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RESUMEN

En diversos estudios se ha documentado que los niveles bajos de proteina
fijadora de manosa (MBL) se asocia a disminucion en la opsonizacion de
diversas bacterias incluyendo al Staphylococcus aureus lo cual se puede

correlacionar con un aumento en la severidad de la expresion clinica.

Es un estudio descriptivo prospectivo, en el cual se realizo medicion de niveles
séricos de MBL por nefelometria a todos los nifios menores de 15 afios
procedentes de la region del Surcolombiana que ingresen al Hospital
Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva con infeccion por S
aureus entre el 1 de enero de 2006 al 30 de junio de 2007 y se correlacionaron

con el estado clinico.

Se documento una relacion entre los niveles sericos bajos de MBL con una
mayor severidad en el estado clinico de los pacientes, asociandose a un mayor
requerimiento de estancia en unidad de cuidados intensivos pediatrico, con

mayor necesidad de soporte ventilatorio e inotropico
Los niveles sericos bajos de MBL se correlaciona con una mayor severidad en
el estado clinico por lo cual se habré la posibilidad terapéutica de

suplementacion con MBL.

Palabras Claves : Staphylococcus aureus



Abstract

Introduction:

Many studies have documented that low levels of Mannose binding lectin
(MBL), is associated with a decrese opzonization of microorganisms, including
sthaphylococcus aureus, which could be related with an increase severity of
clinical iliness expression.

Materials and Methods:

A prospective, descriptive study, which was conducted measuring serum MBL
by nefelometry for children under age 15 from the Surcolombiana area,
admitted to the University Hospital Hernando Moncaleano Perdomo of Neiva
with a documented infection by S. aureus between January 1, 2006 to June 30,
2007 and were correlated with clinical illness status.

Results:

There is a link between low levels of serum MBL with a greater severity of
illness, with a longer PICU stays, and with a higher possibility of needing
ventilatory and inotropic support.

Conclusions:

Low levels of serum MBL are related with greater severity of illness which
opens the possibility of therapeutic administration of MBL.

Key Word: Staphylococcus aureus, Mannose binding lectin (MBL)



INTRODUCCION

La proteina fijadora de manosa es una proteina serica de produccion hepética
que forma parte de la inmunidad innata, que tiene actividad sobre varios sitios de
estructuras de carbohidratos activando la via del complemento esta actividad le
confiere la capacidad de formar parte de los mecanismo de control de procesos
infecciosos. Bacterias gram positivas como el Staphylococcus aureus tiene una
capsula de peptidoglicanos y acido teicoico. Los peptidoglicanos son compuestos
de Acido N acetil glicosamina y acido Na cetil muramico ambos componentes son
ligandos de MBL y estos a su vez son reconocidos por la MBL. Esta union causa
la activacion del complemento facilitando la destruccion bacteriana. Nosotros
buscamos en este estudio identificar una relacién entre los niveles séricos bajos
de MBL con un aumento de la severidad en el estado clinico y mortalidad en los

pacientes que presentan infeccion por Staphylococcus aureus.
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1. ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DE LA PREGUNTA

La infeccion por Staphylococcus aureus es una infeccion de distribucion mundial
con una tasa de incidencia anual de 28.4 /100.000 y de mortalidad entre el 19 y
el 34% !, la cual ha permanecido inalterada durante los Ultimos 15 afios,
constituyéndose en un problema de salud publica por la incidencia creciente de

cepas con resistencia antibiética.

Hace unas décadas esta problematica se suscribia a infecciones intra
hospitalarias de pacientes con factores de riesgo sin embargo, recientemente se
ha visto un aumento en la incidencia de infeccién por S aureus en pacientes
provenientes de la comunidad previamente sanos. 2 2 Estudios en nifios del area
rural describen al S. aureus como primera causa de infecciones adquiridas en la
comunidad (35%) y de las bacteriemias por este germen en los servicios de
urgencias de pediatria, cerca del 50% son provenientes de la comunidad, lo que
convierte al S aureus como una seria amenaza para la poblacion pediatrica por lo
deméas sana % ° Estas cepas adquiridas en la comunidad ademas de mostrar
patrones de resistencia antibiotica diferentes, tienen factores de virulencia
especificos que les confieren mayor capacidad de producir enfermedad invasiva °

y por ende mayor morbilidad y mortalidad por sepsis.

