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RESUMEN

La prevalencia de resistencia antimicrobiana en patégenos
que causan infecciones intrahospitalarias ha sequido au-
mentando, particularmente en pacientes de Unidades de
Cuidado Intesivo (UCI). Informacion reciente proporcionada
por el Center for Disease Control (CDC) muestra que en Es-
tados Unidos la prevalencia de resistencia a meticilino en S.
aureus es de un 60% y que la prevalencia de enterococos
resistente a vancomicina es cercana a un 30%. Las infeccio-
nes intrahospitalarias causadas por S aureus meticilino re-
sistente (SAMR) y enterococo resistente a vancomicina (EVR)
estan asociadas con una alta morbilidad, mortalidad y gran-
des costos de hospitalizaciéon. Organizaciones gubernamen-
tales y profesionales han recomendado programas de vigi-
lancia activa para identificar, prevenir y controlar infecciones
causadas por SAMR y EVR dentro de los hospitales. Con el
fin de identificar rédpidamente aquellos pacientes que deben
ser puestos en aislamiento de contacto se necesitan méto-
dos de screening que sean rapidos y precisos. Los objetivos
de esta presentacion son discutir la significancia clinica de
las infecciones intrahospitalarias y describir los métodos de
biologia molecular disponibles para la deteccion de SAMR y
su aplicacion en el control de estas infecciones.

SUMMARY

The prevalence of antimicrobial resistance among pathogens
causing healthcare associated infections continues to
increase, particularly in Intensive care unit (ICU) patients.
Recent data from the Centers for Disease Control (CDC)
show that in United States the prevalence of methicillin
resistance among clinical isolates of S aureus is now 60%
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and the prevalence of vancomycin resistance among
isolates of Enterococcus isolates is nearly 30%. Healhtcare
associated infections caused by methicillin resistant S
aureus (MRSA) and vancomycin resistant enterococci (VRE)
are associated with high morbidity and mortality rates and
excess hospitalizations costs. Government and professional
organizations are increasingly recommending more
proactive procedures to identify, prevent, and control MRSA
and VRE infections. Rapid and accurate screening tests are
needed to quickly identify patients who are candidates for
contact precautions. The objectives of this presentation
are to discuss the clinical significance of the healthcare
associated infections and describe the molecular-based
assays currently available for detection of MRSA and their
utility in the control of these infections.

INTRODUCCION

En las Gltimas dos décadas ha habido un aumento dramético de las
infecciones intrahospitalarias causadas por cepas de SAMR (1). En la
actualidad las infecciones causadas por este patdgeno estan presentes
en hospitales de todos los paises alrededor del mundo. El aumento de
la resistencia a vancomicina en enterococos es también un problema
asociado con ambientes hospitalarios (2). De hecho, SHEA (Society for
Healthcare and Epidemiology of America) identificé a los SAMR y a los
EVR como los dos patdgenos més importantes asociados con infeccio-
nes intrahospitalarias en Estados Unidos (3). Pacientes colonizados o
infectados con SAMR o VRE contribuyen a la trasmision de estos orga-
nismos resistentes dentro del hospital, particularmente en las unidades
de cuidado intensivo (UCIs) (4). La propia naturaleza del ambiente en
UCls hace que este sector del hospital sea un centro importante para la
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emergencia y diseminacion de patégenos multiresistentes como SAMR
y EVR. Pacientes hospitalizados en UCIs por un periodo mayor a siete
dias aumentan dos o tres veces el riesgo de tener una infeccién por un
patdgeno resistente. Sin embargo existen varias oportunidades para
prevenir la diseminacion de estos patdgenos a través del uso de medi-
das de control de infecciones y cuidadoso manejo, y uso de antibidticos
dentro de un hospital (5).

