oviedo, 7 de diciembre de 2012

Firma.:
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