ORIGINALES

Epidemiologia de infecciones nosocomiales
por Staphylococcus aureus en una unidad

de alto riesgo neonatal

Elsa Velazco, Beatriz Nieves, Maria Araque y Zoila Calderas

Laboratorio de Investigacion en Bacteriologia Roberto Gabaldén. Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Edificio Gonzalo Gonzélez.

Facultad de Farmacia. Universidad de Los Andes. Mérida. Venezuela.

Las infecciones nosocomiales son una causa importante de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo. En los paises
en vias de desarrollo es dificil llevar a cabo un programa
eficaz de vigilancia y control de este tipo de infecciones
debido al coste que implica, tanto en insumos humanos
como en otros suministros. De ahi nuestro interés en
realizar un estudio prospectivo para determinar las
caracteristicas epidemiolégicas y microbiologicas de las
infecciones nosocomiales por Staphylococcus aureusen la
Unidad de Alto Riesgo Neonatal (UARN) del Instituto
Auténomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA)
de noviembre de 1997 a octubre de 1998. Durante el
periodo estudiado, se aislaron 24 (20%) cepas de S. aureus
de un total de 120 microorganismos. S. aureus se
recupero en el 47 y 33% de la sangre y la conjuntiva,
respectivamente. En las conjuntivitis se aislo S. aureusen
el 42% como patogeno unico. De las 24 cepas de S. aureus,
20 (83%) fueron resistentes a la meticilina. De acuerdo con
su perfil de resistencia se establecieron 12 grupos en las
cepas provenientes de neonatos con infeccion nosocomial
y 1 grupo en las cepas provenientes de los dos portadores
(barrido microbioldgico), siendo Me*GmPF el patrén mas
frecuente. El analisis plasmidico revel6 2 perfiles, cada uno
con un plasmido de peso molecular mayor a 23.130 pb.
Tanto las cepas de SARM aisladas de neonatos con
infeccion nosocomial como las cepas aisladas del personal
de salud portador de este microorganismo mostraron el
mismo perfil plasmidico, lo cual sugiere que dicho
personal pudo haber actuado como reservorio de las
cepas de SARM aisladas de los neonatos con infeccion
nosocomial.
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Epidemiology of Staphylococcus aureus nosocomial infections
in a high-risk neonatal unit

Nosocomial infections are a significant cause of morbidity
and mortality throughout the world. In developing
countries it is difficult to carry out effective surveillance
and control programs for this type of infection because of
the cost in both human and material resources. These
considerations prompted us to perform a prospective
study to determine the epidemiologic and microbiologic
characteristics of nosocomial infections due to
Staphylococcus aureus in the High-risk Neonatal Unit
(HRNU) of the Instituto Auténomo Hospital Universitario
de Los Andes (IAHULA), during the period of November
1997 to October 1998. Among a total of

120 microorganisms, 24 (20%) strains of Staphylococcus
aureus were isolated; 47% were recovered from blood and
33% from conjunctive samples. Among the cases of
conjunctivitis, S. aureus was the only pathogen isolated in
42%. Twenty of the 24 Staphylococcus aureus strains
(83%) were methicillin-resistant (MRSA). According to
their resistance profiles, we established 12 groups of
strains from neonates with nosocomial infections and

1 group of strains from the two carriers among the
healthcare personnel detected by microbiological
screening. The MeRGmPR pattern was the most frequent.
Plasmid analysis disclosed tw o profiles, each having a
plasmid molecular weight over 23.130 bp. The MRSA
strains isolated from the neonates and those isolated from
the carriers showed the same plasmid profile. This
suggests that the healthcare personnel may have acted as
reservoirs of the MRSA strains found in neonates with
nosocomial infection.

Key words: Epidemiology. Sthaphylococcus aureus.
Nosocomial. Neonate. Plasmid analysis.