STAFILOCOCCUS AUREUS METICILINO RESISTENTE (SAMR)

S. aureus es uno de los patégenos mas importantes que causa desde
infecciones superficiales de la piel hasta severas infecciones asocia-
das con una alta mortalidad. Ademas S. aureus se ha vuelto resistente
a varias clases de antibicticos, particularmente a las beta lactamasa
resistente penicilinas como meticilino y oxacilino. Por varias décadas
cepas de SAMR se han establecido en nuestros hospitales y son una
de las causas mas frecuentes de infecciones intrahospitalarias. Estudios
publicados recientemente muestran que las infecciones intrahospitala-
rias causadas por SAMR son una de las infecciones mas comunmente
reportadas al sistema de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales en Es-
tados Unidos (NNIS). Aproximadamente 60% de todas las infecciones
causadas por S. aureus en pacientes admitidos a las UCI son causadas
por SAMR (6). Basado en la informacion recibida por NNIS, se estima
que entre el afio 1999 y 2000 ocurrieron 125.969 hospitalizaciones
con el diagnostico de infeccion por SAMR en Estados Unidos. De estas
infecciones aproximadamente 31.440 fueron septicemias, 29.823 fue-
ron neumonias y 64.706 fueron otro tipo de infecciones. En general,
este analisis estimé que las infecciones por SAMR representaron 3.95
casos por cada 1.000 egresos (1). En general se estima que uno de
cinco pacientes colonizados al momento del ingreso desarrollan una
infeccion y que cerca de 25% de pacientes que adquieren una infeccion
por SAMR en el hospital desarrollan una infeccion que es potencial-
mente fatal.

ENTEROCOCO VANCOMICINA RESISTENTE (EVR)

Los enterococos son parte de la flora normal del tracto gastointestinal,
pero también pueden causar infecciones invasivas como septicemias,
infecciones intrabdominales e infecciones urinarias. Desde la emergen-
cia de resistencia a vancomicina en 1988, el porcentaje de infecciones
intrahospitalarias causadas por EVR ha tenido un aumento dramatico.
De acuerdo a informacién reportada por el NNIS en Estados Unidos, el
porcentaje de infecciones causadas por EVR dentro del total infecciones
por enterococcos aumentd de 0.3% a 7.9% entre 1993 y 1998 y a
14.7% en 1994 (6). La mayoria de estas infecciones ocurrieron en pa-
cientes en UCls, ya que en estas dreas del hospital se encuentran los pa-
cientes de mayor riesgo. Sin embargo, infeciones causadas por EVR son
también detectadas en otras areas del hospital ,asi como también en
instituciones dedicadas al cuidado de pacientes por largo tiempo (7).

Las especies de enterococos que presentan resistencia a vancomici-
na son E. faecium y E. faecalis. Existen otras especies de enterococos
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que pueden tener resistencia intrinseca a la vancomicina pero que no
representan un riesgo desde el punto de vista de infecciones intrahos-
pitalarias (8).

¢SON LAS INFECCIONES INTRAHOSPITALARIAS CAUSADAS
POR SAMR UN PROBLEMA CLINICAMENTE SIGNIFICATIVO?
Para evaluar el impacto en la mortalidad de pacientes con bacteremia
causadas por cepas de SAMR, investigadores realizaron un metana-
lisis de la mortalidad basado en publicaciones previas y compararon
mortalidad en bacteremias causadas por cepas susceptible y por cepas
resistente a oxacilino. Este analisis demostré que bacteremias causadas
por SAMR estaban asociadas con una mortalidad mayor que aquella
asociada con bacteremias causadas por cepas de S. aureus meticilino
susceptible (9).

Otras publicaciones que compararon infecciones causadas por S. au-
reus meticilino susceptible (SAMS) con infecciones causadas por SAMR
mostraron que aunque factores como el porcentaje de trasmision in-
trahospitalaria, el sexo del paciente y el tipo de cirugia son similares,
la edad del paciente, comorbilidad y severidad de la enfermedad son
diferentes. Infecciones causadas por SAMR ocurren en pacientes de
mayor edad, con mayor comorbilidad, son mds severas y contribuyen
significativamente e independientemente al riesgo de muerte que
aquellas infecciones causadas por SAMS (10).