El aumento en la incidencia de infeccién por S aureus en la comunidad va
acompafado de un aumento proporcional de cepas resistentes en las ultimas dos
décadas, pasando de un 15 a un 45% vy casi un aumento de 20 veces mas de S
aureus meticilino resistente adquirido en la comunidad (AC-MRSA) tanto en
adultos como en nifios ’ lo que esta obligando al uso de antibiéticos como

vancomicina en una amplia poblacion de pacientes con infeccion adquirida en

16



comunidad y sin factores de riesgo. Esta ultima situacion es grave ya que dicha
presion antibidtica ha generado la aparicién de cepas con resistencia inclusive a
la vancomicina 8 y la necesidad no so6lo de aumentar los gastos por la utilizacion
de nuevos antibidticos ° y larga estancia, sino que dificulta y casi impide el
tratamiento adecuado de estos pacientes dada la poca disponibilidad de estos
nuevos agentes antibidticos en la mayoria de los hospitales de nuestro pais
haciéndose necesario pensar en otras alternativas con mayor disponibilidad para

estos pacientes.

En el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo se realizo un total de
70 aislamientos en el servicio de pediatria de Staphylococcus aureus durante el
primer semestre del 2007, con una meticilino resistencia del 54,1%, sin evidencia

de resistencia a vancomicina (grafica 1).

Grafico 1: Sensibilidad y Resistencia antimicrobiana para Staphylococcus aureus
en el Hospital Universitario HMP, Neiva (Huila) primer semestre del 2007 del

servicio de pediatria.

100

B Resistente
O S Intermedia
B Sensible
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Otro estudio local en nifios procedentes del sur colombiano con infeccién por S
aureus a los cuales se les hizo medicion sérica de MBL, como parte importante en
la respuesta inmune innata contra este microorganismo demostré deficiencia
severa de esta proteina en 4 de 11 pacientes estudiados, que correspondieron a
los pacientes que requirieron unidad de cuidado critico y estancias hospitalarias

superiores a los 20 dias comparadas con los pacientes con MBL normal °.

Estas observaciones clinicas nos permiten hacer varias consideraciones:

o Los pacientes pediatricos atendidos en el Hospital Universitario de Neiva
hacen infecciones severas por S aureus dado que un 40% de los pacientes
requieren manejo en unidad de cuidado critico.

o Un porcentaje de estos pacientes que hacen infeccion grave por este
germen tienen niveles bajos de MBL.

o Todos estos niflos son procedentes de la regién surcolombiana
caracterizada desde el punto de vista étnico por una amplia poblacion de
indigenas (guambiano, paez, yanacoca, emberd, inga, coconuco, pijao, orocapo,

yanabicos,).
Se plantea entonces el siguientes interrogante: Existe una relacion entre los

niveles bajos de proteina fijadora de lectina y la presentacion clinica de la

infeccion causada por S aureus.

18



2. JUSTIFICACION

La infeccion por Staphylococcus aureus es una de las enfermedades infecciosas
mas frecuentes en pediatria con morbilidad y mortalidad altas. Factores como la
aparicion de cepas resistentes a la terapia antibidtica actual, una mayor poblacion
de riesgo y la no disponibilidad aun de una vacuna efectiva, hace que el

tratamiento de estos pacientes sea aun un reto.

El estudio de la compleja interaccién entre el Staphylococcus aureus con su gran
maquinaria de factores de virulencia y patogenicidad y la compleja respuesta
inmune del huésped se constituyen como un campo estudio con el fin de proponer

terapias alternas a la terapia antibiética actual.

Una primera linea de respuesta inmune y quizas la mas importante para este
gérmen es la respuesta innata inespecifica, ya que es la que limita la entrada y
diseminacion del Staphylococcus aureus. Esta incluye los sistemas de barrera,
factores solubles, receptores reconocedores de patrones moleculares y células
que participan en procesos de fagocitosis. Una respuesta innata deficiente o
inapropiada facilita la entrada del germen al torrente circulatorio seguido por
enfermedad invasiva y sepsis. Se han realizado estudios sobre cada una de estos
factores y de como influyen de manera independiente en la respuesta inmune
contra el Staphylococcus aureus tratando de establecer su rol especifico, sin
embargo, la mayoria de los estudios han sido experimentales en modelos
animales los cuales son dificiles de extrapolar a la situacion compleja in vivo del

paciente pediatrico infectado por Staphylococcus aureus.

