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-[...] ¢Sabes que Thomas Edison lleg6 a fracasar en dos mil ocasiones antes de
lograr el filamento de hilo de algodén carbonizado para su bombilla?

- ¢ Edison?

- 'Y cuando le preguntaron dijo: no fracasé. Descubri dos mil modos de como no se

hace una bombilla, pero sélo debia encontrar un modo de que funcionara.

La Busqueda (2004). Jon Turteltaub
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RESUMEN

Titulo: ESTUDIO COMPARATIVO DE INFECCIONES POR Staphylococcus
aureus METICILINO-SENSIBLE Y METICILINO-RESISTENTE EN
PACIENTES PEDIATRICOS DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DE
SANTANDER, COLOMBIA’

Autor: CARLOS AUGUSTO CUADROS MENDOZAY

Palabras claves: Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Staphylococcus aureus sensible a
meticilina, severidad, mortalidad, factores de virulencia, factores de

adhesion, nifios.

Introduccién. Staphylococcus aureus es una frecuente causa de infeccidon en la poblacion pediatrica. Son
pocos los trabajos comparativos que evallan las diferencias o similitudes moleculares entre SAMS y SAMR.
Estas podrian influenciar el comportamiento clinico de estas infecciones.

Objetivo. Determinar frecuencias, diferencias o similitudes entre los determinantes de virulencia y adhesién
de cepas de SAMS y SAMR, y su influencia en el comportamiento clinico de los en pacientes pediatricos
hospitalizados en el HUS de la ciudad de Bucaramanga (Colombia), entre enero de 2011 y marzo de 2013.
Materiales y métodos. Estudio descriptivo. La caracterizacién molecular de los determinantes de virulencia y
adhesion se realizd en todos los aislamientos utilizando PCR. Los determinantes moleculares fueron
asociados con las caracteristicas clinicas de cada paciente mediante métodos de analisis estadistico.
Resultados. De 49 aislamientos de S. aureus obtenidos, fueron confirmados 39 (79,6%) casos gen nuc (+).
SAMR fue detectado en el 64,0% de los casos y SAMS en el 36,0%. Los casos severos de infecciones por
SAMR y SAMS, correspondieron al 29,2% y 26,7% respectivamente (p: 0,866). Un paciente de cada grupo
fallecié a consecuencia de la infeccion (el 4,2% de los pacientes con SAMR y el 6,7% de los pacientes con
SAMS, p: 0,731). Se indentifico la leucocidina de Panton Valentine (LPV) en el 100% de las cepas de SAMR y
en el 26,7% de las cepas de SAMS (p: 0.0001). No se encontr6 una asociacion entre la presencia de
determinantes de virulencia con severidad, y de factores de adhesién con la localizacién del foco primario.
Conclusiones. Desde el punto de vista genético, SAMR y SAMS tienen el potencial de presentarse tanto con
infecciones severas como no severas. SAMR y SAMS tienen el mismo potencial para producir infecciones
tanto localizadas como sistémicas. A pesar de la amplia utilizacon de los métodos fenotipicos, estos pueden
fallar.

" Proyecto de grado
Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Departamento de Pediatria. Especializacion en
Pediatria.. Director: Dr. Luis Miguel Sosa Avila.



ABSTRACT

Title: A COMPARATIVE STUDY OF METHICILLIN-SENSITIVE AND METHICILLIN-RESISTANT
Staphylococcus aureus INFECTIONS IN CHILDREN AT HOSPITAL UNIVERSITARIO
DE SANTANDER, COLOMBIA*

Author: CARLOS AUGUSTO CUADROS MENDOZA ~

Keywords: methicillin-resistant Staphylococcus aureus, methicillin-susceptible Staphylococcus

aureus, severity, mortality, virulence factors, adhesion factors, children.

Introduction. Staphylococcus aureus is a common cause of infection in the pediatric population. There are
few comparative studies evaluating molecular differences or similarities between MSSA and MRSA, which may
influence the clinical behavior of these infections.

Objective. To determine frequency, differences or similarities between the determinants of virulence and
adherence of MRSA and MSSA strains, and its influence on the clinical behavior in pediatric patients with S.
aureus infections hospitalized at the HUS in Bucaramanga (Colombia), between January 2011 and March
2013.

Materials and methods. Descriptive study. Molecular characterization of virulence and adhesion determinants
was performed on all isolates by polymerase chain reaction (PCR) amplification. Molecular determinants were
associated with the clinical characteristics of each patient by statistical analysis methods.

Results. Among the 49 isolates of S. aureus obtained 39 (79.6%) confirmed cases by tipification of nuc gene
were included in the study. MRSA was detected in 64.0% of cases and MSSA in 36.0%. Severe cases of
MRSA and MSSA infections corresponded to 29.2% and 26.7% respectively (p = 0.866). One patient in each
group died due to the infection (4.2% with MRSA infection and 6.7% with MSSA infection, p: 0.731). Panton-
Valentine leukocidin (PVL) was identified in 100 % of MRSA strains and 26.7% of MSSA strains (P = 0.0001).
We did not find an association between the presence of virulence determinants and severity, or adhesion
factors and the primary focus location.

Conclusions. From the genetic standpoint, MRSA and MSSA have the potential to present as severe and
non-severe infections. MRSA and MSSA have the same potential to produce localized and systemic infections.
Despite massive utilization of methods phenotypic characterization of microorganisms, they can fail.

“ Health Faculty. Department of Pediatrics. Pediatric Residency Training. Director: Dr. Luis Miguel
Sosa Avila



INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es un agente frecuente de infeccion en la poblacién
general y pediatrica. En el Hospital Universitario de Santander (HUS), es el
microorganismo mas frecuentemente aislado en los cultivos de secreciones y
liquidos corporales de la poblacion pediatrica (Sosa e Hincapié 2007, Que y
Moreillon 2010). La emergencia del Staphylococcus aureus meticilino resistente
(SAMR) ha generado un grave problema de salud publica en muchas partes del
mundo (Charlebois et al. 2004, Wu et al. 2010).

En la literatura revisada, la investigacion se ocupa principalmente del estudio de
las infecciones producidas por SAMR (Rozgonyi et al. 2007). Son pocos los
estudios comparativos que evaltan las diferencias o similitudes moleculares entre
Staphylococcus aureus meticilino sensible (SAMS) y SAMR. Estas podrian
influenciar el comportamiento clinico de estas infecciones (Miller et al. 2007,
Mongkolrattanothai et al. 2003). En el HUS se realiz6 la caracterizacién molecular
de cepas de SAMR aisladas de pacientes pediatricos, basada en la tipificacion del
SCCmec (casete cromosomal estafilococico mec) y la deteccidn de genes de
resistencia, virulencia y moléculas de adhesion, observandose frecuencias
genotipicas diferentes (Sosa et al. 2010); sin embargo no se tiene conocimiento de
la frecuencia de estos genes en SAMS.

Por lo tanto, este trabajo pretende determinar frecuencias, diferencias o similitudes
entre los factores de virulencia y adhesion de las cepas de SAMS y SAMR
obtenidas de pacientes pediatricos hospitalizados en el HUS. Con esta
informacion se intentara establecer la influencia que podrian tener algunos
determinantes moleculares, sobre la presentacion clinica de las infecciones por
ambos tipos de S. aureus, buscando proponer nuevas herramientas diagndsticas y

un tratamiento oportuno y adecuado.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar frecuencias, diferencias o similitudes entre los determinantes de
virulencia y adhesion de cepas de SAMS y SAMR, y su influencia en el
comportamiento clinico de los pacientes pediatricos con infecciones por S. aureus
hospitalizados en el Hospital Universitario de Santander de la ciudad de

Bucaramanga (Colombia), entre enero de 2011 y marzo de 2013.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la proporcion de infecciones causadas por SAMS y SAMR.
2. Establecer la proporcion de casos de infecciones adquiridas en comunidad,

asociadas al cuidado de la salud y las de tipo nosocomial.

3. Establecer las localizaciones mas frecuentes de los casos de infecciones
causadas por SAMS y SAMR.

4. Evaluar el patrén de severidad de las infecciones causadas por SAMS y
SAMR.

5. Describir las frecuencias de genes determinantes de virulencia y de

adhesion a tejidos en los aislamientos de SAMS y SAMR.

6. Explorar la influencia de los determinantes adhesiéon de S. aureus en la
localizacion de las infecciones causadas por SAMR y SAMS.

7. Explorar la influencia de los determinantes virulencia de S. aureus en la

severidad de las infecciones causadas por SAMR y SAMS.
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2. MARCO TEORICO

S. aureus es una bacteria Gram positiva que afecta humanos y mamiferos (Lowy
1998). Su importancia clinica radica en la extensa diseminaciéon que ha tenido a
nivel mundial, causando infecciones hospitalarias y adquiridas en la comunidad,
particularmente en poblacion pediatrica (Fridkin et al. 2005). Desde su
descubrimiento en el afio de 1880 se ha observado que las infecciones debidas a
S. aureus manifiestan una amplia variedad de presentaciones clinicas (Alexander
y Hudson 2001, Deurenberg y Stobberingh 2008).

La mortalidad debida a la infeccion por S. aureus antes de la introduccion de la
penicilina en 1942, era aproximadamente del 80% (Alexander y Hudson 2001,
Deurenberg y Stobberingh 2008). Dos afios después de la utilizacion masiva de la
penicilina a escala mundial, se aisl6 la primera cepa resistente detectada en el
ambito hospitalario (Kirby 1944, Chambers 2001); con deteccion posterior en la
comunidad (Memmi et al. 2008).

En 1960 los aislamientos de S. aureus resistentes a la penicilina a nivel mundial
alcanzaban el 80%. Hacia 1961, dos afios después de la introduccién de la
meticilina para el tratamiento de los aislamientos resistentes a penicilina, se
reporté en Estados Unidos el primer caso de resistencia a la meticilina, debida a la
adquisicién del gen mecA, bacterias que se denominaron SAMR (Deurenberg y
Stobberingh  2008). EI gen mecA codifica para una proteina de union a la
penicilina, PBP2-a (Penicillin-binding Proteins-2a), que presenta una baja afinidad
por la meticilina, limitando el efecto inhibitorio de la meticilina durante el proceso
de division celular, figura 1 (Memmi et al. 2008). ElI gen mecA es transportado por
la isla de patogenicidad SCCmec, que adicionalmente porta otros genes de

resistencia a antibiéticos (Ito et al. 2003).
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Figura 1. Induccion de la sintesis de PBP2-a en presencia de meticilina.
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La proteina represora Mecl se asocia con el ADN en la region operadora bloqueando la
transcripcion de los genes mecA mecR1 y mecl, en ausencia del antibiético la produccion
de PBP2-a se da en bajas concentraciones. La unién de la meticilina a la proteina MecR1,
un sensor transmembranal que se cliva autocataliticamente y el fragmento liberado
constituyen una metaloproteinasa que degrada a la proteina represora a Mecl,
activandose la transcripcion y por consiguiente la traduccion de PBP2-a. Una vez en el
citoplasma, PBP2-a atraviesa la membrana celular y suple la funcién de transpeptidacion
en el proceso de sintesis de la pared bacteriana.