COSTO ASOCIADO A INFECCIONES CAUSADAS POR SAMR

Las infecciones intrahospitalarias causadas por SAMR son muy per-
judiciales tanto para el paciente como para el hospital debido a su
asociacion con una alta mortalidad y un gran costo de hospitalizacion.
Varios estudios han demostrado que las infeciones por SAMR son més
costosas y resultan en mayor dias de hospitalizacion que las infecciones
causadas por SAMS (11 Lodise 2005, 12 Shorr 2006). La Vancomicina
ha sido por muchos afios el agente antimicrobiano de eleccion para
tratar infecciones causadas por SAMR. Sin embargo tratamiento con
vancomicina ha sido asociado con fallas clinicas particularmente en
casos de endocarditis. En afios recientes, otros agentes como el linezo-
lid, daptomicina y quinopristin-dalfopristin han sido introducidos en la
practica clinica para el tratamiento de infecciones causadas por SAMR,
pero la eficacia clinica de estos antimicrobianos necesita todavia ser
evaluada en estudios controles. Hasta el momento, estudios que han
comparado la eficacia clinica de algunos de estos agentes, han encon-
trado que la eficacia parece ser similar a vancomicina.

LA COLONIZACION CON SAMR NO ES SOLO UN PROBLEMA
DURANTE LA HOSPITALIZACION

Ya hemos discutido que aproximadamente un cuarto de pacientes que
adquiere una infeccion por SAMR durante la hospitalizacion desarrolla
una infeccion que puede ser fatal, pero la colonizacién es también un
problema después que el paciente egresa del hospital. Estudios que
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han evaluado los riesgos de secuela han determinado que el 29% de
pacientes identificados en previas hospitalizaciones como infectados o
colonizados con SAMR, presentaron una nueva infeccién, generalmen-
te en un sitio diferente de la infeccion primaria, durante un periodo de
seguimiento de 18 meses después de ser dados de alta (13). Las infec-
ciones desarrolladas después del egreso fueron a menudo infecciones
severas incluyendo bacteremias, neumonias, osteomielitis, artritis sépti-
ca e infecciones de piel y tejido subcutaneos (13).

Con respecto a las infecciones intrahospitalarias causadas por EVR sa-
bemos que ocurren principalmente en pacientes en UCls, pero estas
cepas se estan aislando cada vez més a menudo de pacientes hospi-
talizados en otras dreas u otras instituciones. Pacientes colonizados
que no son detectados son una fuente de trasmision dentro y fuera del
hospital. Aunque la asociacién de una mayor mortalidad en infeccio-
nes causadas por EVR comparada con infecciones causadas por EVS
es controversial, investigadores que han analizado estudios publicados
previamente tratando de aclarar si existe o0 no una diferencia, llegaron
a la conclusion de que resistencia a vancomicina est4 independiente-
mente asociada con un riesgo de mortalidad mayor (14). Ademas, asi
como describimos més arriba con respecto a infecciones causadas por
SAMR, infecciones causadas por EVR estan también asociadas con
mas dias de hospitalizacién y un costo mayor, comparado con infeccio-
nes causadas por enterococcus susceptible a vancomicina (EVS) (15).

PREVENCION Y CONTROL DE SAMR Y EVR

El CDC en Estados Unidos ha publicado varios boletines con reco-
mendaciones para los hospitales en un esfuerzo de tratar de controlar
las infecciones intrahospitalarias. Otras asociaciones profesionales y
gubernamentales también han incluido guias y recomendaciones para
confrontar el grave problema de las infecciones intrahospitalarias cau-
sadas organismos resistentes, lo cual demuestra que este problema
es un problema generalizado y que necesita un esfuerzo multidisci-
plinario.

En 1996, CDC/HICPAC recomendd el uso de aislamiento de contacto
en pacientes colonizados o infectados con organismos epidemioldgica-
mente importantes. En 2002 las recomendaciones del CDC incluyd su-
gerencias para el uso adecuado de antibiéticos, destacé la importancia
de identificar y aislar aquellos pacientes colonizados o infectados y de
usar un tratamiento oportuno y adecuado. En 2003, SHEA, public6 tam-
bién recomendaciones urgiendo a los hospitales a controlar infeccio-
nes por SAMR y EVR con la implementacion de un sistema de vigilancia
activa para identificar pacientes colonizados y proveer precauciones de
contacto (3). Mas recientemente, el CDC/HICPAC revis6 las guias para
el control de organismos multiresistentes agregando también la reco-
mendacion de desarrollar e implementar protocolos de vigilancia activa
en pacientes de alto riesgo de desarrollar infecciones con organismos
resistentes. Estas guias incluyen recomendaciones de acuerdo a sitio de
infeccion y también contienen sugerencias con respecto a los métodos
de cultivo que se pueden usar para detectar SAMR y EVR (16).