Introduccion

En la actualidad, Staphylococcus aureus y el grupo de
Staphylococcus coagulasa negativa son agentes etiologicos
importantes de infecciones hospitalarias!®. S. aureus es
frecuente en 4reas quirurgicas, de cuidado critico, asi
como en areas pedidtricas, siendo las sepsis los procesos
més frecuentemente involucrados®®. Asi mismo, se
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encuentra como agente etiolégico de onfalitis, conjuntivitis,
en estas Ultimas acompanados de otros microorganismos®.
La poblacion pediatrica es uno de los grupos mas
predispuestos a desarrollar infecciones nosocomiales por S.
aureus. De dicha poblacion, los neonatos representan el
grupo mas fragil, debido a la condicién de inmunosupresién
y a los procedimientos médicos a los cuales es sometido en
las unidades de cuidado especial'®!®. El tratamiento
antimicrobiano de infecciones por S. aureus esta
determinado por su resistencia a la meticilina, lo cual ha
marcado la pauta en el disefio de estrategias especificas
para el manejo terapéutico de infecciones nosocomiales
ocasionadas por este tipo de microorganismo'?. Basandose
en lo anteriormente expuesto, en la presente investigacién
se  decidieron  determinar las  caracteristicas
epidemioldgicas y microbiolégicas de las infecciones
nosocomiales por S. aureus en la Unidad de Alto Riesgo
Neonatal (UARN) del Instituto Auténomo Hospital
Universitario de Los Andes (IAHULA) durante el periodo
comprendido entre noviembre de 1997 y octubre de 1998.

Materiales y métodos

Poblacion

Se estudiaron 523 muestras provenientes de pacientes pedidtricos
recluidos en la Unidad de Alto Riesgo Neonatal del IAHULA, con
diagnoéstico clinico de infeccién nosocomial, de acuerdo con los criterios
establecidos por el Center for Diseases Control'.

Estudio microbiolégico

Aislamiento de S. aureus de muestras provenientes
de neonatos con infeccién nosocomial

El aislamiento de S. aureus de especimenes clinicos diversos se
realiz6 siguiendo los procedimientos microbiolégicos establecidos por
Koneman et al®.
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Figura 1. Localizacion de las infecciones nosocomiales por Staphyloccocus
aureus en pacientes recluidos en la unidad de alto riesgo neonatal (UARN).
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Determinacién del estado de portador de S. aureus
en el personal sanitario

Para la deteccién de portadores de S. aureus en el personal
sanitario (11 en total), se procedi6 a la toma de muestra de fosas
nasales y manos, de acuerdo con los criterios establecidos por el
Clinical Microbiology Procedure HandBook'® y Marshal'”. Dicha
actividad se realizé el 11 de junio de 1998 cuando se detect6 un
aumento en la frecuencia de aislamiento de este microorganismo.

1. Fosas nasales. Se tomaron muestras por separado en cada fosa
nasal con un hisopo estéril previamente humedecido con solucién
salina fisiolégica estéril, y se sembré en agar manitol salado (DIFCO),
incubandose a 37 °C durante 72 h.

2. Manos. Se utilizé el método de impronta de acuerdo con lo
descrito por Marshal'’, en placas RODAC conteniendo DIFCO. A cada
miembro del personal de salud se le tomaron muestras de las yemas
de los dedos pulgar, indice y medio. Las placas se incubaron a 37 °C
durante 72 h.

Identificacién

La identificacion a nivel de género y especie de las cepas aisladas se
realizé6 segun lo descrito en Clinical Microbiology Procedure
HandBook', por Kloss y Lambe!® y por Koneman et al'®.

Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

1. Método de difusion en disco. A cada cepa de S. aureus se le
determiné la susceptibilidad ante los siguientes agentes
antimicrobianos: gentamicina (10 pg), eritromicina (15 pg),
clindamicina (2 pg), rifampicina (5 pg), fleroxacina (5 ng) y
tetraciclina (30 pg), mediante el método de difusién en disco
(Kirby-Bauer) segun el procedimiento descrito por el Comité Nacional
de Laboratorios Clinicos Estdndar'®. La susceptibilidad
antimicrobiana a la oxacilina se determiné utilizando el disco de
oxacilina de 1 pg y agar Mueller-Hinton (DIFCO) con 2% de cloruro de
sodio. Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 h.

2. Método de dilucién en agar. Las cepas de S. aureus resistentes a
la oxacilina y gentamicina se les realizaron pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana cuantitativas por la técnica de concentracién
inhibitoria minima (CIM) segun el procedimiento descrito por el
Comité Nacional de Laboratorios Clinicos Estandar'®. Se utilizaron
farmacos puros de oxacilina (Laboratorios Valmorca) y gentamicina
(SIGMA). Para el ensayo de oxacilina se le agregé al agar
Mueller-Hinton, 2% de cloruro de sodio. La cepa se considerd
resistente a oxacilina y gentamicina cuando se observé un desarrollo
bacteriano a una concentracién igual o mayor a 4 y 8 pg/ml,
respectivamente.