Fuente: Tomado y modificado de Lowy 2010.

En los dltimos 40 afos ha existido un alarmante aumento en la prevalencia de las
infecciones por SAMR (Chastre y Fagon 2002, Wisplinghoff et al. 2004),
documentandose inicialmente en pacientes con factores predisponentes como:
hospitalizacion, uso de drogas endovenosas, procedimientos invasivos Yy
tratamiento previo con antibidticos (Chambers 2001). Sin embargo, hacia la
década de los noventa, la emergencia de cepas SAMR de origen comunitario
(SAMR-AC) renueva su atencion (Deurenberg y Stobberingh 2009); en particular
debido al aislamiento de estas cepas en individuos sanos sin factores de riesgo
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predisponentes, constituyendo actualmente un preocupante problema de salud
publica (Seal et al. 2003, Kaplan et al. 2005, Moran et al. 2006, Aiello et al. 2006,
Ofner-Agostini et al. 2006). Por otra parte, recientemente se han reportado cepas
de SAMR de origen comunitario a nivel nosocomial (Figura 2). En pediatria existe
poca informacion al respecto, particularmente obtenida de estudios realizados en
Norte América (Healy et al. 2004, Gonzalez et al. 2006, Hakim et al. 2007, Hulten
et al. 2010).

El primer reporte que menciond la aparicion de aislamientos de SAMR-AC en
pacientes sin factores de riesgo en Colombia, se realizé en el afio 2006 en la
ciudad de Bogot4, en el que se describieron dos pacientes con infecciones de piel
y tejidos blandos producidas por SAMR con sensibilidad a varios antibioticos y
caracterizacion fenotipica positiva para SCCmec tipo IV y Leucocidina de Panton
Valentine (LPV); caracteristicas genéticas similares a las de los SARM-AC de los
Estados Unidos (Alvarez et al. 2006). Posteriormente se llevé a cabo un estudio en
cuatro ciudades de Colombia, que utilizé electroforesis de campo pulsado y
secuencia multilocus, identificando aislamientos de SARM-AC relacionados
genotipicamente con el clon USA300 ST8 (Arias et al. 2008). Desde entonces se
han realizado multiples reportes en varias ciudades del pais como Bogota (Cortés
et al. 2007, Buitrago et al. 2008, Yomayusa et al. 2008, Escobar et al. 2008, Reyes
et al. 2008, Alvarez et al. 2010), Medellin (Ocampo et al. 2007, Ocampo et al.
2010, Rodriguez et al. 2010), Cartagena (Reyes et al. 2010, Diaz et al. 2008),
Monteria (Mattar et al. 2010) y Bucaramanga (Sosa e Hincapié 2007, Sosa et al.
2010, Machuca et al. 2013, Machuca et al. 2014).

El gran interés en el estudio de SAMR se basa en la severidad de la presentacion

clinica de las infecciones causadas por este germen, en comparacion con su
contraparte SAMS (Rozgonyi et al. 2007).
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Figura 2. Evolucion de la resistencia antimicrobiana en S. aureus.
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Dentro del espectro clinico de las infecciones por Staphylococcus aureus, se
incluyen desde infecciones benignas como las producidas en piel y tejidos
blandos, hasta infecciones severas invasivas, que tienen alta morbimortalidad
como endocarditis, neumonia, abscesos metastasicos, fascitis necrosante,

neuroinfeccidn, sepsis, bacteremia, artritis y osteomielitis (Falcone et al. 2009).

Dentro de los factores de riesgo para presentar bacteremia e infecciones severas
por este germen se encuentran: edad menor a 1 afo, exceptuando los recién
nacidos hospitalizados desde el nacimiento, colonizacion o infeccién previa por
SAMR, celulitis 6 Ulceras en piel al ingreso hospitalario, estancias hospitalarias
prolongadas, multiples hospitalizaciones especialmente en los 6 meses previos al
ingreso, presencia de catéter venoso central, antibiotico-terapia en los 30 dias
previos a la admision, diabetes mellitus, fistula arterio-venosa y presencia de

enfermedades cronicas (Falcone et al. 2009, Burke et al. 2009).

El prondstico de estos pacientes con infeccion severa es mas sombrio, comparado
con los que padecen una infeccion leve por S. aureus. Se han realizado estudios
gue sugieren que las cepas resistentes a la meticilina y con una amplia gama de
factores de virulencia, podrian estar asociadas con infecciones severas, prondstico
desfavorable y mayor mortalidad (Cosgrove et al. 2003, Chang et al. 2003,
Shurland et al. 2007). Asimismo se ha visto que SAMR posee una mayor variedad
de factores de virulencia, en comparacion con SAMS; siendo uno de los mas
estudiados la Leucocidina Panton Valentine (LPV), una toxina formadora de poro,
codificada por dos genes co-transcriptos IukS/F-PV, la cual causa destruccién de
leucocitos y necrosis tisular, y se asocia a infecciones severas de piel y tejidos
blandos, neumonia necrosante y sepsis (Boyle y Daum 2006, Gordon et al. 2008,
Kreisel et al. 2011).

No obstante, en los ultimos afios se han descrito cepas de SAMS productoras de
LPV y de otros factores de virulencia y adhesion, que participan en la patogenia
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del SAMS (Robinson et al. 2005, Kearns et al. 2006, Tinelli et al. 2009). Dicho
hallazgo se ha encontrado en brotes de infecciones superficiales de piel en nifios
escolares en Suiza (Boubaker et al. 2004), en un pueblo de Alemania (Wiese-
Posselt et al. 2007), y en soldados Franceses en Costa de Marfil (Lesens et al.
2007). Sumado a esta situacion, un ensayo clinico multicéntrico realizado en 15
paises de 4 continentes (América, Europa, Asia y Africa), que incluyé 494
aislamientos de S. aureus, encontré grandes diferencias regionales en la
prevalencia de positividad de la LVP en SAMR y SAMS. SAMS-LPV positiva se
aislé con mayor frecuencia en Asia, Africa y Europa [SAMS-LPV positiva en Asia,
Africa: 17/24 (70.8%); SAMS-LPV positiva en Europa: 70/187 (37.4%) Vs SAMS-
LPV positiva en Estados Unidos: 12/45 (26.7%); SAMS-LPV positiva en América
del Centro y Sur: 1/8 (12.5%)]. Por el contrario, SAMR-LPV positiva se observo
con mas frecuencia en América, comparado con los aislamientos de SAMR LPV
positiva encontrados en Europa [SAMR-LPV positiva de Estados Unidos: 129/185
(69.7%); SAMR-LPV positiva en América del Centro y Sur: 1/4 (25%) Vs SAMR-
LPV positiva de Europa: 40/239 (16.7%); SAMR-LPV positiva de Asia / Africa: 0/3
(0%)]. (Strauss et al. 2007).

Ademas de la LPV, existen otros factores de virulencia expresados por S. aureus,
entre los cuales se mencionan un gran namero de superantigenos que incluyen:
Enterotoxinas estafilocdcicas responsables de intoxicaciones alimentarias,
codificadas por 18 genes descritos hasta el momento, siendo sea, seb, sec, sed,
see, sek y seq los mas estudiados. La toxina del sindrome de shock téxico tipo 1,
codificada por el gen tst, que causa sintomas tipicos de shock, con fiebre alta y
exantema. Las toxinas exfoliativas, codificadas por los genes eta, etb y etd,
implicadas en la patogénesis del sindrome de piel escaldada. También se han
descrito hemolisinas (hemolisina alfa, beta, delta y gama, codificadas en los genes
hla, hib, hid y hlg, respectivamente), las cuales tienen la capacidad de destruir
eritrocitos y otras células eucariotas (Lowy 1998, Otto et al. 2010, Malachowa y

DelLeo 2011).
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En Colombia son escasos los estudios sobre este tema. Un estudio realizado en
Medellin, caracterizo los genes de virulencia de SAMS y SAMR aislados en 60
pacientes, encontrando una mayor frecuencia y diversidad de genes de virulencia
en aislamientos de SAMS, comparado con las cepas de SAMR estudiadas [83%
vs 73%]. Este estudio hall6 una frecuencia del 37% de genes IUKS/F en cepas
SAMS, comparado con un 63% en SAMR (p 0,004). Por otro lado, los genes sea,
seb, sec, sed, see y tst se determinaron en mayor frecuencia en cepas de SAMS
gue en las de SAMR (8% vs 0%; 40% vs 7%; 12% vs 0%; 33% vs 7%; 20% vs
4%; y 28% vs 12%, respectivamente). Este trabajo evidencié diferencias
estadisticamente significativas en la presencia de los genes de virulencia IukS/F,
seb y sed (Jiménez et al. 2011).

A pesar de lo anteriormente descrito, a nivel mundial son pocos los estudios que
han caracterizado los factores de virulencia y de adhesion de las cepas de SAMS,
desconociéndose la frecuencia de estos determinantes moleculares en las
infecciones producidas por SAMS, y su potencial patogénico posiblemente
subestimado (Tinelli et al. 2009).

En Colombia existe pobre informacion relacionada con la determinacion de los
factores de virulencia presentes en las cepas de SAMS y SAMR, y su asociacion

con la morbimortalidad y severidad de estas infecciones (Jiménez et al. 2011).

En el HUS se ha visto que SAMS presenta un comportamiento clinico similar a
SAMR, el cual podria estar relacionado con la presencia de mas factores de
virulencia, incluso que SAMR (Sosa et al. 2007, Sosa et al. 2010). Debido a esto,
se hace importante la caracterizacion molecular de cepas de SAMS, determinando
factores de virulencia y adherencia, en busca de diferencias o similitudes con

SAMR, que influyan en el comportamiento clinico de estas infecciones.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio descriptivo de una serie de casos sucesivos de pacientes menores de 15

afos con infecciones por S. aureus que requirieron hospitalizacion.

3.2 DEFINICION DE CASO

Se defini6 como caso a reclutar, pacientes menores de 15 afios, que presentaban
infecciones locales o sistémicas con aislamiento de S. aureus, internados en el
Hospital Universitario de Santander de la ciudad de Bucaramanga, Colombia,
entre enero de 2011 y marzo de 2013, y que cumplieron con los siguientes
criterios: 1. Aislamiento de S. aureus en cualquier secrecion corporal y 2.