VIGILANCIA PASIVA VERSUS VIGILANCIA ACTIVA

Vigilancia pasiva es aquella basada en cultivos positivos informados
por el laboratorio de microbiologia en pacientes hospitalizados. Estas
muestras son enviadas al laboratorio por razones clinicas, lo cual signi-
fica que el paciente ya esta presentando una infeccion por organismos
multiresistentes. En contraste, la vigilancia activa es aquella vigilancia
en la cual cada paciente de riesgo es evaluado por colonizacién con
SAMR o EVR. Aunque pacientes detectados por vigilancia pasiva o
vigilancia activa reciben aislamiento de contacto, numerosos estu-
dios han demostrado que la disminucion de infecciones por SAMR
es méas significativa cuando existe un programa de vigilancia activa
(5,17,18).

Pacientes asintomaticos, pero colonizados con SAMR representan un
reservorio dentro del hospital y un foco de posible diseminacién debido
a trasmision a través de las manos del personal hospitalario. Existe mu-
chos hospitales que no tienen un programa de vigilancia activa y basan
sus medidas de control en los cultivos positivos ordenados por razones
clinicas. Salgado y colaboradores analizaron el porcentaje de pacientes
que presentaron cultivo positivo durante la hospitalizacion dentro del
grupo que estaban colonizados con SAMR al momento de ingreso al
hospital (17). Estos investigadores encontaron que sélo 15% de los
pacientes colonizados fueron identificados por vigilancia pasiva basada
en cultivo positivo por SAMR por razones clinicas. Este hallazgo es de
vital importancia porque demuestra que 85% de pacientes coloniza-
dos no son detectados, lo que significa que estos pacientes no fueron
puestos en aislamiento. Este estudio calculd que el nimero de dias sin
aislamiento fue de 3.247 ¢ 7 dias/paciente. Otro estudio establecid
que en las condiciones del hospital estudiado el promedio de dias sin
aislamiento fue de 11dias/paciente (19). Estos estudios demuestran
claramente que la vigilancia pasiva no es capaz de detectar a todos los
pacientes colonizados y que estos pacientes permanecen en el hospital
aumentando, en teoria, el riesgo de transmision intrahospitalaria de
estas cepas resistentes.

¢ES LA VIGILANCIA ACTIVA CAPAZ DE CONTROLAR EL NUME-
RO DE BACTEREMIAS CAUSADAS POR SAMR?

Ya hemos discutido que la vigilancia activa detecta mas casos de pa-
cientes colonizados y también infectados con SAMR. Pero la pregunta
mas importante es si la deteccién de pacientes colonizados sequido de
medidas de aislamiento logran reducir el nimero de bacteremias por
SAMR. Huang y colaboradores estudiaron la frecuencia de bacteremia
en pacientes en UCls después de poner en practica algunas medidas
para controlar este tipo de infecciones (20). Ellos encontraron que aun-
que el nimero de bacteremias disminuyd un poco después de poner un
programa de estricto lavado de manos, el nimero de infecciones sigui6
aumentando. Una disminucion permanente fue alcanzada sélo después
de implementar un programa de vigilancia activa. Sin embargo otros
investigadores han expresado que el impacto de la vigilancia activa
depende de la situacion de cada centro hospitalario y puede que no
siempre sea exitosa.
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Debido al gran costo de la vigilancia activa, los hospitales tratan de
enfocar el sistema de vigilancia activa en pacientes de alto riesgo: pa-
cientes con hospitalizaciones previas, hospitalizacion por periodos pro-
longados, traslados de otros hospitales con tasa alta de SAMR, previo
tratamiento con antibiéticos y previa colonizacion con SAMR o EVR. Es
también importante hacer vigilancia activa en pacientes admitidos en
UCls, unidades de didlisis y otras areas de especializados dentro del
hospital, porque estas unidades tienen un nimero mayor de pacientes
con factores de riesgo de infecciones por SAMR y EVR (5, 17).

