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Staphylococcus aureus resistente a meticilina
adquirido en la comunidad aislados en tres
hospitales de Lima-Perd.

Methicillin resistant Staphylococcus aureus isolates acquired in the community in three hospitals in Lima,
Peru.
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RESUMEN

Staphylococcus aureus es un importante patégeno involucrado en una serie de infecciones e intoxicaciones, presenta
multiples factores de virulencia y su impacto se incrementa por su notable resistencia a los antimicrobianos. Objetivo:
Determinar la frecuencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente adquiridos en la comunidad, en hospitales
de Lima- Peri. Material y métodos: Se realizo un estudio descriptivo multicéntrico. La resistencia a meticilina se
determino por el método Oxacillin Agar Screen. El origen de la cepa fue determinado mediante los criterios de los
CDC; la Leucocidina de Panton Valentine fue identificada por métodos moleculares. Resultados: Se aislaron 276
cepas de Staphylococcus aureus, 160 fueron resistentes a meticilina (58%), 9 de cllas fueron identificadas como
adquiridas en la comunidad (5,6%). La PVL fue identificada en 25 cepas (9,1%), 14 fueron MSSA y 11 MRSA, de
éstas ultimas solo 4 fueron MRSAcom, 7 fueron MRSAhosp (p<0,001). Conclusiones: El estudio revela niveles
elevados de resistencia a meticilina, pero niveles bajos de¢ MRSAcom. En nuestro medio la presencia de PVL no
constituiria un marcador para la identificacion de los MRSAcom. (Rev Med Hered 2010;21:4-10).

PALABRAS CLAVE: Staphylococcus aureus, resistente, meticilina, comunidad.
SUMMARY

Background : Staphylococcus aureus is an important pathogen involved in a series of infections and toxin mediated
syndromes, has many virulence factors and its impact increases its resistance to antimicrobial agents. Objectives:
To determine the frequency of community acquired methicillin resistant Staphylococcus aureus among hospitals in
Lima -Peru. Material and Methods: We performed a prospective multicenter study. The resistance to methicillin
was determined by the Oxacillin Agar Screen method. The origin of the strain was determined using CDC criteria,
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the Panton Valentine Leucocidin was identified by molecular methods. Results: We isolated 276 strains of Staphylococcus
aureus, 160 were resistant to methicillin (58%). 9 strains were identified as community acquired MRSA (5.6%). The
Panton Valentine Leucocidin was identified in 25 strains (9.1%), 14 were MSSA and 11 MRSA, only 4 of the latter
were CA MRSA, 7 were HA MRSA (p <0.001). Conclusions: The study showed frequencys of methicillin resistance,
but low CA MRSA. In our environment the presence of PVL would not be a marker for the identification of CA

MRSA. (Rev Med Hered 2010;21:4-10).

KEYWORDS: Staphylococcus aureus, methicillin-resistant, community.

INTRODUCCION

Staphylococcus aureus, uno de los patogenos
humanos mas importantes, se encuentra involucrado
en una diversidad de infecciones e intoxicaciones,
pudiendo comprometer cualquier 6rgano del sistema
(1-4). El tratamiento de estas infecciones se ve
dificultado por su elevada capacidad de generar
resistencia a los antimicrobianos.

En 1946, se reportd un 60% de resistencia a
penicilinas naturales, en 1960 ésta se incremento a 80%,
obligando a su abandono. Hacia 1961 se report6 en
Europa la aparicion de Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA), extendiéndose posteriormente a
diversas partes del mundo (5,6), constituyendo en la
actualidad un serio problema de salud publica (7,8,9).

Estudios en nuestro pais muestran una elevada
prevalencia de MRSA, sobre todo a nivel hospitalario
(10,11). En un estudio multicentrico en 6 hospitales de
Lima Metropolitana (1996) encontramos 63,3% de
cepas MRSA (11).