Consentimiento informado por parte de padres o cuidadores responsables.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSION

Ausencia del gen nuc, especifico de la especie S. aureus durante la realizacién de

la reaccion en cadena de la polimerasa.

3.4 TAMANO DE MUESTRA

Se tuvieron en cuenta todos los pacientes elegibles que fueron internados en el

Hospital Universitario de Santander. Se establecié la Leucocidina de Panton
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Valentine como marcador de estudio, debido a que es la mas estudiada en los
diferentes trabajos reportados en la literatura, y es la que se ha asociado
directamente con la severidad de estas infecciones. Se esperaba que el SAMS
estuviera presente en el 12.5% de los pacientes hospitalizados por cualquier tipo
de infeccion, mientras que el SAMR representara el 25%. Esto significa que para
obtener un poder del 80%, era necesario estudiar 304 pacientes con infecciones

probadas por S. aureus.

3.5 DEFINICION DE VARIABLES
Se tuvieron en cuenta variables socio-demogréaficas, caracteristicas clinicas y

determinantes moleculares de virulencia y adhesion del S. aureus. Las variables

de interés se observan en latabla 1, 2y 3.

Tabla 1. Variables socio-demogréficas de interés

VARIABLE TIPO DE DEFINICION DE LA VARIABLE MEDIDAS FUENTE
(UNIDAD DE VARIABLE RESUMEN CODIGOS
MEDICION)

Edad Cuantitativa, Es la edad del menor y definida como el | media Historia clinica

(afos) razén, continua. ndmero de meses o afios cumplidos al aritmética

ingreso de la hospitalizacion y es (DE).
calculada a partir de la fecha de mediana
nacimiento. (cuartiles)

Sexo del menor Cualitativa, Se define como el fenotipo de acuerdo a | proporcion, Historia o examen
nominal, la historia clinica. Se clasifica como intervalos de clinicos
discreta. femenino o masculino. confianza al 1-masculino

95% 2-femenino
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Lugar de Cualitativa, Es definido por el municipio y el proporcioén, Historia clinica
residencia nominal, departamento de residencia habitual del | intervalos de 1. Bucaramanga
discreta. menor. confianza al 2. Floridablanca
95% 3. Piedecuesta
4.Barrancabermeja
5. Rionegro
6. Giron
7. Otros Santander
8. Fuera de
Santander
Area deresidencia | Cualitativa, Se establece si reside en al area urbana | proporcion, Historia clinica
nominal, o rural. intervalos de 1-Urbano
discreta. confianza al
95% 2- Rural
Nivel Cualitativa, Es el estrato socioeconémico en el que proporcioén, Historia clinica
socioeconémico ordinal, discreta. | se clasifica a la residencia en la que intervalos de 1,2,3,45,6
de laresidencia vivia el menor durante la hospitalizacién | confianza al
y que fue consignado en la historia 95%
clinica.
Tabla 2. Variables clinicas de interés
VARIABLE TIPO DE DEFINICION DE LA VARIABLE MEDIDAS FUENTE
(UNIDAD DE VARIABLE RESUMEN CODIGOS
MEDICION)
ANTECEDENTES
Uso previo de Cualitativa Uso de antibiéticos para el manejo de la | proporcion, 0-No
antibidticos al nominal infeccion antes de la hospitalizacion. intervalos de 1-Si
ingreso dicotémica. confianza al
95%
Lesiones previas Cualitativa Presencia de lesiones superficiales en proporcioén, 0-No
en piel nominal piel, como impétigo, eczema, heridas, intervalos de 1-Si
dicotémica. traumatismos. confianza al
95%
CONDICIONES CLINICAS AL INGRESO
Lugar de Cualitativa Lugar de la toma de muestra o tipo de proporcion, 1-Hemocultivo
aislamiento nominal muestra en donde se aisl6 el S. aureus intervalos de 2- Secrecion
categorica. confianza al 3- Liquido pleural
95% 4- Liquido articular

5- Liquido pleural
6- Liquido
cefalorraquideo
7- Otros liquidos
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Localizacion del Cualitativa Localizacion de la entidad(es) proporcién, 1-Piel y tejidos
foco primario nominal nosoldgica (s) presente(s) al ingreso del | intervalos de blandos
categorica. paciente. confianza al 2- Osteoarticular
95% 3- Neumonia

4-Otros: Meningitis,
Endocarditis,
Sepsis, etc.

Origen del caso Cualitativa Caso segun el sitio donde se adquiere la | proporcion, Historia Clinica

(McGeer et al. ordinal. infeccién de acuerdo a la clasificacion intervalos de 1-Caso de infeccion

1991, Friedman et clinica propuesta por el CDC: confianza al adquirida en

al. 2002, Umscheid . Infeccién de adquisicién nosocomial: 95% comunidad

et al. 2010)

Enfermedad clinica no evidente al
ingreso, y con aislamiento de S. aureus
después de las primeras 48 h de
hospitalizacién.

. Infeccién asociada al cuidado de la
salud: Aislamiento de S. aureus en las
primeras 48 horas de hospitalizacion, de
un paciente con alguno de los siguientes
factores de riesgo:

. Atencion domiciliaria
especializada, terapia
endovenosa, cuidado de heridas, o
diélisis en el Gltimo mes.

. Hospitalizacién mayor a 48 h en
centro sanitario en los Gltimos 3
meses.

. Intervencién quirdrgica, o
realizacién de algun procedimiento
invasivo (intubacién orotraqueal,
catéter vascular 6 urinario) en el
Gltimo mes.

. Convivencia actual con personal
de salud, o residencia en
ancianatos.

. Enfermedad crénica (trastornos
neurolégicos, diabetes, neoplasia)

. Infeccién adquirida en la comunidad:
Se aisla SA, en las primeras 48 horas
de hospitalizacion, de un paciente sin
internacion en las 48 horas previas al

ingreso y sin factores de riesgo.

2-Caso de infeccion
asociada al cuidado
nosocomial

3-Caso de infeccién
de adquisicién

nosocomial
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Sindrome de Cualitativa, Presencia de al menos dos de los proporcién, 0-No
respuesta nominal, siguientes cuatro criterios, de los cuales | intervalos de 1-Si
inflamatoria dicotémica. temperatura o recuento leucocitario confianza al
sistémica (Khilnani deben ser anormales: 95%
et al. 2010) 1-Temperatura central > 38,5°C o < 36°C.
2-Taquicardia: frecuencia cardiaca > 2 DS
para la edad, en ausencia de estimulos
externos, uso crénico de drogas 6 estimulos
dolorosos; 6 elevacion persistente inexplicada
por méas de 0,5 a 4 horas ¢ para nifios < 1 afio
bradicardia: < p 10 para la edad en ausencia
de estimulos vagales, bloqueantes,
cardiopatia congénita; 6 depresion persistente
inexplicada por mas de 0,5 horas.
3-Taquipnea: frecuencia respiratoria > 2 DS
para la edad, 6 ventilacion mecénica para un
proceso agudo no relacionado con
enfermedad neuromuscular o anestesia
general.
4-Leucocitos elevados o disminuidos para la
edad (no secundario a quimioterapia) o > 10
% de neutréfilos inmaduros.
Leucocitos Cuantitativa, Recuento de leucocitos en las primeras mediana
discreta. 48 horas del ingreso a la hospitalizacion. | (cuartiles)
Porcentaje de Cuantitativa, Porcentaje de segmentados en las mediana
segmentados discreta. primeras 48 horas del ingreso a la (cuartiles)
hospitalizacion.
Eritrosedimentacion Cuantitativa, Velocidad de sedimentacion globular en | mediana
discreta. las primeras 48 horas del ingreso a la (cuartiles)
hospitalizacién.
Proteina C reactiva | Cuantitativa, Proteina C reactiva en las primeras 48 mediana
discreta. horas del ingreso a la hospitalizacion. (cuartiles)
DESCENLACE
Duracién de la Cuantitativa, Dias de fiebre definida como proporcion,
fiebre desde la discreta. temperatura = 38°C, cuantificados intervalos de
hospitalizacién desde el ingreso a la hospitalizacion, confianza al
hasta obtener registros inferiores a 95%

38°C.
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Complicaciones Cualitativa, Complicaciones presentadas durante proporcion, 0-No
nominal, la historia natural de la enfermedad y | intervalos de
dicotémica. documentados por el médico en la confianza al L-Si
historia clinica, como la presencia de 95%
focos secundarios y /o sepsis.
Muerte Cualitativa, Muerte directamente relacionada con proporcion, 0-No
nominal, el proceso infeccioso, producida intervalos de
dicotémica. durante la historia natural de la confianza al 1-Si
enfermedad y documentados por el 95%
médico en la historia clinica.
Severidad* (Mylotte | Cualitativa ordinal Se define como severa aquella | proporcién, 1--Infeccién no
et al. 2000, Fowler discreta. infeccién invasiva que tiene alta | intervalos de severa
et al. 2003) letalidad o genera secuelas de gran | confianza al 2-Infeccion severa
impacto: 95%

. Infeccion osteoarticular con dos o
mas focos.

. Sepsis con y sin hemocultivos
positivos

. O algunas de las siguientes
Endocarditis, Sindrome del shock
téxico, Neumonia necrosante,
Fascitis necrosante,
Neuroinfeccion.

*Los investigadores estableceran la
severidad o no de la infeccion,
desconociendo el tipo de aislamiento
de Staphylococcus aureus y los
determinantes moleculares.