Peterson y su grupo de investigadores en Evanston Northwestern Heal-
thcare han sido uno de los primeros centros en usar un sistema de vigi-
lancia universal, el que incluye screening de todos los pacientes ingre-
sados al hospital. Estos investigadores han demostrado que este tipo
de vigilancia es mucho mas efectiva que la vigilancia pasiva o vigilancia
activa en pacientes de riesgo. Ademas de usar vigilancia universal, los
investigadores implementaron simultdneamente un programa de deco-
lonizacién de pacientes positivos por SAMR. Los resultados muestran
que los pacientes se pueden colonizar de nuevo y por ello enfatizan la
importancia de volver a screen a todos los pacientes (21). La imple-
mentacion de un programa de vigilancia universal es prohibitivo para
muchos hospitales, debido al costo e infraestructura necesarias. Pero se
recomienda que vigilancia activa de pacientes de riesgo es una alter-
nativa aceptable que ayuda a disminuir la diseminacion de patdgenos
resistentes dentro de un hospital.

INFECCIONES POR SAMR ADQUIRIDAS EN LA COMUNIDAD

Hasta el momento hemos discutido las infecciones intrahopstalarias
causadas por SAMR, pero en los Ultimos afios hemos visto con mayor
frecuencia infecciones por SAMR adquiridas en la comunidad, fuera del
ambiente intrahospitalario. Aunque estas infecciones pueden ocurrir en
pacientes con SIDA, diabetes y otras enfermedades cronicas, en general
ocurren en pacientes jovenes y sin factores de riesgo. Es importante
hacer notar que estas cepas de SAMR son principalmente resistentes a
beta-lactdmicos pero susceptibles a otras clases de antibidticos. Cepas
de SAMR adquiridas en la comunidad presentan factores de virulencia

con mayor frecuencia que cepas asociadas con infecciones intrahospi-
talarias. Severas infecciones y fatalidades causadas por cepas de SAMR
adquiridas en la comunidad han sido reportadas en varios paises. La
influencia de estas cepas en el ambiente hospitalario esta todavia por
verse y dependerd de la prevalencia de estas cepas en la localidad. La
presentacion clinica y los aspectos genéticos y de laboratorio han sido
discutido en una presentacion previa (22).

MECANISMOS DE RESISTENCIA A OXACILINA EN S AUREUS
Aunque S. aureus puede ser resistentes a oxacilina debido a una pro-
duccién extremadamente alta de beta-lactamasas, por modificaciones
en las proteinas que normalmente se unen a las penicilinas, el meca-
nismo mas importante clinicamente es la resistencia basada en la pre-
sencia de una Unica proteina denominada PBP2a (22,23) Esta proteina
es codifcada por el gen mecA, el cual esté presente en cepas de S.
aureus que son resistente a oxacilino pero no en cepas susceptibles. Por
lo tanto se deduce que la PBP2a es una proteina extrafia al S. aureus
y que fue adquirida probablemente de otro organismo. El gen mecA
se encuentra dentro de un cassette denominado SSC, del cual existen
varios tipos (23). Es importante destacar que esta PBP2ay el gen mecA
estan también presentes en cepas de coagulasa negativa staphylococ-
cus (CoNS) que son resistentes a oxacilino. Es por ello de importancia
fundamental que los métodos rapidos usados para detectar cepas re-
sistentes sean capaces de discriminar entre S aureus y CoNS.