3. Deteccion de la hiperproduccion de betalactamasa. En las cepas
de S. aureus resistentes a la oxacilina se determiné la hiperproduc-
cién de de betalactamasa mediante la evaluacion de la sensibilidad al
disco de amoxicilina con acido clavuldnico (20/10 pg) por el método de
Kirby-Bauer, de acuerdo con el procedimiento descrito en el Clinical
Microbiology Procedure HandBook'®. La prueba se consideré positiva
cuando la cepa mostré un halo de inhibicién mayor o igual a 19 mm
para este antibiético.

Las cepas controles que se utilizaron para las pruebas de
susceptibilidad antimicrobianas fueron: S. aureus resistente a
meticilina (SARM) y S. aureus sensible a meticilina (SASM) del
Instituto Pasteur (BioMérieux) y S. aureus ATCC 25923.

Estudio plasmidico

El andlisis plasmidico se llevé a cabo por el método de lisis
alcalina®, en cepas de SARM resistentes a gentamicina, seleccionadas
de acuerdo con los valores de la CIM, incluyéndose una cepa aislada
en enero de 1999 para verificar la posible circulacién de una misma
cepa en la mencionada area de estudio.
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Figura 2. Distribucion mensual de aislamientos de Staphylococcus aureus en
la unidad de alto riesgo neonatal (UARN).
*Busqueda de portadores de SARM en el personal de salud.

Resultados

Durante el periodo estudiado, se aislaron 24 (20%) cepas
de S. aureus de un total de 120 microorganismos
involucrados en las infecciones nosocomiales de la Unidad
de Alto Riesgo Neonatal del IAHULA. En la figura 1,
puede apreciarse la frecuencia de aislamiento de este
microorganismo a partir de diversos tipos de infecciones,
recuperandose en mayor porcentaje de sangre (11/24) y
conjuntiva (8/24), con el 47 y 33%, respectivamente. Se
observd mayor frecuencia de aislamiento en los meses de
mayo (21%) y octubre (39%) de 1998 (fig. 2). En las
conjuntivitis, S. aureus se aislé en el 42% como patdgeno
Unico. De las 24 cepas de S. aureus aisladas, 20 (83%)
fueron resistentes a la meticilina.

En el personal de salud (11 en total) que se encontraba
trabajando en el momento del barrido microbiolégico, se
detectaron 2 portadores de SARM (22%), representados
por una médico residente de pediatria y una estudiante de
enfermeria.

Al agrupar las cepas de S. aureus, de acuerdo con su
perfil de resistencia, se establecieron 12 grupos en las
cepas provenientes de neonatos con infeccién nosocomial y
un grupo en las cepas provenientes de los 2 portadores
detectados en el barrido microbioldgico (tabla 1). Once
cepas (46%) de SARM aisladas de neonatos también
fueron resistentes a la gentamicina. Por otra parte,

TABLA 1. Perfil de resistencia antimicrobiana de cepas
de Staphylococcus aureus provenientes de recién nacidos
con infeccion nosocomial y personal de salud portador
de dicho microorganismo (método Kirby-Bauer)

Numero de cepas

Perfil de resistencia antimicrobiana .
resistentes

Recién nacidos

Oxacilina®

Oxacilina®, gentamicina®

Oxacilina®, gentamicina¥®, eritromicina®

Oxacilina®, gentamicina®, clindamicina®,
tetraciclina®

Oxacilina®, gentamicina®, tetraciclina®

OxacilinaR, geéltamicinaR, eritromicinak,
tetraciclina’

OxacilinaF®, eritromicina®

Oxacilina®, eritromicina¥, tetraciclina®

OxacilinaR, eritromicinaF, clindamicina®

Oxacilina¥, tetraciclina®

Eritromicina®

Tetraciclina®

W = = Ot

QO DD DD

Personal de salud
Oxacilina®, gentamicina® 2

RResistente.

TABLA 2. Concentracion inhibitoria minima de oxacilina
y gentamicina frente a cepas de Staphylococcus aureus
provenientes de recién nacidos con infeccion nosocomial
y personal de salud portador de dicho microorganismo

Antibiético (pg/ml) | Numero de cepas resistentes

Oxacilina®
8 1
16 3
> 32 18%*
Gentamicina***
8 9
> 16 4x*

*Rango de oxacilina: 0,5-32 pg/ml.
**Dos cepas pertenecen a portadores de S. aureus (personal de salud).
***Rango de gentamicina: 1-16 pg/ml.