Tabla 3. Variables moleculares del S. aureus de interés

VARIABLE (UNIDAD | TIPO DE DEFINICION DE LA VARIABLE MEDIDAS FUENTE
DE MEDICION) VARIABLE RESUMEN CODIGOS
DETERMINANTE ESPECIFICO DE ESPECIE
nuc Cuallitativa, Presencia del gen que tiene secuencias proporcion, 0-No
nominal, especificas de especie de S. aureus. intervalos de
dicotémica. confianza al 1-si
95%
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DETERMINANTES DE

RESISTENCIA

mecA Cualitativa, Presencia del gen que codifica la resistencia | proporcion, 0-No
nominal, a meticilina. intervalos de
dicotémica. confianza al 1-Si
95%
SCCmec Cualitativa Presencia del casete cromosémico proporcioén, 1-Tipo |
nominal estafilococico SCCmec, que permite la intervalos de 2-Tipo Il
categorica. diferenciacion de clonas de SAMR, el cual confianza al 3- Tipo 1l
contiene el gen mecA, genes reguladores y 95% 4- Tipo IV
secuencias de insercion. 5- Tipo V
DETERMINANTES DE VIRULENCIA
hlg Cualitativa, Presencia del gen que codifica la hemolisina | proporcién, 0-No
nominal, gamma, la cual lisa eritrocitos y linfoblastos intervalos de
dicotomica. humanos. confianza al 1-Si
95%
Luk F/S Cualitativa, Presencia de los genes que codifican la proporcion, 0-No
nominal, Leucocidina de Panton Valentine (LPV), una | intervalos de
dicotémica. exotoxina formadora de poros. confianza al L-Si
95%
seb Cualitativa, Presencia del gen que codifica la proporcion, 0-No
nominal, enterotoxina B, una toxina, que actia como intervalos de
dicotémica. superantigeno, y participa en la patogénesis | confianza al L-Si
de la intoxicacion alimentaria S. aureus. 95%
sek Cualitativa, Presencia del gen que codifica la proporcion, 0-No
nominal, enterotoxina K, una toxina que actiia como intervalos de
dicotémica. superantigeno, y participa en la patogénesis | confianza al L-Si
de la intoxicacion alimentaria S. aureus. 95%
seq Cuallitativa, Presencia del gen que codifica la proporcion, 0-No
nominal, enterotoxina Q, una toxina que actila como intervalos de
dicotémica. superantigeno, y participa en la patogénesis | confianza al 1-Si
de la intoxicacion alimentaria S. aureus. 95%
eta Cualitativa, Presencia del gen que codifica la proporcion, 0-No
nominal, exfoliotoxina A, una toxina epidermolitica, intervalos de
dicotémica. que puede producir el sindrome de piel confianza al L-Si
escaldada. 95%
etb Cualitativa, Presencia del gen que codifica la proporcion, 0-No
nominal, exfoliotoxina B, una toxina epidermolitica, intervalos de
dicotémica. que puede producir el sindrome de piel confianza al L-Si
escaldada. 95%
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DETERMINANTES DE ADHESION

fnBA Cualitativa, Presencia del gen que codifica una proteina | proporcion, 0-No
nominal, de superficie del S. aureus que permite la intervalos de
dicotémica. unioén a fibronectina. confianza al 1-si
95%
clfA Cualitativa, Presencia del gen que codifica el Factor de proporcion, 0-No
nominal, agrupamiento A que participa en la unién a intervalos de 1-Si
dicotémica. fibronectina. confianza al
95%
clfB Cuallitativa, Presencia del gen que codifica el Factor de proporcion, 0-No
nominal, agrupamiento B que participa en la unién a intervalos de 1-Si
dicotémica. fibronectina. confianza al
95%
icA Cualitativa, Presencia del gen que codifica la adhesina proporcioén, 0-No
nominal, polisacarida intracelular (PIA). intervalos de 1-Si
dicotomica. confianza al
95%
cha Cualitativa, Presencia del gen que codifica una proteina proporcioén, 0-No
nominal, de superficie del S. aureus que permite la intervalos de 1-Si
dicotémica. unién al colageno. confianza al
95%

3.6 RECOLECCION DE INFORMACION Y ELABORACION DE LA BASE DE
DATOS

3.6.1 Identificaciéon de las cepas de S. aureus. La identificaciéon inicial de S.
aureus se determiné en el Laboratorio Clinico del Hospital Universitario de
Santander, utilizando el sistema automatizado para microbiologia MicroScan®. Se
asigno una bacteriéloga responsable de preservar los aislamientos e informarlos al
equipo de trabajo. Todos los S. aureus recolectados fueron cultivados en agar BHI
(brain-heart infusion) y conservados por criopreservacion a -70°C con glicerol al
20%.
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3.6.2 Recoleccion de la informacion clinica. Una vez era informado el caso, se
solicitaba el consentimiento informado por escrito, a los padres o representantes
legales de los nifios (as), explicando los objetivos, implicaciones y alcances del
proyecto (Anexo 1). Posteriormente se procedia a diligenciar el formato de
recoleccion de datos, el cual contenia las variables previamente definidas (Anexo
2). La historia clinica fue la fuente de la informacion de interés.

3.6.3 Recoleccion de la informacion molecular. Los aislamientos de S. aureus
eran trasportados al Laboratorio de inmunologia y biologia molecular de la

Facultad de Salud de la UIS, para su procesamiento molecular.

3.6.3.1 Extraccion del ADN cromosomico. La extraccion del material genético
del S. aureus se realizo en el laboratorio del grupo de inmunologia y epidemiologia
molecular de la facultad de salud de la UIS utilizando las normas del clinical and
laboratory standard institute, CLSI (CLSI, 2011).

El ADN cromosomico fue aislado de un cultivo masivo de S. aureus crecido
durante toda la noche en 15 ml de BHI. El cultivo se centrifugé a 4.000 rpm, el
precipitado bacteriano fue resuspendido en 3 ml de 0.5 mM EDTA pH 8 y para el
debilitamiento de la pared bacteriana se adicionaron las enzimas lisozima y
lisostafina a concentraciones de 20 mg/ml y 2 mg/ml respectivamente,
incubandose a 37°C por 1 hora. Para completar la lisis bacteriana se adicion6
proteinasa K (20 mg/ml) y se incub6 a 56°C por 30 minutos. La precipitacién de
proteinas se realiz6 con 5 M acetato de sodio y centrifugacion a 14.000 rpm. El
ADN fue recuperado por precipitacion con isopropanol y centrifugaciéon a 14.000
rpm. Finalmente el ADN fue resuspendido en 100 ul de TE 1X (10 mM Tris-HCI pH

32



8, 1 mM EDTA pH 8). La concentracion y pureza del ADN se determind por
espectrofotometria (260/280nm).

3.6.3.2 Identificacibn molecular del S. aureus. La confirmacién de los
aislamientos de SARM y SAMS fue realizada mediante la deteccién de dos genes,
el gen nuc, especifico de especie del SAMR y el gen mecA, determinante de

resistencia a meticilina.

El gen nuc codifica para una nucleasa termoestable (thermonuclease, TNase,
DNase), con funcién de endonucleasa que degrada acidos nucleicos (ADN vy
ARN). La deteccion de este gen se realizO mediante amplificacion por RCP
utilizando los iniciadores nucA-F y nucA-R que generan un amplificado de 299 pb
(Tabla 4). De la misma manera se realiz0 la deteccion del gen mecA, determinante
de resistencia que codifica para la PBP2a, enzima con baja afinidad a los
betalactamicos producida por todas las cepas de SARM. Para la deteccion del gen
mecA se utilizaron los iniciadores mA2 e 1S2 que limitan una regién de 533 pb
(Tabla 4).

Se realizaron amplificaciones independientes en un volumen final de 20 pl que
contenian buffer de reaccién a una concentracion final de 1X, 2.5mM de MgCl,,
200 uM de cada desoxinucledtido trifosfatado, 0.5 uM de cada iniciador (nuc,
nucA-F y nucA-R y mecA, mA2 y IS2), 1 unidad de Taqg DNA polimerasa y 1 ul de
ADN bacteriano. La amplificacion se realizd6 en un termociclador Biorad con las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por
30 ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C por 1 minuto, anillamiento a 55°C por 1
minuto y extension a 72°C por 1 minuto y extension final a 72°C por 2 minutos. En
las dos reacciones de amplificacion se utilizO como control positivo se la cepa
NRS100 (Cepa COL). De la misma forma se llevo a cabo la amplificacion de los
genes de virulencia y adhesion.
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Tabla 4. Secuencia de iniciadores que amplifican los genes nuc y mecA

Tamaiio del
Iniciador Secuencia » Referencia
Amplificado
nuc-F 5-AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC-3 279 pb (Brakstad, et
P al. 1992)
nuc-R 5-GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-3’
mA-2 5-AAC GTT GTA ACC CCA AGA-3 533 pb (Okuma, et al.
1S-2 5-TGA GGT TAT TCA GAT ATT TCG ATC TC-3’ P 2002)

4.6.3.3 Caracterizacién genotipica de los aislamientos de SAMR. Se llevo a
cabo mediante la tipificacion del SCCmec. El tipo de SCCmec se determind segun
las combinaciones del complejo mec y el complejo ccr mediante reacciones en

cadena de la polimerasa independientes.

3.7 PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Una vez se completo la recoleccion de la informacion clinica y molecular se disefié
una base de datos utilizando el programa Microsoft Excel. La base fue digitada en
dos ocasiones por personas independientes y se realizdé una validacion visual de
su contenido, cuando hubo dudas se realizaron las pesquisas pertinentes en la

historia clinica.
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3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron con el programa estadistico Stata 12.1 (StataCorp,
College Station, TX, 2013). El analisis estadistico descriptivo incluydé para las
variables cualitativas el calculo de proporciones, las cuales son presentadas en
tablas de frecuencia. Para las variables cuantitativas se calcularon medidas de
tendencia central (media o mediana), segun fuera el caso, con sus respectivas
medidas de dispersion (desviacién estandar, cuartiles y rangos intercuartilicos),
luego de realizar las pruebas de normalidad para cada una de las variables.

Ademas, se agruparon segun su distribucion y se elaboraron tablas de frecuencia.

El analisis bivariado se hizo por medio de diferentes test estadisticos,
dependiendo de la naturaleza de la variable: Chi cuadrado () o test exacto de
Fisher para variables cualitativas; y t de student o analisis de varianza para las
variables cuantitativas. Se asumio un nivel de p < 0,05 para considerar diferencias
estadisticamente significativas. Se disefiaron curvas de caracteristicas operador
receptor (Receiver Operating Characteristic -ROC- en ingles) de las variables

cuantitativas con significancia estadistica.

Se realizé el andlisis multivariado utilizando el modelo de regresion lineal multiple.