METODOS FENOTIPICOS PARA DETECTAR CEPAS DE SAMR
Esta es una breve discusion de los métodos de cultivo usados en el
laboratorio de microbiologia clinica. Ver Tabla 1 por descripcién de mé-
todos y tiempo requerido para obtener resultados.

e Cultivo tradicional: La mayorfa de los hospitales usan el método de
cultivo tradicional para detectar cepas de SAMR. Si el cultivo se solicit6
por razones clinicas, la muestra puede provenir de varios sitios (hemo-
cultivo, expectoracion, liquidos estériles, etc). Si el propésito es detectar
pacientes colonizados, la muestra requerida es un hisopado nasal y/o

TABLA 1. TIEMPO NECESARIO PARA DETECTAR CEPAS DE MRSA EN MUESTRAS NASALES DE ACUERDO AL METODO

Cultivo y estudio de
susceptibilidad tradicional

Cultivo seguido de un método
rapido de deteccion

Deteccion de MRSA directamente
de muestras nasales

Tiempo hasta el resultado 48-72 horas 24 horas 2-6 horas
Organismo disponible para 5i Si o
otros tests

Métodos Agar Cromogenico. Real Time PCR:

PCR para detectar resistencia (ej. mecA)

1. BD GenOhm MRSA
2. Xpert MRSA
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rectal. Las muestras son inoculadas en una placa de agar sangre e in-
cubadas por 18 a 24 horas. Al dia siguiente las placas se examinan por
crecimiento de colonias caracteristicas de S. aureus. La confirmacion
de la identificacion se hace con el uso de aglutinacion por latex que
detecta en forma rapida la presencia de coagulasa o con la prueba
de coagulasa en tubo. La susceptibilidad a la oxacilina es evaluada
con el uso de un sistema automatizado de susceptibilidad o por otro
método de susceptibilidad como difusion por disco, por microdilucion
en caldo o por E test. Todos estos métodos de susceptibilidad necesitan
un periodo de incubacion de 24 horas para detectar con precision la
resistencia a oxacilino en S aureus.

e Uso de Placas de agar cromogénico: Actualmente existen varios me-
dios selectivos para detectar la presencia de SAMR. El medio més eva-
luado hasta el momento es el BBL CHROMagar MRSA (BD Diagnostics,
Spark, MD) pero hay varias compafiias que ofrecen o que estan desa-
rrollando variaciones de este medio. El agar contiene una sustancia
cromogénica para seleccionar el crecimiento de S. aureusy un agente
antimicrobiano que permite el crecimiento de sdlo cepas de S. aureus
que son resistente a oxacilina. Los fabricantes recomiendan incubar
estas placas por 24 horas. Si después de la incubacién no se observan
colonias de SAMR, las placas deben ser incubadas por otras 24 horas
antes de reportar el cultivo como negativo. Estudios que han evaluado
estos medios cromogénicos con propdsitos de screening de pacientes
por colonizacion han reportado que la mayorfa de SAMR pueden ser
detectados en 24 horas y que el rendimiento es similar al obtenido con
cultivo tradicional sequido de estudio de susceptibilidad (24-26).

Deteccion de PBP2a en SAMR. Como discutimos mas arriba, PBP
2a (Penicillin Binding Protein 2a) esta presente en S. aureus que son
resistentes a oxacilina. Esta proteina puede ser detectada por un test
rapido denominado PBP2a latex (Remel, Lenexa, AK). Este test permite
la deteccion de SAMR en aproximadamente 20 minutos. Varios estu-
dios han evaluado este test y han reportado una excelente correlacién
con métodos de estudio standard de susceptibilidad para detectar re-
sistencia a oxacilina en S. aureus. Para usar este test se necesita tener la
colonia de S. aureus en un medio de cultivo. Este test no esta aprobado
para ser usado directamente en muestras clinicas.

METODOS FENOTIPICOS PARA DETECTAR EVR

La deteccion de EVR es a menudo mas laboriosa que la deteccion de
SAMR, porque a menudo se obtiene crecimiento de colonias suge-
rentes de enterococco en muestras perianales, las que pueden tener
otros organismos con morfologia similar a los EVR, pero que repre-
sentan enterococos que son intrinsicamente resistentes a vancomici-
na, y por lo tanto se debe hacer una confirmacién de la identificacion.
El medio mas usado para detectar EVR en muestras perianales es el
BBL Enterococcosel (BD Diagnostics, Spark, MD), que contiene esculi-
nay otras sustancias inhibitorias. Las placas son incubadas por 18-24
horas y las colonias sospechosas de enterococos son analizadas para
confirmar el diagnéstico y posteriormente se hace el estudio de sus-

ceptibilidad para confirmar la presencia de EVR (normas CDC).

METODOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE SAMR

En los Ultimos afios y debido en parte a las recomendaciones de socie-
dades profesionales y gubernamentales, la mayoria de los hospitales
estan tratando de implementar un sistema de vigilancia para SAMR.
Por lo tanto, laboratorios de microbiologia son presionados para obte-
ner resultados rapidos y precisos. Los métodos moleculares son atracti-
vos porque permiten un resultado rapido y tienen una alta sensibilidad.
Aunque métodos de amplificacion desarrollados en un hospital particu-
lar pueden ser usados, en general se recomienda usar métodos comer-
ciales aprobados por el FDA, los cuales han sido evaluados extensiva-
mente por el fabricante y que permiten una mayor estandarizacion.

METODOS DE REAL-TIME PCR APROBADOS PARA LA DETEC-
CION DE SAMR EN MUESTRAS DE HISOPADO NASAL

Los métodos de amplificacion que usan Real-Time PCR tienen varias
ventajas comparados con métodos de PCR tradicional. Real-Time PCR
usa sistemas cerrados, lo cual disminuye la posibilidad de contami-
nacién. Ademas el proceso de amplificacion y deteccién ocurre en un
mismo instrumento, lo cual evita la manipulacion y acorta el tiempo
de procesamiento, y por lo tanto el resultado es disponible en menor
tiempo que con PCR tradicional o con métodos de cultivo (Ver Tabla
1). Varios estudios han evaluado el uso de métodos moleculares en el
control de infecciones intrahospitalarias causadas por MRSA (26-30).
En la actualidad existen dos kits en Estados Unidos aprobados por el
FDA para la deteccion de SAMR en muestras nasales:

1- BD GeneOhm™ MRSA (BD Diagnostics, San Diego CA) anteriormen-
te denominado IDI-MRSA. Este test esta disefiado para ser usado en el
instrumento Smart Cycler (Cepheid Diagnostic, Sunnyvale, CA).

2- Xpert™ MRSA (Cepheid Diagnostic) para ser usado en el instrumen-
to GeneXpert, un sistema que combina la preparacion de la muestra y
amplificacion por real time PCR.

Estos dos tests detectan especificamente S aureus que son resistente
a oxacilina. Para lograr la deteccion de SAMR y evitar la deteccion de
Staphylococcus coagulasa negativo meticilino resistente (CoNS-MR) o
evitar obtener un resultado positivo cuando existe una mezcla de SAMS
y CoNS-MR, el test es disefiado para detectar una secuencia molecular
especifica que confiere doble especificidad: la mitad de la secuencia de-
tecta una seccion del cromosoma del S aureus; y la otra mitad detecta la
presencia del cassette SSC, el cual contiene el elemento de resistencia. La
amplificacién se produce sélo si estas dos secuencias estan presentes. Si
s6lo uno de estas secuencias esta presente, la amplificacion no ocurre.

Ambos tests permiten la deteccion de SAMR en aproximadamente dos
horas después de obtener la muestra. El test BD GenOhm MRSA con el
uso del instrumento Smart Cycler necesita varias etapas de preparacion
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de la muestra incluyendo concentracién de la muestra, transferencia
a una solucion de lisis, centrifugacion y aspiracion del sobrenadante
antes de lograr la amplificacion. El test Xpert MRSA con el uso del
instrumento GeneXpert es muy fcil de implementar ya que el procesa-
miento de la muestra es minimo, s6lo se necesita agregar la muestra y
dos reactivos adicionales a un cartridge y luego introducir el cartridge
en el instrumento. La simplicidad del procesamiento permite un en-
trenamiento rapido del personal. Detalles respecto a la sensibilidad y
especificidad de tests de Real-Time PCR estan descritos en Tabla 2.