El mecanismo molecular de resistencia a la
meticilina consiste en la produccion, por el gen mecA,
de una proteina de union a penicilina adicional (PBP2a)
que no presenta afinidad por los betalactamicos,
originando resistencia a penicilinas semi-sintéticas
(meticilina y oxacilina), cefalosporinas de primera a
cuarta generacion y a los carbapenems; extendiéndose
a otras familias antibioticas como las quinolonas y
lincosamidas (5,6). El gen mec A estd localizado en
una isla genomica movil conocida como Staphylococcal
Cassette Chromosome mec (SCCmec). En la actualidad
se han identificado siete tipos de SCCmec (I al VII),
sus tamafios varian de 20,9 a 66,9 kb. El SCCmec tipo
I (34,3 kb), IV (20,9-24,3 kb), V (28 kb), VI (20,9
Kb),y VII (35,9 kb) codifican solo resistencia al grupo
de betalactamicos, mientras que los SCCmec tipo 11
(53,0 kb) y I11(66,9 kb) generan resistencia a multiples
grupos de antibidticos (12).

En 1993 emergen las cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina adquiridos en la
comunidad (MRSAcom), cepas de elevada virulencia
implicadas principalmente en infecciones severas de
piel y tejidos blandos, neumonia necrotizante graves y
fulminantes (13-16).

MRSAcom es diferente del Staphylococcus aureus
meticilino resistente de origen hospitalario (MRS Ahosp)
conocido hasta entonces. The Centers for Disease
Control and Prevention - CDC la define como cepas de
MRSA aisladas de pacientes no hospitalizados o dentro
de las primeras 48 horas de hospitalizacion, sin
antecedentes de infeccion o colonizacion con MRSA,
sin hospitalizacion en el afio anterior al aislamiento, ni
empleo de dispositivos protésicos permanentes (13).

Genéticamente los MRSA-com poseen el SCCmec
de los tipos tipo IV,V y VII a diferencia de los
MRSAhos, que poseen los tipos I, I, IIT 'y VI (12,14-
16). Los MRSA-com poseen factores de virulencia
especificos como una exotoxina: Leucocidina de Panton
Valentine (PVL), elemento no solo relacionado con su
elevada patogenicidad, sino también empleado como
marcador molecular para su identificacion. Se ha
reportado ademas que estas cepas tienen mayor rapidez
de duplicacion y elevada capacidad de diseminacion.

Recientemente se ha informado un nuevo factor de
virulencia los péptidos modulina soluble en fenol (PSM),
con capacidad para aglutinar, activar y lisar neutréfilos
humanos, bloqueando de esta manera la primera linea
de respuesta inmune celular contra estas infecciones
(9,13-20).

Los MRSAcom presentan un perfil de susceptibilidad
a antimicrobianos particular: son resistentes a
betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas,
aminopenicilinas asociadas a inhibidores de
betalactamasas, carbapenems) asi como a los
macrolidos-azalidos (eritromicina, claritromicina,
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azitromicina). Sin embargo a diferencia de los
MRSAhos, son susceptibles a sulfametoxazole/
trimetoprim, clindamicina, gentamicina, rifampicina,
entre otros (15,16).

Laidentificacion de las cepas MRSAcom es de suma
importancia para el abordaje terapéutico adecuado de
las infecciones y disminuir la elevada mortalidad, asi
mismo para la implementacion de medidas de control
que impidan su propagacion. Sin embargo, en nuestro
medio no se han realizado estudios orientados a su
identificacion.

El estudio tuvo como objetivo determinar la
frecuencia de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina adquirido en la comunidad en hospitales de
Lima Metropolitana.

MATERIALY METODOS

Estudio de tipo descriptivo, transversal. Entre mayo
2005 y septiembre 2006, se recolectaron 276 cepas de
Staphylococcus aureus de los laboratorios de 3 hospitales
de Lima: Hospital Nacional Cayetano Heredia (HNCH),
Instituto Especializado de Salud del Nifio (INSN),
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN). Las cepas fueron verificadas mediante pruebas
de coagulasa, DNAsa y almacenadas hasta su uso.

Determinacion de la Resistencia a Meticilina

Se empled el método Oxacillin Agar Screen
propuesto por Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). En placas de agar Mueller Hinton
suplementado con oxacilina (6 pg/mL) y NaCl (4%),
se inocularon 10* UFC. Las placas fueron incubadas
entre 33-35°C durante 24h. La presencia de una o mas
colonias sobre el inoculo fue indicador de resistencia
ameticilina.