35



4. ASPECTOS ETICOS

Esta investigacion se clasificO como “de riesgo minimo” porque incluyo la toma de
muestras de secrecion o de sangre para cultivos, y los riesgos son inherentes a
los de la situacién médica; y en ella se cumplen con las normas fijadas en la
resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia que establece las
disposiciones éticas para la investigacion en humanos. Todos los procedimientos
agui contemplados fueron realizados por profesionales de la salud entrenados
para tal fin. La participacion de los representantes legales de los nifios evaluados
en este proyecto fue voluntaria y en ningln momento se ejercio presion sobre ésta
(estimulos economicos o de otra indole). Se obtuvo el consentimiento informado
por escrito de los representantes legales del nifio(a) una vez se informo la
justificacion y objetivos de la investigacion, los beneficios o riesgos esperados, la
garantia de recibir respuestas a preguntas y la libertad de retirar su consentimiento
en cualquier momento (Anexo 1). Por el principio de confidencialidad de la
informacion recolectada en investigacion clinica, se protegié en todo momento la

identidad de los participantes, mediante un cédigo.
De igual forma, este trabajo fue evaluado y avalado por el comité Ad Hoc de ética

para la investigacion de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de

Santander, y quedo inscrito en esa oficina con el cddigo 8012020.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACION DEMOGRAFICA

Entre el primero de enero de 2011 y el 31 de marzo de 2013 ingresaron al Hospital
Universitario de Santander (HUS) 49 pacientes con cultivos positivos para S.
aureus caracterizados mediante el sistema automatizado MicroScan®, disponible
en el Laboratorio Clinico del HUS, de los cuales 39 (79,6%) fueron confirmados a
través de la tipificacion del gen especifico de especie nuc, e incluidos en este
estudio. De ellos, 24 (64,0%) correspondian a SAMR (mec positivo) y 15 (36,0%) a
SAMS. Las caracteristicas demograficas de ambos grupos se presentan en la
tabla 5.

El analisis comparativo univariado, no mostré diferencias estadisticamente
significativas relacionadas con el sexo, la edad, el lugar de procedencia y el area
de residencia. La infecciones por SAMR fueron significativamente més frecuentes
en el estrato 1 (tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas socio-demograficas

Tipo de S aureus

SAMR (n=24) SAMS (n=15) Total Valor de p
Sexo
Masculino 17 (70,8%) 9(60,0%) 26 (66,7%) 0,485
Femenino 7 (29,2%) 6(40,0%) 13 (33,3%)
Edad (afios)* 3(1-3) 2 (1-7) 3 (1-6) 0,977
Grupo etario
Neonatos 4 (16,7%) 2 (13,3%) 6 (15,4%)
Lactantes 6 (25,0%) 4 (26,7%) 10 (25,6%)
Preescolares 4 (16,7%) 4 (26,7%) 8 (20,51%) 0,856
Escolares 8 (33,3%) 3(20,0%) 11 (28,21%)
Adolescentes 2 (8,3%) 2 (13,3%) 4 (10,26%)
Procedencia
B/ga y area metropolitana 15 (62,5%) 11 (73,3%) 26 (66,7%)
Otros Santander 6 (25,0%) 4 (26,7%) 10 (25,6%) 0.359
Fuera de Santander 3 (12,5%) 0 (0,0%) 3 (7,7%)
Area de residencia
Urbano 17 (70,8%) 12 (80,0%) 29 (74,4%) 0.524
Rural 7 (29,2%) 3 (20,00%) 10 (25,6%)
Estrato
1 20 (83,3%) 7(46,7%) 27 (69,2%) 0,006
2 2 (8,3%) 8(53,3%) 10 (25,6%)
3 2 (8,3%) 0 (0,0%) 2 (5,1%)

*Mediana y RIQ
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5.2 CARACTERIZACION CLINICA

La distribucién de las infecciones por S. aureus segun el origen del caso, es
presentada en la tabla 6. La frecuencia de aislamientos de S. aureus en
infecciones nosocomiales fue relativamente similar a la de las infecciones
adquiridas en la comunidad [19 (48,7%) vs 18 (46,2%) respectivamente]; siendo
las infecciones por SAMR mas frecuentes tanto a nivel comunitario como
hospitalario. Sin embargo no se encontr6 diferencia estadisticamente significativa

entre SAMR y SAMS al realizar el andlisis univariado (p 0,682).

La mayoria de cultivos positivos para S. aureus se obtuvieron de secreciones de
piel y tejidos blandos 17 (76,9%), seguidos por los adquiridos de catéteres
venosos centrales 3 (10,3%), hemocultivos 2 (7,7%) y liquidos corporales 2
(5,1%).

En 11 (28,2%) casos se encontr6 el antecedente de tratamiento antibiético previo
[10 (90,9%) de ellos habian recibido tratamiento con oxacilina y 1 (9,1%) con
amoxicilina]. De estos casos, 7 (63,6%) correspondian a infeccion por SAMR.
Asimismo en 16 (41,0%) pacientes se hallé el antecedente de foco previo en piel,
de los cuales 10 (62,5%) tenian aislamiento de SAMR.

En los dos grupos el foco primario mas frecuente se localizé a nivel de piel y
tejidos blandos. No obstante no se encontré predominio de alguna cepa por un

foco particular (tabla 6).

En el analisis bivariado las siguientes variables no se asociaron de forma
estadisticamente significativa a infecciones por SAMR: los antecedentes de
antibiotico-terapia previa y de lesiones cutaneas previas, la presencia de SRIS al

ingreso y la duracion de la fiebre (tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas

Tipo de S aureus

Total Valor de p
SAMR(n=24) SAMS(n=15)
Origen del caso
Comunitario 13 (54,2%) 6 (40,0%) 19 (48,7%)
ACS* 1 (4,2%) 1 (6,7%) 2 (5,1%) 0,682
Nosocomial 10 (41,7%) 8 (53,3%) 18 (46,6%)
Lugar de aislamiento
Hemocultivo 2 (8,33%) 1 (6,7%) 3(7,7%)
Secrecion 17(70,8%) 13 (86,7%) 30 (76,9%) 0,505
Liquidos 2 (8,3%) 0 (0,0%) 2 (5,1%)
cve 3 (12,5%) 1 (6,7%) 4 (10,3%)
Lesiones previas
Si 10 (41,7%) 6 (40,0%) 16 (41,0%) 0,918
No 14 (58,3%) 9 (60,0%) 23 (59,0%)
Uso previo de
antibiéticos 0,866
Si 7 (29,2%) 4 (26,7%) 11 (28,2%)
No 17 (70,8%) 11 (26,7%) 28 (71,8%)
SRIS
Si 8 (33,3%) 2 (13,3%) 10 (25,6%) 0.164
No 16 (66,7%) 13 (86,7%) 29 (74,4%)
Foco primario
No aclarado 0 (0,0%) 2 (13,3%) 2 (5,1%)
Piel y tej. blandos 17 (70,8%) 9 (60,0%) 26 (66,7%)
Osteoarticular 2 (8,3%) 1 (6,7%) 3 (7,7%) 0.823
Respiratorio 1 (4,2%) 0 (0,0%) 1 (25,6%)
cve 3 (12,5%) 1 (6,7%) 4 (10,3%)
Ocular 1 (4,2%) 2 (13,3%) 3(7,7%)
Duracion Fiebre* 0 (0-3) 0 (0-8) 0,746
*Mediana y RIQ * ACS: Asociado al cuidado de la salud

Al analizar las pruebas de laboratorio realizadas al ingreso hospitalario no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ambos grupos
relacionadas con el recuento de leucocitos y la velocidad de sedimentacion
globular. Sin embargo, al evaluar el porcentaje de neutrofilos se hallé una
diferencia estadisticamente significativa a favor del SAMR (tabla 7). No se analiz6

la proteina C reactiva debido a que no se efectu6 en 17 (43,6%) pacientes.
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Tabla 7: Resultados de los laboratorios de ingreso

Tipo de S aureus

Total Valor de p
SAMR(n=24) SAMS(n=15)
Leucocitos* 14000 (9300- 19300) 11200(7300-14000) 0,330
% Segmentados* 71 (55-84) 60 (30-65) 0,0175
VSG* 21 (8-46) 22 (15-47) 0,793

*Mediana y RIQ

Para evaluar el rendimiento diagndéstico del porcentaje de neutrofilos como
predictor de infeccion por SAMR y SAMS, se disefid una curva receptor operador
(Receiver Operating Characteristic —ROC-, figura 1), la cual mostro ser
discriminante (&rea bajo la curva ROC de 0,745 -1IC95% 0,576 - 0,915-), y que un
porcentaje de neutrofilos 281% es predictor de infeccion por SAMR (S: 38.10%, E:
100.0%) y un porcentaje de neutrofilos <34% predice infecciones por SAMS (S:
100.00%, E: 38.46%).

Figura 1. Curva ROC del porcentaje de neutroéfilos en infecciones por SAMR
y SAMS
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Al realizar el analisis multivariado con regresion lineal multiple, se hallé6 que el
porcentaje de segmentados fue un predictor de infeccion por SAMR o SAMS,
independiente de la edad, lugar de aislamiento, sexo, area de residencia, lugar de
procedencia, nivel socioecondémico, antecedentes de lesion previa en piel y de
antibiético-terapia previa, duracién de la fiebre, presencia de SRIS y severidad;
encontrando que los SAMR tenian un 18,1% mayor porcentaje de neutréfilos que
los SAMS (IC95% 2.9-33.3).

Se analizaron los desenlaces clinicos identificando un mayor porcentaje de
complicaciones en los pacientes con infecciones por SAMR, que en los gque tenian
infecciones por SAMS. En 5 pacientes con infecciones por SAMR se encontré mas
de una complicacién, mientras que en 1 de los paciente con infecciones por SAMS
se determind mas de una complicacion. Asimismo los pacientes con infecciones
por SAMR presentaron con mas frecuencia infecciones severas, que en los
pacientes con infecciones por SAMS. Sin embargo tanto en el grupo de
infecciones por SAMR, como en el de infecciones por SAMS, solo se presentd un
caso de mortalidad [1(4,2%) vs 1(6,7%)]. Al realizar el analisis bivariado no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ambos grupos

relacionadas con estas variables (tabla 8).
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Tabla 8: Desenlaces clinicos

Tipo de S aureus

Total Valor de p
SAMR(n=24) SAMS(n=15)
Complicaciones
No complicados 15 (62,5%) 11 (73,3%) 26 (66,7%)
Complicados 9 (37,5%) 4 (26,7%) 13 (33,3%)
Shock séptico 5 (20,8%) 4 (26,7%) 9 (23,1%)
Manif. a distancia 7 (29,2%) 2 (13,3%) 9 (23,1%) 0,485
Osteoarticular 5 (24,8%) 0 (0,0%) 5 (12,8%)
Neumonia 2 (8,3%) 1(6,7%) 3 (7,7%)
Meningitis 0 (0,0%) 1(6,7%) 1 (2,6%)
Severidad
Severa 7 (29,2%) 4 (26,7%) 11 (28,2%) 0,866
No severa 17 (70,8%) 11 (73,3%) 28 (71,8%)
Mortalidad
Muerte 1 (4,2%) 1(6,7%) 2 (5,1%) 0731
No muerte 23 (95,8%) 14 (93,3%)

37 (94,9%)

5.3 CARACTERIZACION MOLECULAR

5.3.1 Determinantes de virulencia.

5.3.1.1 Distribucion de los genes de virulencia segun el tipo de aislamiento

de S. aureus.