Se propone entonces, un estudio desde la perspectiva del huésped de factores

gue participan en la respuesta inmune en contra del Staphylococcus aureus como

19



es la lectina fijadora de manosa (MBL) con el proposito de establecer una
correlacion con el estado clinico en la enfermedad por este germen en los nifios
procedentes del sur colombiano, lo cual puede ser util como marcador pronéstico
de forma que ofrezca a estos pacientes de manera temprana otras alternativas

de tratamiento que modifiquen la respuesta inmune.

20



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar la relacion de los niveles séricos de MBL en pacientes pediatricos con
infeccion por Staphylococcus aureus procedentes de la regiébn Sur colombiana

atendidos en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir las caracteristicas socio demograficas de los pacientes que cursan
con infeccién por Staphylococcus aureus

e Establecer si hay una relacion entre niveles séricos de MBL y el estado clinico
de los pacientes con infeccion por S. aureus.

e Clasificar el tipo de estado clinico de los pacientes con infeccion por S aureus.

e Determinar el sitio de adquisicion de la infeccién (adquirida en la comunidad
Vs. Nosocomial) causada por S aureus.

e Cuantificar la mortalidad de los pacientes con compromiso sistémico por el S
aureus.

e Correlacionar los niveles de MBL con los requerimientos de estancia

hospitalaria, necesidad de inotropia y tiempo de ventilacion mecanica

21



4. MARCO TEORICO

4.1. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

La infeccion por S aureus es una infeccion de distribucion mundial con una tasa
de incidencia anual de 28.4 /100.000 y de mortalidad entre el 19 y el 34%,
constituyéndose en un problema de salud publica por la incidencia creciente de

cepas con resistencia antibidtica .

El género Staphylococcus estd ubicado junto a los géneros Micrococcus,
Planococcus y Stomatococcus en la Familia Micrococcaceae. Los integrantes del
género Staphylococcus, son cocos gram positivos, de 0.5-1.5 um de didmetro,
catalasa positivo, que se encuentran microscopicamente aislados, en pares,
tétradas o formando racimos irregulares (término derivado del griego staphylé:
racimo de uvas, Ogston, 1883). Son inmoviles, facultativamente anaerobios, no
formadores de esporas, generalmente no capsulados o con limitada formacién de
capsula. El S. aureus, especie coagulasa positiva, es un reconocido patdogeno
humano y el del mayor severidad y frecuencias. Otras especies como son el S.
epidermidis y S. saprophyticus también pueden causar enfermedad aunque se
caracterizan por ser coagulasa negativos y ser eminentemente gérmenes
oportunistas. Existen otras especies de menor importancia clinica como S.

haemolyticus, S. hominis, S. capitis, entre otros *

El genoma del estafilococo esta representado por un cromosoma circular (de
aproximadamente 2.800 pares de bases), ademas de profagos, plasmidos y
transposones. Los genes responsables de la virulencia y de la resistencia a los
antimicrobianos se hallan en el cromosoma y en los elementos

extracromosomales. Estos genes pueden ser transferidos entre las diferentes
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cepas de estafilococos, diferentes especies y también entre otras bacterias gram

positivas mediante elementos extracromosomicos >

4.1.1. Estructura del S aureus. El S aureus tiene una estructura compleja en la
cual cada uno de sus componentes tiene importancia patogénica. Se pueden

clasificar asi:

e Cépsula
e Pared: el peptidoglicano puede tener actividad endotoxica y estimular la
liberacion de citoquinas por macroéfagos, activacion del complemento y agregacion
plaquetaria.

e Proteinas de superficie.
Proteina A: union a la porcion Fc de las Ig.

MSCRAMM: componentes de la superficie bacteriana que reconocen las

moléculas de adhesién de la matriz extracelular

e Toxinas: citotoxinas, exfoliativas, leucocidina.
e Enzimas: coagulasa, DNAasa, catalasa, proteasa, lipasas, hialuronidasas,

betalactamasas.

Figura 1. Estructura del S aureus. Estructura del S. aureus. Panel A: muestra las
proteinas secretadas en la superficie. La sintesis de algunas de éstas es dependiente de
la fase de crecimiento como se muestra en la grafica y es controlada por genes
regulatorios como agr. El panel B y C muestra una seccion de la envoltura celular.
Algunas de las proteinas de superficie tienen una estructura similar a la del factor
“clumping”, incluyendo segmentos repetidos de aminoacidos. (Panel C). TSST-1

denota la toxina 1 del sindrome del shock téxico.
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Tomado de: Lowy F. Staphylococcus aureus infection. In: New England Journal of
Medicine. 2002 Agust 339(8) P 521.