Determinacion de cepas MRSAcom

Las cepas MRSA-com fueron catalogadas en base
a los datos epidemiologicos obtenidos. Las cepas de
MRSA aisladas de pacientes no hospitalizados o en las
primeras 48 horas de internamiento, sin antecedentes
de uso de protesis o uso de antimicrobianos prolongado,
fueron considerados MRSAcom.

Extraccion del DNA

La extraccion del ADN se realiz6 a partir de un
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cultivo de la cepa, resuspendiendo 2 a 3 colonias de la
bacteria en 200 pL de solucion tampon TE (1X),
conteniendo 50 pL de Lisozima y 25 pL de Lisostafina,
incubandose a 37 °C por 20 minutos. Se agregd SDS/
Proteinasa K (75/5 pL) y se incubd por 1 hora a 37° C;
posteriormente se afiadieron 84 puL de NaCl SM y 60
uL de CTAB incubandose a 65° C por 20 minutos. Se
adicionaron 750 puL de una solucién de Cloroformo/
Alcohol Isoamilico (24:1), se centrifugd por 15 minutos
a 12000 gy el sobrenadante fue transferido a un nuevo
tubo. El DNA fue precipitado con 400 pL de
Isopropanol, e incubado a - 20°C por 30 minutos. La
muestra fue centrifugada por 15 minutos a 12000 g.,
lavada con 1 mL de etanol a 70%, centrifugada por 15
minutos a 12000 g y finalmente secada y resuspendida
en 100 pL de solucion TE. EI DNA fue guardado a 4°
C hasta su posterior uso.

Deteccién de la Leucocidina de Panton Valentine - PVL

La PVL fue identificada mediante PCR, los
“cebadores” empleados fueron los disefiados por Lina
et al (34) de acuerdo a la secuencia de genes de PVL
(Gen Bank N° X72700 y AB006796). Para luk PV-1,
5"-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-3’
y para luk-PV-2, 5>~ GCATCAASTGTATTGGATAGCAA
AAGC-3". La amplificacion se realizdé en un
termociclador Perkin Elmer 9700 (Applied Biosystems),
segun el siguiente esquema: un ciclo inicial de 94° C
por 5Smin; seguido de 30 ciclos de 94° C por 30 seg,
55° C por 30 seg, 72° C por 1 min; extension final 72°
C por 1 min. Los productos de PCR fueron separados
por electroforesis en gel de azarosa al 1,5% conteniendo
bromuro de etidio para su posterior visualizacion con
luz UV. Las condiciones de corrida fueron: 60V durante
60 min.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa
SPSS version 15,0, se realizaron tablas de frecuencia y
contingencia, se utilizé la prueba de chi cuadrado para
el analisis de los datos, se consider6é como significativo
un valor de p< 0,05.

RESULTADOS

De las 276 cepas de Staphylococcus aureus, 81
provenian de consultorios externos y 195 de pacientes
hospitalizados, la mayoria provenian de hemocultivos,
heridas de piel y tejidos blandos, con 90 y 86 cepas
respectivamente (Tabla 1).
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Resistencia a Meticilina

Ciento sesenta cepas (58%) fueron identificadas como
MRSA, la distribucion de las cepas MRSA y MSSA
fue significativamente diferente segin el hospital de
origen, procedencia del paciente, y procedencia de la
cepa (p<0,001). Los MRSA fueron mas frecuentes en
pacientes hospitalizados (66,2%) en las cepas aisladas
de las bacteriemias y de las infecciones de piel y tejidos
blandos. Fueron menos frecuentes en las cepas
provenientes de vias respiratorias altas (Tabla 1).

Origen de las cepas MRSA

De las cepas MRSA aisladas, 9 (5,6%) fueron
catalogadas como adquiridas en la comunidad
(MRSAcom), 129 (80,6%) fueron adquiridas en el
hospital (MRSAhos) y 22 (13,8%) resultaron
indeterminadas al no cumplir con los criterios
establecidos por CDC o carecer de informacion
concluyente. De las cepas MRSAcom, 5 fueron aisladas
de infecciones en piel y tejidos blandos, 3 de infecciones
de vias respiratorias bajas y una cepa de hemocultivo.
Se encontr6 diferencia estadisticamente significativa
entre el origen de las cepas y el lugar anatdmico de su
aislamiento (p<0,001). Seis cepas fueron aisladas en
el HNCH y 3 cepas en el INSN.