En SAMS se encontr0 que la mayoria de los aislamientos

contenian 2 genes de virulencia de forma simultanea [9 (64,3%) de los 15

aislamientos]. hlg que codifica la hemolisina gamma se encontré en todos los

aislamientos. Luk S/F- PV que codifica la Leucocidina de Panton Valentine se

detectd en 4 (26,7%) de estas cepas. Los genes que codifican las enterotoxinas

estafilococicas k, b y q, se observaron con mayor frecuencia que los genes que

codifican exfoliotoxinas, siendo sek el gen mas frecuentemente detectado en 13
(86,7%) casos, seguido por seb en 4 (26,7%) y seq en 1 (6,7%) caso. eta y etb se

identificaron en 3 (20,0% ) y 1 (6,7%) de los aislamientos respectivamente.

43



En SAMR se identific6 que la mayoria de las cepas albergaban 4 genes de
virulencia simultdaneamente [14 (58,3%) de los 24 aislamientos]. Tanto hlg como
Luk S/F- PV se encontraron presentes en todos los aislamientos. De forma similar
a SAMS, los genes que codifican enterotoxinas predominaron sobre los genes que
codifican exfoliotoxinas, siendo sek el gen mas frecuentemente detectado en 22
(91,7%) cepas, seguido de seq en 13 (54,2%) y seb en 2 (8,3%) cepas. eta y etb
se identificaron en una baja frecuencia [3 (12,5%) y 1 (4,2%) de las cepas

respectivamente].

El analisis bivariado mostré diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
en la presencia de los siguientes genes de virulencia entre las cepas de SAMS y
SAMR: Luk S/F- PV (100 % vs 26,7%, p = 0,004) y seq (54,2% vs 6,7%, p = 0.003;
tabla 9).

Tabla 9: Distribucion de los genes de virulencia segun el tipo de aislamiento

de S. aureus y el tipo de SCCmec

Tipo de S aureus Tipo de SCC mec SAMR
Total Valor de p
SAMR SAMS Tipo | Tipo IV NT
(n=24) (n=15) (n=4) (n=19) (n=1)

IukS/F  24(100,0%) 4 (26,7%)  28(71,8%) 0,0001 4(16,7%) 19(79,2%) 1(4,2%)
hig 24(100,0%) 15(100,0%) 39(100,0%) 4(16,7%) 19(79,2%) 1(4,2%)
eta 3 (12,5%) 3(20,0%)  6(15,38%) 0,528 1(4,2%) 2(8,3%)  0(0,0%)
etb 1 (4,2%) 1 (6,7%) 2(5,13%) 0,731 0(0,0%) 1(4,2%)  0(0,0%)
seb 2 (8,3%) 4 (26,7%) 6(15,4%) 0,123 3(12,5%) 9(37,5%) 1(4,2%)

sek  22(91,7%) 13(86,7%)  35(89,7%) 0,617  0(0,0%) 2(8,3%) 0(0,0%)
seq 13 (54,2%) 1(6,67%) 14(359%) 0,003  4(16,7%) 17(70,8%) 1(4,2%)
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Adicionalmente se determind la presencia de casete cromosomal SCCmec en los
aislamientos de SAMR. De ellos 19 (79,2%) contenian SCCmec IV, 4 (16,7%)
SCCmec |y 1 (4,2%) no fue tipificado. La frecuencia de los genes de virulencia

segun el tipo de SCCmec se presenta en la tabla 9.

La distribucion del tipo de SCCmec de acuerdo al origen del caso se muestra en la
tabla 4. SCCmec IV se identific6 con mayor frecuencia tanto en los casos
comunitarios [11(78,6%) vs 2(14,3%) respectivamente], como en los asociados al
cuidado de la salud [1(100,0%) vs 0 (0,0%)], y los nosocomiales [7 (77,8%) vs 2
(22,2%)]. No obstante, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en ambos grupos al realizar el analisis bivariado (tabla 10).

Tabla 10: Distribucion del SCCmec segun el origen del caso

Tipo de SCCmec del SAMR

. | v NT Total Valor de
Tipo de caso
n: 4 (16,7%) n:19 (79,2%) n:1(4,2%) n:24(100,0%) p
Comunitario 2 (14,3%) 11 (78,6%) 1(7,14%) 14 (100,0%)

Asociado al cuidado de
lud 0 (0.0%) 1 (100,0%) 0 (0,0%) 1 (100,0%) 0,886
salu

Nosocomial 2(22,2%)  7(77,8%)  0(0,0%) 9 (100,0%)

5.3.1.2. influencia de los determinantes de virulencia sobre la severidad de
las infecciones por S. aureus. No se encontrd una asociacion estadisticamente
significativa entre la presencia de genes de virulencia y la severidad de las

infecciones por S. aureus (Ver tabla 11).
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Tabla 11: Influencia de los genes de virulencia en los casos severos

Severidad S. aureus (n. 39) Total Valor p
E.virulend Severa (n: 11) No severa (n: 28)
lukS/F-PV 9 (32,1%) 19 (67,9%) 28 0,383
hlg 11 (28,2%) 28 (71,8%) 39 -
eta 1 (16,6%) 5 (83,3%) 6 0,495
etb 0 (0,0%) 2 (100,0%) 2 0,363
seb (0,0%) 0 (0,0%) 0 -
sek 9 (25,7%) 26 (74,2%) 35 0,307
seq 2 (16,0%) 12 (85,7%) 14 0,148

5.3.2. Determinantes de adhesién.

5.3.2.1 Distribucion de los genes de adhesion segun el tipo de aislamiento de
S. aureus. En los aislamientos de SAMR se detectd fnbA, clfA y clfB en 24
(100%) cepas, seguidos icA en 21 (87,5%) cepas; a diferencia de los aislamientos
de SAMS, que mostraron fnbA y clfB en todas las cepas 15 (100%), seguidos por
clfA en 14 (93,3%) cepas, e icA en 13 (86,7%) cepas.

El analisis bivariado no mostré diferencias estadisticamente significativas al

evaluar la presencia de genes de adhesion entre ambas cepas (Ver tabla 12).
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Tabla 12: Distribucién de los genes de adhesion
de S. aureus

segun el tipo de aislamiento

Tipo de S aureus

SAMR(n=24)  SAMS(n=15) Total Valor de p
fnbA 24 (100,0%) 15 (100,0%) 39 (100,0%) -

clfA 24 (100,0%) 14 (93,3%) 38 (97,4) 0,200
cliB 24 (100,0%) 15 (100,0%) 39 (100,0%) -

icA 21 (87,5%) 13 (86,7%) 34 (87,2%) 0,940
cna 0 (0,0%) 0 (0,0%)

0 (0,0%)

5.3.2.2. influencia de los determinantes de adhesién sobre la localizacién del

foco primario de las infecciones por S. aureus. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre ambas cepas al relacionar la localizacion del

foco primario con la presencia de genes de adhesion (tabla 13).
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Tabla 13: Influencia de los genes de adhesion sobre la localizacion del foco
primario del SAMR y SAMS

Factores de
adhesion fnbA clfA clfB icA Cna
SAMR SAMS SAMR SAMS SAMR SAMS SAMR SAMS SAMR SAMS
Foco primari n:24 n:15 n:24 n:15 n:24 n:15 n:24 n:15 n:24 n:15
No detectable | - 2(133%) | - 2(13,3%) - 2(133%) | - 2(133%) | - 0 (0,0%)
Piely TB 17(70,8%) 9 (60,0%) | 17(70,8%)  8(53,3%) 17(70,8%)  9(60,0%) | 14(583%)  8(533%) | 0(0,0%)  0(0,0%)
Osteoarticular | 2 (8,3%) 1(6,7%) 2(8,3%) 1(6,7%) 2 (8,3%) 1(6,7%) 2(8,3%) 0(0,0%) 0(0,0%)  0(0,0%)
Respiratorio 1(4,2%) - 1(4,2%) - 1 (4,2%) - 1(4,2%) - 0 (0,0%)
cve 3(125%)  1(6,7%) 3(125%)  1(6,7%) 3(125%)  1(6,7%) 3(12,5) 1(6,7%) 0(0,0%)  0(0,0%)
Ocular 1(4,2%) 2(133%) | 1(4,2%) 2(13,3%) | 1(4,2%) 2(133%) | 1(42%) 2(133%) | 0(0,0%)  0(0,0%)
Valor de p - 0,992 - 0.271 -
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6. DISCUSION

En los ultimos afios ha resurgido el interés en el estudio de las infecciones por S.
aureus, a causa del impacto que ha generado la emergencia del SAMR a nivel
mundial, por ser uno de los principales agentes causales de infecciones tanto
hospitalarias como comunitarias, y estar asociado con mayor severidad y
mortalidad, al comparase con SAMS (Cosgrove et al. 2003, Garcia et al. 2007). No
obstante, existen trabajos en poblacion adulta que sefialan que las caracteristicas
clinicas de las infecciones por SAMR podrian ser similares a las causadas por
SAMS (Murray et al. 2004, Wang et al. 2008).

En la poblacion pediatrica existen pocas publicaciones sobre este tema. Burke y
colaboradores llevaron a cabo un estudio retrospectivo entre 2001 y 2006, que
reclutd 151 episodios de bacteremia por S. aureus, encontrando que los nifios con
bacteremia por SAMR tenian una estancia hospitalaria mas prolongada y una
mayor tasa de mortalidad, en comparacién con los nifios con bacteremia por
SAMS (Burke et al. 2009).

Recientemente Park DA y colaboradores, realizaron un metaanalisis que mostré
una mayor tasa de mortalidad en el grupo con bacteremia por SAMR, en
comparacion con el de bacteremia por SAMS [Incluy6 7 estudios de cohorte
publicados entre el 2000 y 2011, n: 667 pacientes pediatricos (191 SAMR, 476
SAMS)]. Sin embargo, debido al nimero limitado de publicaciones en este grupo
poblacional, los autores indican la necesidad de realizar mayor investigacion que
evalle el impacto de la resistencia a meticilina sobre la morbimortalidad en la edad
pediatrica (Park DA et al. 2013). De forma opuesta a los trabajos previamente
expuestos, este estudio no encontrd diferencias estadisticamente significativas

relacionadas con severidad, complicaciones y mortalidad de las infecciones por
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SAMR y SAMS. Sin embargo, su pequefio tamafio de muestra no permite validar
dicho hallazgo.