5 cepas (21%) de S. aureus aisladas de recién nacidos con
infeccion nosocomial y las 2 cepas (100%) aisladas de los
portadores presentaron el patrén MeRGmR. Nueve cepas
(38%) de S. aureus aisladas de neonatos con infeccién
nosocomial fueron multirresistentes.

TABLA 3. Caracteristicas fenotipicas de las cepas de Staphylococcus aureus seleccionadas para el analisis plasmidico

CIM /ml . ‘s

Cepas Fechz} de Muestra (ng/mb Perfil de resistencia Hiperproduccion

aislamiento o il Gentamici de betalactamasa

xacllina entamicina
071 16-01-98 Sangre > 32 >16 Oxacilina®, gentamicina¥, tetraciclina® Positivo
446 02-10-98 Secrecién conjuntival > 32 > 16 Oxacilina®, gentamicina® Positivo
509.1 16-10-98 Secrecién conjuntival > 32 8 Oxacilina®, gentamicina®, eritromicina® Positivo
526 B 21-10-98 Sangre > 32 8 Oxacilina®, gentamicinaF, eritromicina®,
tetraciclina® Positivo

P1 11-06-98 Manos > 32 >16 Oxacilina®, gentamicina® Positivo
P11 11-06-98 Manos > 32 > 16 Oxacilina®, gentamicina® Positivo
RResistente.

071,446,509.1 y 526B: cepas de Staphylococcus aureus provenientes de pacientes con infeccién nosocomial neonatal.

P1y P11: cepas de S. aureus provenientes del personal de salud.
CIM: concentracién inhibitoria minima.
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En la tabla 2 se aprecian los altos niveles de resistencia
que mostraron las cepas de S. aureus a la meticilina y
gentamicina. En la tabla 3, se muestran las caracteristicas
fenotipicas de las 6 cepas de S. aureus resistentes a
meticilina y gentamicina seleccionadas para el analisis
plasmidico. Todas las cepas seleccionadas mostraron
valores para la CIM mayores de 32 y 16 pg/ml para la
meticilina y gentamicina, respectivamente; a excepcion
de las cepas 509.1 y 526B. Ademas de la resistencia a la
meticilina y gentamicina, algunas cepas también fueron
resistentes a la tetraciclina y/o eritromicina. Las 6 cepas
fueron hiperproductoras de betalactamasa. El andlisis
plasmidico reveld 2 perfiles, cada uno con un plasmido de
un peso molecular mayor a 23,130 pb (fig. 3). Las cepas
446, 509.1, 526B, 548.1 y P1 presentaron el perfil A. Las
cepas 071 y P11 mostraron el perfil B.

Discusion

Las infecciones nosocomiales contintian siendo una
causa importante de morbilidad y mortalidad en las
unidades de cuidados intensivos!'!?!23, La infeccién por
SARM en recién nacidos es un problema particularmente
serio. Ello puede deberse, en principio, a la condicién de
inmunosupresiéon del recién nacido, aunado a los
procedimientos médicos invasivos a los cuales es sometido
en las diversas unidades de cuidado especial'®!3, Como se
evidencia en nuestro trabajo, cepas de SARM se aislaron
con elevada frecuencia de neonatos con infecciéon de origen
nosocomial, principalmente de casos de sepsis y
conjuntivitis. Estas infecciones se presentaron con mayor
frecuencia en los meses de mayo y octubre de 1998, lo cual
pudo estar motivado por varios factores, entre ellos, la
rotacion peridédica del personal médico residente de
pediatria y los estudiantes de enfermeria, asi como a la
insuficiente practica de lavado de manos debido a los
problemas de suministro de agua que sufre la institucion
hospitalaria. SARM en muchas UCI es ya endémico y en
determinados hospitales, mas del 50% de las bacteriemias