Presencia de PVL
La Leucocidina de Panton Valentine fue identificada

en 25 cepas (9,1%); 11 cepas MRSA (6,9%) y 14 cepas
de MSSA (12,1%). La mayor proporciéon de PVL fue

identificada en cepas MSSA frente a las cepas MRSA
(12,1% vs 6,9%).

En las cepas MRSAhos, 7 cepas (5,4%) resultaron
positivas para la PVL, en las cepas MRSAcom 4
(44,5%) fueron positivas para PVL (Tabla 2).

El analisis estadistico mostro diferencia significativa
en el origen de las cepas respecto a la presencia de la
PVL (p<0,001) y muestra independencia en la
susceptibilidad a meticilina respecto a la presencia de
PVL (p=0,138) (Tabla 2).

DISCUSION

En la actualidad Staphylococcus aureus se presenta
como un patdgeno cada vez mas importante, ello debido
al arsenal de factores de virulencia que presenta el
microorganismo sumada a su elevada capacidad de
generar resistencia a los antimicrobianos (1-4).

Nuestro estudio muestra niveles elevados de
resistencia a meticilina, el 58% de cepas aisladas
resultaron MRSA, los reportes en nuestro medio
muestran valores de frecuencia variable entre 50 — 90%,
pero empleando metodologia y poblaciones diversas.

Es importante destacar que las cepas MRSA
manifiestan fenotipicamente homoresistencia o
heteroresistencia, siendo éste ultimo el mas frecuente
y en el que solo una minima cantidad de bacterias en
una poblacion (1 en 100 000), expresan el fenotipo
resistente, dificultando su identificacién in vitro, lo que

Tabla 1. Susceptibilidad a Meticilina en Staphylococcus aureus aislados de tres hospitales de

Lima — Peru.

Susceptibilidad a Meticilina

Parametro de evaluacion N (%) n{;;eg) p
MSSA n(116) MRSA n(160)
Hospital de origen
Hospital Nacional Cayetano Heredia 80 (51,9%) 74 (48,1%) 154
Instituto Enfermedades Neoplasicas 30 (37%) 51 (63%) 81 <0,001
Instituto de Salud del Nifo 6 (14,6%) 35 (85,4%) 41
Procedencia del paciente
Consultorio externo 50 (61,7%) 31 (38,3%) 81 <0.001
Paciente hospitalizado 66 (33,8%) 129 (66,2%) 195 ’
Procedencia de la cepa
Bacteriemia 29 (32,2%) 61 (67,8%) 90
Piel y tejidos blandos 35 (40,7%) 51 (59,3%) 86
Vias respiratorias bajas 11 (23,4%) 36 (76,6%) 47
Vias respiratorias altas 38 (82,6%) 8 (17,4%) 46 <0,001
Infeccion del tracto urinario 2 (50%) 2 (50%) 4
Osteomielitis 1(33,3%) 2 (66,7%) 3
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Tabla 2. Leucocidina de Panton-Valentine identificado en Staphylococcus aureus
aislados en tres hospitales de Lima — Pert.

PVL PVL Total
Tipos de Cepa Negativo Positivo (n=276) p
(n=251) (n=25) a
MSSA 102 (87,9%) 14 (12,1%) 116
0,138
MRSA 149 (93,1%) 11 (6,9%) 160
MRSAhos 122 (94,6%) 7 (5.4%) 129
MRSAcom 5(55,5%) 4 (44,5%) 9 <0,001
Indeterminado 22 (100%) 0 22

obliga al empleo de métodos especiales para su
identificacion. En nuestro estudio se empled el "Oxacillin
Agar Screen", método recomendado por CLSI y que
detecta tanto cepas homoresistentes como
heteroresistentes, siendo considerado el método
fenotipico de referencia. Con ésta misma metodologia,
en 1996, en un estudio en 6 hospitales de Lima,
encontramos 63,3% de MRSA, resultados similares a
los actuales, considerando ademas que ambos fueron
estudios multicéntricos (11).

El incremento en la prevalencia de infecciones por
MRSA, esta conduciendo a un mayor uso de los
glucopéptidos, lo que a su vez origina un incremento
notable de los costos de tratamiento de estas
infecciones, pero mas grave aun es la presion selectiva
antibidtica que conduce a la generacion de resistencia
a estas drogas, que se evidencia en la actualidad por la
aparicion de las cepas con resistencia intermedia a
Vancomicina— VISAy las cepas con resistencia absoluta
— VRSA, como lo muestran diversos reportes (21-
24).