Por otra parte, se encontrd de forma llamativa que 10 de los 11 pacientes con uso
de antibidticoterapia previa (90,90%) habian recibido oxacilina en instituciones
hospitalarias de menor complejidad. De ellos, 2 fallecieron. Dicho hallazgo pone
de manifiesto la necesidad de iniciar cubrimientos antibioticos empiricos que
garanticen eficacia y adecuadas concentraciones inhibitorias minimas frente a S.
aureus. Recientemente se llevd a cabo un estudio que no mostrd bioequivalencia
entre los medicamentos genéricos de Oxacilina utilizados en Colombia al
compararlos con el innovador, e incluso observo que algunos tenian curvas de
eficacia maxima significativamente menores (Rodriguez et al. 2010). Lo anterior
hace recomendable limitar el uso de medicamentos genéricos de Oxacilina, debido

a la menor eficacia y el alto riesgo de realizar tratamientos subdptimos.

De igual modo, fue interesante el hallazgo de una diferencia estadisticamente
significativa entre el porcentaje de neutrdfilos al ingreso hospitalario presentado
por los pacientes con infecciones por SAMR y SAMS. Los datos obtenidos
identificaron la presencia de neutrofilia predominantemente en las infecciones
causadas por SAMR,; a diferencia de las infecciones por SAMS, en las cuales se
evidenciaron porcentajes de neutroéfilos considerablemente menores. Diversos
trabajos han atribuido la capacidad que tiene S. aureus para producir activacion,
proliferacion vy lisis de los neutréfilos, a la expresion de una amplia gama de
factores de virulencia (LPV, leucotoxinas LUkGH y LUkAB, modulina soluble en
fenol tipo a y hemolisina alfa), los cuales podrian estar interrelacionados (Wang et
al. 2007, Li et al. 2009, Rigby et al. 2012). Estos factores, particularmente en
SAMR-AC, podrian condicionar cuadros clinicos severos caracterizados por
neutrofilia mayor al 80% y marcada elevacion de reactantes de fase aguda (Diep
et al. 2008, Chase et al. 2012).
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Sin embargo, existe controversia respecto a la influencia que tiene la adquisicién
de determinantes de resistencia a antibioticos en S. aureus, sobre la expresion de
genes de virulencia, y el impacto que estos podrian tener en la clinica de estas
infecciones (Sakoulas et al. 2003, Gill et al. 2005, Jiménez et al. 2011). Algunos
trabajos sugieren que la adquisicion de resistencia a la meticilina en S. aureus,
podria disminuir la expresion de los determinantes de virulencia (Collins et al.
2010, Otto 2010). Contrario estos resultados, el presente estudio mostré una
mayor diversidad de determinantes de virulencia en las cepas SAMR, que en las
de SAMS, los cuales pudieron influenciar la tendencia a la neutrofilia vista en las
cepas de SAMR.

Asimismo, se ha sugerido que la presencia de un determinado casete cromosomal
SCCmec podria influenciar la expresion de ciertos determinantes de virulencia en
las cepas de SAMR. Collins y colaboradores encontraron que los SAMR que
contenian el SCCmec Il, un casete cromosomal grande, tenian una importante
reduccion en el numero de factores de virulencia, mientras que los aislamientos
con SCCmec IV, un casete de tamafo pequefio, poseian una mayor cantidad de
determinantes de virulencia. De forma similar, este estudio identifico que las cepas
que albergaban el SCCmec tipo I, un casete cromosomal de gran tamario,
presentaban un menor niumero de genes de virulencia, en comparacion con las
cepas que contenian el SCCmec tipo IV. Posiblemente esta diferencia esté dada
por una mayor demanda de energia en los SAMR con casetes cromosomales de
gran tamafio, que produce una disminucion en el rendimiento metabdlico de estas
cepas (Lee et al. 2007, Collins et al. 2010, Jiménez et al. 2011).

Al analizar la frecuencia de cada SCCmec segun su origen, este estudio encontro
un mayor porcentaje de SCCmec tipo IV, tanto en las infecciones adquiridas a
nivel comunitario, como en las asociadas al cuidado de la salud, y las adquiridas a
nivel nosocomial. Este hallazgo coincide con estudios realizados principalmente en
los Estados Unidos y Taiwan, donde la prevalencia del SAMR-AC es muy alta, que
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muestran una tendencia del SAMR-AC a diseminarse al ambito hospitalario, la
cual incluso, podria estar reemplazando al SAMR-AH (Popovich et al. 2008). No
obstante, en Colombia durante la ultima década, también se ha informado esta
tendencia en Bogotéa (Alvarez et al. 2010) y Bucaramanga (Machuca et al. 2013,
Machuca et al. 2014). Lo anterior pone de manifiesto la necesidad de continuar la
realizacion de estudios a nivel local que determinen la verdadera prevalencia de S.
aureus y la dindmica de su transmision nosocomial y comunitaria; con el fin de
encontrar medidas eficientes de manejo racional y mejorar las condiciones de

salud de la poblacion pediatrica.

Por otro lado, se ha sugerido que la adquisicion de algunos determinantes de
virulencia y resistencia podria estar influenciada por la ubicacion geografica y
factores clinico epidemioldgicos propios de cada regién. En Estados Unidos se
encontré una baja frecuencia de los genes que codifican la LPV en las cepas de
SAMS (Kuehnert et al. 2006), a diferencia de Republica Checa, en donde se hallé
gue estos eran mas frecuentes en los aislamientos de SAMS (Sila et al. 2009). De
igual forma, un estudio multicéntrico llevado a cabo en cuatro continentes,
encontré que en América se identifico una mayor frecuencia de aislamientos de
SAMR LPV (+), que en Africa, Asia y Europa (Straus et al. 2007). Lo anterior
coincide con los hallazgos obtenidos en este estudio, el cual muestra una mayor

frecuencia del gen Luk S/F-PV en los aislamientos de SARM.

Aparte de los genes que codifican la LPV, este estudio encontré una mayor
frecuencia de genes que codifican enterotoxinas (seb, sek, seq) y hemolisina
gamma (hlg) en SAMR, que en SAMS. Este hallazgo concuerda con los resultados
de Sila y colaboradores, quienes determinaron una mayor prevalencia de los
genes de enteroxinas en las cepas de SARM (Sila et al. 2009) . La baja frecuencia
de eta y etb se relaciona con la reportada en otro estudio que identificé estos

genes en el 5 % de S. aureus (van Trijp et al. 2010).
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Aunque existe controversia sobre el papel que tienen los determinantes de
virulencia en la severidad de las infecciones por S. aureus (Oliveira et al. 2002 ,
Chambers et al. 2009 , DelLeo et al. 2009 , Otto 2010), este estudio no mostré una
asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de determinantes de
virulencia y la severidad clinica de las infecciones por SAMR y SAMS. Sin
embargo, debido a que este estudio no alcanzé un poder estadistico cercano al
80%, a causa de su pequefio tamafio de muestra, no es posible establecer de
forma confiable esta asociacion. Lo anteriormente expuesto, sefiala la necesidad
de llevar a cabo investigaciones a largo plazo, que permitan la inclusiéon de un
mayor nimero de pacientes, con el fin de establecer de forma confiable la
influencia de los factores de virulencia en la morbimortalidad de los pacientes con

infecciones por S. aureus.

Adicionalmente no se encontré una diferencia estadisticamente significativa en
expresion de factores de adhesion entre las infecciones por SAMR y SAMS.
Asimismo no se determinod una asociacion entre la expresion de factores de
virulencia y la localizacion del foco primario en ambas cepas. Esto sugiere que
SAMR y SAMS, tienen el mismo potencial para producir infecciones tanto

localizadas como diseminadas.

Finalmente, se debe sefialar que una de las principales debilidades de este
estudio fue el tamafio de muestra reducido y la pérdida de un porcentaje
considerable de pacientes, debido a que a pesar de incluir inicialmente 49 casos
de pacientes con cultivos positivos para S. aureus, durante la tipificacion molecular
del gen nuc, solo 39 cepas (79,59%) de S. aureus fueron confirmadas. Estos
resultados sugieren que la utilizacién de cultivos automatizados, podria excluir a
otras especies bacterianas con perfiles bioquimicos similares a S. aureus, qu son

erréneamente identificadas como S. aureus.

Hasta la fecha, se conocen siete especies de estafilococos que tienen un perfil
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bioquimico parecido al del S. aureus, tradicionalmente descritas en la medicina
veterinaria. S. intermedius, S. pseudointermedius y S. delphini son fuente de
infeccion en perros, gatos, caballos y aves (Devriese et al. 2005, Sasaki et al.
2007). S. schleiferi subespecie coagulans se ha aislado en perros (Igimi et al.
1990), S. lutrae en nutrias, S. agnetis en la leche de bovinos con mastitis (Tapoen
et al. 2012) y S. hyicus en porcinos (Fudaba et al. 2005).

Sin embargo, en humanos también se han reportado casos de infecciones
causadas por dichos gérmenes. S. intermedius, S. pseudointermedius y S.
delphini, han sido aislados en heridas por mordedura de perros (Devriese et al.
2005, Sasaki et al. 2007). S. schleiferi subespecie coagulans fue identificado por
tipificacion molecular en un paciente con infeccion en piel y tejidos blandos de
origen nosocomial (Vandenesch et al. 1994), y en un caso de endocarditis e
infeccion metastasica que requiri6 manejo con Vancomicina, Gentamicina y
Rifampicina, en el cual se reportaron inicialmente cultivos errbneamente positivos
para S. aureus (Kumar et al. 2007). S. hyicus fue aislado en un paciente con
infeccidon de la herida causada por la mordedura de un burro (Osterlund et al.
1997). Recientemente se report6 el caso de un granjero que tenia contacto
estrecho con porcinos, hospitalizado por sepsis y celulitis de la pierna izquierda,
en quién se reportaron cultivos positivos para S. aureus. Sin embargo debido a la
rapida recuperacion del paciente, inusual en infecciones causadas por este
microorganismo, y ante la presencia de caracteristicas bioguimicas atipicas para
S. aureus, se realizo la caracterizacion molecular de especie, la cual identifico la

presencia de S. hyicus (Casanova C et al. 2011).

A pesar que los sistemas de cultivos automatizados, como el MicroScan® (utilizado
este trabajo), tienen aceptables indices de confiabilidad, varias investigaciones
sefalan que las técnicas fenotipicas, poseen limitaciones en su capacidad de
tipificacion y estabilidad, siendo mas propensas a sufrir modificaciones en el
tiempo, en comparacion a los métodos de genotipificacion. (Kloos et al. 1991,
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Maslow et al. 1993, Hernandez et al. 2001, Sasaki et al. 2007, Kaase et al. 2009,
Sasaki et al. 2010). Esta circunstancia pone de manifiesto la necesidad de
implementar técnicas de tipificacion molecular en el Hospital Universitario de
Santander, con el proposito de mejorar la identificacion de agentes etioldgicos con
perfiles bioquimicos similares a las bacterias clasicamente tipificadas, las cuales
podrian diferir en el potencial de patogenicidad y la susceptibilidad a antibiéticos.
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7. CONCLUSIONES

Desde el punto de vista genético,b SAMR y SAMS tienen el potencial de
presentarse tanto con infecciones severas como no severas en los pacientes
pediatricos internados en el Hospital Universitario de Santander. Posiblemente
estas cepas cuenten con otros determinantes, que modifiquen la presentacion

clinica y su severidad.