AMPLIFICACION DEL GENE mec A POR PCR

La amplificacion del mec A puede realizarse usando PCR tradicional y
también por Real-Time PCR. En la actualidad no existen tests comercila
es aprobados por el FDA para la deteccidn del mecA por PCR, pero
algunos investigadores usan este método para confirmar la resistencia
a oxacilino en S. aureus. Estos métodos deben ser validados «in house»
antes de ser usados por razones clinicas.

En la actualidad no existen métodos moleculares aprobados para la de-
teccion de EVR. Sin embargo, muchos hospitales usan métodos desarro-
llados y validados "“in house”, lo cual hace dificil la comparacion entre
diferentes estudios. BDGenOhm esta en estos momentos evaluando un
test molecular para la deteccion de EVR y esperamos obtener informa-
cién con respecto a la sensibilidad de este test en los préximos meses.

¢CUAL ES LA VENTAJA DE USAR TESTS MOLECULARES EN EL
CONTROL DE SAMR?

Los métodos moleculares son métodos rapidos y especificos, pero de
alto costo. Ademas, para realmente tener los resultados en un tiempo
corto, el laboratorio debe correr el test mas de una vez al dia, lo que
puede significar que personal de diferentes turnos debe ser capacitado
para correr el test. Estas son consideraciones importantes cuando se
evalla la implementacion de métodos moleculares.

Investigadores que han evaluado métodos moleculares para la detec-
cién de SAMR han demostrado varias ventajas comparado con el uso
de cultivo tradicional. Cunningham y colaboradores analizaron el efec-
to en la trasmision de SAMR en 1305 pacientes admitidos a la UCI con
el uso de Real-Ttime PCR. Los resultados del PCR estaban disponibles
en el mismo dia en que la muestra era obtenida. Los hallazgos publi-
cados muestran que la incidencia de trasmision de SAMR disminuy6 de
13.89 a 4.9 por 1.000 pacientes dias al reemplazar el uso de cultivo
tradicional con Real-Ttime PCR (31).

Rajan y co-investigadores, también evaluaron el uso de PCR compara-
do al cultivo en pacientes en UCIs y encontraron que Real-Ttime PCR
permite la identificacién de casos nuevos mucho antes que el cultivo,
facilitando tanto la prevencién de la trasmision como la seleccion de
una terapia apropiada (32). Sin embargo los investigadores sugieren
que el uso de agar cromogénico parece ser mas especifico y mas barato
que el Real-Time PCR (32).

CONCLUSIONES

Infecciones causadas por SAMR y EVR representan un problema tan-
to para los pacientes como para los hospitales. Es claro que pacientes
que estan colonizados con cepas resistentes tiene un riesgo mayor
de desarrollar una infeccion severa y potencialmente fatal. Existen
varias medidas para prevenir la diseminacién de infecciones dentro
del ambiente hospitalario y test moleculares de Real-Time PCR repre-
sentan una ayuda invaluable en la identificacion rapida de nuevos
casos. Sin embargo, el costo y la necesidad de personal especializado
impide a los hospitales su uso en forma rutinaria. Pero como hemos
discutido en esta presentacion, la implementacion de un programa de
vigilancia activa con el uso de Real-Time PCR es capaz de disminuir
el porcentaje de infecciones causadas por patdgenos resistentes, y
de disminuir costos asociados con infecciones intrahospitalarias. Pero
por sobre todo ayudan a disminuir la mortalidad causada por estas
infecciones.

TABLA 2. RENDIMIENTO DE LOS TESTS DE REAL-TIME PCR PARA DETECTAR MRSA EN MUESTRAS NASALES

Test Sensibilidad Especificidad VPP1 VPN2 Referencias
IDI3-MRSA 90 97 92 97 27
IDI-MRSA 90 91.7 56.3 98.8 30
IDI-MRSA 94 94 94 94 26
BDGeneOhm 94 64 71 92 28
BD GeneOhm 98 96 77 99.7 29
1. Valor predictivo positivo. 2. Valor predictivo negativo. 3. IDI test es ahora BD GenOhm.
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