Tradicionalmente, el Staphylococcus aureus
meticilino resistente (MRSA) ha sido considerado un
patdogeno nosocomial, con caracteristicas propias y
factores predisponentes bien determinados. Sin embargo
en la ultima década aparecen infecciones por cepas
MRSA con caracteristicas fenotipicas y genotipicas
diferentes, denominandoseles como adquiridos en la
comunidad (MRSAcom). Este nuevo patéogeno
constituye una mayor preocupacion que las cepas
convencionales de MRSA (9).

Nuestro estudio identificd, en base a los criterios
de CDC, 5,6% de cepas MRSAcom, ninguno de los
pacientes presentaba antecedentes relevantes de
contacto directo o indirecto con ambientes hospitalarios,
permanencia en instituciones de cuidados cronicos, ni
de uso prolongado de antibidticos, que hicieran
sospechar la infeccion previa por MRSA. Las cepas
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aisladas provenian de infecciones en piel y partes blandas,
neumonias y septicemia. Estos datos coinciden
plenamente con las caracteristicas de los MRSAcom
cuyo espectro de infecciones va desde los cuadros
cutaneos locales (forunculos, abscesos, celulitis) hasta
enfermedad sistémica severa incluyendo la neumonia
necrotizante, bacteriemia y abscesos profundos (13-
16).

Este estudio constituye el primer reporte de
MRSAcom en nuestro pais, su frecuencia es atin baja
si la comparamos a reportes en el resto del mundo,
incluso paises de Sudamérica en los que se han
reportado niveles crecientes, llevando a calificarlo como
un problema emergente, obligando a implementar
diversas medidas para su control (25-27). Sin embargo,
el patdgeno esta presente en nuestro medio y amerita
programas de vigilancia epidemiolégica constante y la
implementacion de medidas que permitan el control del
problema, mas aun si existe el riesgo que estas cepas
se diseminen de la comunidad al ambiente hospitalario,
con niveles insospechados de mortalidad y
consecuencias mucho maés severas, dado el mayor
compromiso de los pacientes hospitalizados, como ya
han sido descritos en Alemania, Israel, Reino Unido y
EUA (28).

Diversos reportes asignan a los MRSAcom
propiedades particulares como su mayor velocidad de
replicacion, mayor patogenicidad como consecuencia
de factores de virulencia adicionales como la
Leucocidina de Panton-Valentine, citotoxina formadora
de poros, que produce destruccion de los leucocitos
mononucleares y polimorfonucleares, causando la
muerte celular por necrosis o apoptosis, la necrosis
tisular en la neumonia necrotizante y las infecciones
severas de piel, partes blandas, siendo propuesta como
marcador caracteristico de las cepas MRSAcom (15-
20). Por esta razén se incorpord en el estudio la
identificacion de esta proteina.

Nuestro estudio muestra que la PVL, no es
exclusividad de las MRSAcom, el factor de virulencia
fue identificado tanto en cepas resistentes como
susceptibles a meticilina. Asi mismo fue encontrada en
cepas MRSA de origen hospitalario como adquiridas
en la comunidad. Recientes estudios han puesto en
discusion la utilidad de la PVL como marcador de las
cepas MRSAcom, Rossney et al. (29), en un estudio
realizado en Irlanda, encontraron que solo 6,7% de los
MRSAcom aislados resultaron positivos para PVL,
concluyendo que esta proteina no deberia ser usado
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como un Unico marcador para MRSAcom, siendo
necesaria la combinacion de distintas caracteristicas
fenotipicas y que se requieren posteriores estudios que
definan un marcador confiable o una combinacion de
marcadores que faciliten su reconocimiento (30).

Los resultados del estudio nos permiten concluir
que en nuestro medio estan presentes cepas de
Staphylococcus aureus de elevada virulencia, aun en
baja frecuencia, pero que amerita la implementacion
de medidas de control oportunas y efectivas. Asi mismo
que la PVL no constituye un marcador suficiente para
la identificacion de cepas de MRSAcom.
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