No se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre la mortalidad,
complicaciones y severidad de las infecciones por SAMR y SAMS en los pacientes

pediatricos internados en el Hospital Universitario de Santander.

Ambas cepas tienen un perfil similar de factores de adhesion, lo que sugiere que
tanto SAMR como SAMS tienen el mismo potencial para producir infecciones

localizadas 6 sistémicas.

SAMS continla siendo una causa importante de infeccion en el Hospital
Universitario de Santander y a nivel mundial, lo que sugiere que aun SAMR no lo

ha sustituido.

Se determind que los aislamientos de SARM se distribuyeron de forma
proporcional entre los origenes de comunitarios y nosocomiales, y se encontrd

SARM comunitario en el &mbito hospitalario.
A pesar de la amplia utilizacion de los métodos de caracterizacion fenotipica de

microorganismos, estos pueden fallar. Esto tiene importantes implicaciones

clinicas y de vigilancia epidemioldgica.
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8. RECOMENDACIONES

Realizar estudios moleculares de tipificacion a largo plazo que permitan reclutar un
mayor numero de pacientes, con el fin de lograr un mayor conocimiento de la
epidemiologia molecular de S. aureus, lo cual posibilitara el establecimiento de
medidas eficientes en el manejo racional de estas infecciones e impactara en el

mejoramiento de las condiciones de salud de la poblacion.
Implementar en el Hospital Universitarios de Santander métodos de tipificacion

molecular que logren mejorar el diagndstico de microorganismos inusuales que

tengan perfiles bioquimicos similares a las bacterias comunmente caracterizadas.
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ANEXO A. FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS

FORMULARIO DE RECOLECCION DE INFORMACION
Cuadros CM, Sosa LM. Inwvestigacion en Staphylococcus aweus meticilino resistentes y meticlino sensibles

Datos de |dentificacion

HC: Fecha diligenciamiento (ddimm/az): | | Pediitrieol] Adulte 0

Fecha ingreso cepa (dd/mmfaal: ___ /  /  Cadigo Cepalab Clinico: Codigo Cepa GIEM:
Ingreso al hospital. Fechalddmmiaak __ 7§  Hora:___ Fecha Macimiento (ddfmmfaa): __ [ [  Edad___
Sexo: M 0 F O Mivel socioecondmico: __ Residencia habitual: Zona: U0 RO
Telefono fije & mowil: Servicie: UC| O Urgencias [ Hospitalizades [ Consulta Externa [

I. Aislamiento y perfil de susceptibilidad.
Fecha:jdd/mm/aa): ! I Haora:

Margque con una X el Lugar de la toma de muestra ¢ tipo de la muestra

Hemocultve [ Liquide Pleural O Liguido Cefalomaquides O
Secrecion O Liquido Articular O Otros Ligquides O
Localizacion: Liquido Pleural o Lecalzacion:
SAMS O SAMR O

Margue con X a bo que es resistente. Si no aparece entre los antibioticos probades marcar Mo aplica [NA)
TMP-5MX O NADO Eritromicina O NAL Ciprofloxacina O NAC Otros:
Rifampicina O NAC Clindamicina [ NALC Amikacina O NAD
Vancomicina [0 MAD Tetracicliina O NAD

Il. Definicion de Caso

1. Enfermedad por 5. sureus al ingreso Defina el caso segun los criterios. Margue con X

2. Aislamiento en las primeras 48 hs
3. Hospitalizacion en las Oitimas 48 horas

) Alsiamlenio en 135 primeras 46 hs
4. Factores de Riesgo o el Mo hospitallzackin previa en las dfimas 48 hs
Si presenta alguna de las siguientes SIUSCIONES, | g tactores de resgo

margue una x amioa Caso de Infeccion asociada al cuidado de la salud
. En los dltimos 6 meses el nifo: Ha estado 0
hospitalizade & Le han hecho alguna cirugia & Le han

hecho Intubacion orotragueal & Ha recibide antibiaticos

Caso de Infeccién adgquirida en comunidad O
Enfermedad clinica evidenie al Ingreso

Enfermedad clinica evidente al ingreso Alslamlentn en las

primeras 46 he
. Alguna de las personas con quien vive frabaja | Mo hospitalizacion previa en las Giimas 43 hs
en hospital, clinica o similar Presencla de factores de riesgo
. Presentaba antes de la hospitalizacion alguna | Caso de Infeccidn de adquisicion nosocomial [
de estas condiciones: Catéter vascular Enfermedad clinica no evidente al ingreso
Catéter urinario, Insuficiencia renal cromica, Fibrosis | Alsamiento de SAMR despues de 1a3s primesas 23 he de
quistica, Diabetes mellitus hospltalizacion

. Condiciones al ingreso

1. Entidades nosoldgicas presentes al ingreso

Focoenpiel Sil MolO Tipa: Lecalizacion:

Tejidos Blandos 51 0 Mol  Tipo: Localizacion:
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Osteomielitis Si0 MNel # Focos: Localizacion:

Arfritis séptica Si0 Mol & Focos: Localizacion:
Meumonia 5i0 NeO Tipo: SIRS S5i0 MNeO
Ortros:

2. Condiciones previas

Lesiones previas en piel en el dltimo mes 50 NoO Tipe:

Foco en piel en la Oltima semana 50 NoO Tipa:

Antibigticos previos Si O No Cual:

3. Datos de clinicos de la hospitalizacion
A. Dias con fiebre durante la hospitalizacion

B. Datos de laboratorio en las primeras 48 horas del ingreso

# Leucocites: ___ 000 Segmentados: %

V3G _ mmora Proteina C reactiva:

C. Complicaciones clinicas durante la hospitalizacion Si 0 Mol
Osteomielitis Si0 Nol  # Focos: Localizacion:
Arfritis seéptica Si0 Mol  # Focos: Localizacion:

Meumonia S5i0 NeO  Tipe:
Ortros:

# esquemas ATE usados Cuales:
D. Severidad Si0 Mol
Infeccion invasiva que tiene alta letalidad o genera secuelas de gran impacto:

v Infeccion ostecarticular con des o mas focos.
*  Sepsis con y sin hemocultivos positives
) algunas de las siguientes Endocarditis, Sindrome del shock toxico, Neumonia necrosante, Fascitis necrosante,
Meurcinfeccion.
E. Mortalidad 5i0 Neol

IV. Clasificacion molecular
Determinante de especie: nuws O
Determinantas de resistencia a meticilina: mech S5i0 Mol
SCCmec TipelO TepollO TpellD Tipe IV O
Determinantas de virulencia
Higd seb0 seql sekD efad efbD wkSFO
Determinantes de adhesion
fabA 0 cfA0 cfB0 jeadd cnal

Encuestador:
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ANEXO B. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO
La | Iniversidad industrial de Santander realizara el estudio "Caracterizacion molecular de las cepas de Staphylococous
aureus

a) La justificacion y ios objetivos de la investigacion. Staphylococcus aureus es una bacteria que produce
infecciones. Algunas pueden complicarse. El tratamiento incluye antibioticos y extraccion del pus. Ultimamente, han
aparecido algunas de bacterias que no se curan con ayuda de los antibioticos habituales. Eso empeora las cosas y
requiere de otros antibioticos. El estudio se hace porque es necesario estudiar esas bacterias y las enfermedades que
ellas provocan. El objetivo es identificar los elementos moleculares responsables de que las bacterias no respondan a
ciertos antibidticos y los responsables de las enfermedades. Para efectos de esta investigacion el cuidador responsable
es alguno de los padres o un tutor (familiar adulto a cargo del nifio).

b) Los procedimientos que van a usarse y su propdsito. Se requiere que el cuidador responsable responda algunas
preguntas; ademas tomaremos algunos datos de la historia clinica y se estudiara a la bacteria que se obtuvo del nifio. Su
participacion en el estudio sera de aproximadamente 30 minutos para responder la encuesta, anotar los datos de Ia
historia clinica.

¢) Las molestias o riesgos esperados. E! nifio no va a ser somelido a ningin procedimiento como parte de I3
investigacién, los microorganismos seran aislados de las secreciones corporales o sangre, obtenidas como parte del
proceso diagnostico. Por ello es una investigacion de riesgo minimo

d) Los beneficios. Se me ha explicado que los beneficios por participar en este estudio es que los resultados podrian
ayudar a establecer tratamientos adecuados, actividades preventivas que eviten estas enfermedades.

e) Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para el sujeto. El nifio recibira el tratamiento que le
corresponde, establecido en los protocolos de atencion del Hospital Universitario de Santander.

f) Caracter voluntario de la participacién y la libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar
de participar en el estudio. La participacion en el estudio es voluntaria. Tienen libertad de retirar su consentimiento en
cualquier momento sin que se vea afectada la prestacion de los servicios de salud.

g) La seguridad que no se identificara al sujeto y que se mantendra la confidencialidad de la informacién
relacionada con su privacidad. Las respuestas sobre las preguntas antes mencionadas y los datos obtenidos de la
historia clinica seran confidenciales y solo seran utilizados para fines de esta investigacion. Los datos de este estudio
podran ser publicados en revistas cientificas, respetando la confidencialidad y el anonimato de mi hijo(a) y mi familia. Los
nifios seran identificados con un c6digo y no con sus nombres.

h) Si deseo informacién adicional, aunque ésta pudiera afectar la voluntad del sujeto para continuar
participando. Los nifios y sus cuidadores tienen la garantia de recibir respuestas a preguntas, aclaraciones a cualquier
duda y a que se les proporcione informacion actualizada sobre el problema. Pare ello deben dirigirse a e! Dr, Luis Migue!
Sosa Avila en el servicio de infectologia pediatrica del Hospital Universitario de Santander, o al cel 31 05600315

i) Responsabilidad que tiene el participante en el estudio.

Los pacientes y sus familiares tienen responsabilidad de brindar informacion verdadera.

El estudio y la participacion del nifio ha sido explicada por:

Yo, ce. . Acudiente o adulto responsable de:

Autorizo la parlicipacion del nifio en el presente estudio.

Bucaramanga,
Firma de quien autoriza la participacion Fecha

Bucaramanga,
Firma del investigador Fecha
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