23.130 pb

9.416 pb

Figura 3. Perfil plasmidico de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
gentamicina, provenientes de neonatos con infeccién nosocomial y personal de
salud portador de dicho microorganismo. 1, fago lambda Hind IIT; 2, 071; 3,
446;4,509.1; 5, 526 B; 6, 548.1; 7, P1; 8, P11.
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por este organismo ocurren en las mencionadas areas
criticas de hospitalizacion”®24, En este estudio pudo
demostrarse que el 38% de las cepas de S. aureus fueron
multirresistentes con respecto a algunos de los
antibiféticos ensayados (meticilina, gentamicina,
eritromicina, clindamicina y tetraciclina), hallazgos
similares a los observados por otros investigadores® 22527,
En el presente trabajo el marcador de resistencia
predominante en las cepas de SARM fue la resistencia a la
gentamicina, resultado que se comparte con otros
publicados previamente!2%, Llama la atencién en este
estudio la elevada frecuencia de conjuntivitis en la Unidad
de Alto Riesgo Neonatal del IAHULA ocasionada por
cepas de SARM, especialmente por su predominio como
patdgeno tnico en este tipo de infecciones. Este hallazgo
difiere de lo observado por otros autores?, quienes senialan
como caracteristica predominante la presencia de cultivos
polimicrobianos en este tipo de infeccidn. Los brotes por
SARM, comienzan usualmente con la transferencia o
admisién de un paciente o miembro del personal infectado
y/o colonizado de otro hospital o de la comunidad. Asi
mismo, pacientes de larga estancia con enfermedad
créonica pueden actuar como reservorio de estas cepas.
Este microorganismo puede persistir por la carencia de
interés, asi como de insumos humanos y suministros, que
permitan ejecutar las acciones especificas en el marco de
la vigilancia y control de SARM?*2%3°, Las cepas de SARM
pueden diseminarse entre los pacientes mas enfermos por
distintas vias de transmisién. En un intento de
determinar la fuente de origen de las cepas de SARM, tras
el pico de frecuencia en el mes de mayo, se realizé un
estudio microbiolégico puntual en el mes de junio de 1998,
en el personal de salud que se encontraba de turno en la
Unidad de Alto Riesgo Neonatal del TAHULA. De este
personal se tomaron muestras de las fosas nasales y de las
manos, aislandose cepas de SARM en el 22%, de las cuales
el 11% provenian del personal médico residente de
pediatria que en ese periodo se encontraba rotando por la
mencionada drea de hospitalizacién. La colonizacién de las
manos con SARM es importante por dos razones. En
primer lugar, los estudios de colonizacién de trabajadores
de la salud que no incluyen cultivo de las manos pueden
fallar en detectar una gran proporcién de individuos,
quienes transitoria o persistentemente portan cepas de
SARM?®. En segundo lugar, el aislamiento de SARM de las
manos, pero no de las fosas nasales anteriores, implica
que el trabajador de la salud sélo albergd temporalmente
cepas de SARM. Si el personal estd colonizado
temporalmente, ellos no pueden transmitir SARM
eficientemente entre instituciones; sin embargo, si pueden
servir como una fuente importante en la diseminacién de
SARM dentro de la instituciéon®. La mayoria de las cepas
de SARM aisladas de los recién nacidos con sepsis y
conjuntivitis, compartieron también la resistencia a la
gentamicina y ademés mostraron los dos perfiles
plasmidicos. Una cepa de SARM resistente a gentamicina
aislada de una médico residente de pediatria presento el
mismo perfil plasmidico A, presente en 2 cepas de SARM
resistente a gentamicina, provenientes de neonatos con
conjuntivitis y de un neonato con infeccién en la sangre. El
perfil plasmidico B presente en una cepa de SARM
resistente a gentamicina de un paciente con sepsis
neonatal en el mes de enero de 1998, también lo presentd
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la cepa de SARM resistente a gentamicina aislada de las
manos de la estudiante de enfermeria, lo cual sugiere la
posible presencia de una cepa endémica en el area
estudiada. La cepa 548.1, aislada en enero de 1999 de un
paciente con infeccién de herida, también presentd el
mismo perfil plasmidico A, lo cual hace suponer que
todavia en esa fecha circulaba la misma cepa aislada en
octubre de 1998, probablemente debido a la falta de
aplicacién de estrategias especificas para la erradicacién
de la cepa de SARM. Este hallazgo sugiere que este
personal de salud actudé como posible fuente para la
diseminaciéon de SARM de recién nacido a recién nacido,
tal como lo han sefnalado otros investigadores en estudios
similares?%3!, Para elucidar el origen y emergencia de
SARM y prevenir su propagacion en la Unidad de Alto
Riesgo Neonatal del IAHULA, es necesario continuar con
este tipo de estudio de manera sistematica, ampliando la
busqueda de estas cepas en un mayor numero de
trabajadores de la salud y del medio ambiente.
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