4.1.1.1. Céapsula: La mayoria de gérmenes que producen enfermedad invasiva
producen polisacaridos capsulares extracelulares que les permite mayor virulencia
al impedir la fagocitosis del germen. La primera descripcién de la produccion de
capsula por el S aureus fue hecha por Gilbert 1931 en la cual describe las cepas
M y Smith que formaban colonias mucoides y resistian la fagocitosis.
Posteriormente gracias a mejores métodos de aislamiento se describen 8 cepas
productoras de cépsulas (1 al 8 ) donde las cepas M y Smith son las 1y 2
respectivamente. Las cepas 5 y 8 son las causantes de infeccion en el humano en

un 75 %.( Karakawa , 1982) 13,

La capsula esta compuesta por &cidos hexosaminuronico con residuos de o D-

GalNACcA y de D-alJJFUcNACA para los serotipos 1y 2 y de o -D- ManNACA y a
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- L- FucNAc para los serotipos 5 y 8. Las cepas 5 y 8 se diferencian delas 1y 2 en
gue tienen una cépsula mas delgada (micro capsulas) y forman colonias no
mucoides. Estas diferencias cuentan para la virulencia del germen, esto es, entre
mayor tamafio de la capsula mayor capacidad de producir infeccion. En sueros no
inmunes, los fragmentos de C3b y de anticuerpos dirigidos contra componentes de
la pared celular se unen a ellos, pero la capsula impide que estos interactien con
sus receptores en las células fagociticas evadiendo asi la fagocitosis. En
presencia de anticuerpos especificos capsulares, el C3 y el anticuerpo se
depositan en la superficie donde quedan expuestos para interactuar con los

receptores y mediar la fagocitosis. **

Estudios muestran que los serotipos 5 y 8 cuando son incubados in vitro con
anticuerpos especificos contra CP5 y CP8 eran opsonizados y fagocitados
efectivamente por el PMN sugiriendo que estos anticuerpos influyen en el
aclaramiento de esta bacteria. Esta respuesta va a depender de la fase de
crecimiento y expresion capsular del S aureus, siendo la fase de crecimiento
exponencial cuando son mas susceptibles a la opsonizacion ya que hay poca

expresion capsular 1°.

El estudio a fondo de la estructura de los polisacéridos capsulares ha permitido del
desarrollo de vacunas de anticuerpos especificos contra CP5 y CP8 conjugadas
con proteinas mostrando una respuesta favorable en pacientes de riesgo sin

embargo, dicha respuesta es transitoria. 6

4.1.1.2. Pared bacteriana: La pared bacteriana de las bacterias gram positivas
esta conformada por acido teicoico y lipoteicoico (LTA) considerado la contraparte
gram positiva de los lipopolisacéaridos. Contiene una capa lipidica de diacilglicerol
dentro de una estructura similar a fosfolipidos y varias unidades de glicerolfosfato

altamente cargadas. Es esencial para el crecimiento bacteriano , ademas esta
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involucrado en la regulacién de la concentracion de calcio y magnesio en la pared
celular y en la regulacion de la actividad de enzimas autoliticas; pudiendo ademas
funcionar como especie de mensajero en la sintesis del acido teicoico de la misma
pared celular (figura 2 ) ’. La pared celular tiene ademas otros lipidos como el

diglucosildiacilglicerol, fosfatidil glicerol,diacil glicerol y lisil fosfatidil glicerol.

Figura 2. Estructura de la pared bacteriana de gram positivos. Todos los tipos de
bacteria contienen una membrana célula rodeada por una capa de
peptidoglicanos. El acido lipoteico y acido teicoico se insertan dentro de la
membrana celular de los gram positivos. Los lipopolisacaridos forma una capa que

cubre a los gram negativos.

Lipid bilayer Lipopolysaccharide

SN AR R R RN

Capsule —-.\)'

b sy - R

e B 1 e
Teichoic

HE |  Arabino galactan
[(CIERO)]

Ii;iolei_zhoic acidL EEERERE g E 5 é Lil:::r:?-.lj:ﬂ_

r A : ] EEEE = H

el H g ': 5 g N : +—Glycolipids
$ii i EE E E i Lil4— Mycolic acids

Paeptidoglycan
{murein)

-

e & | «Ccell membrane
Gram-positive Gram-negative Mycobacteri

um

Tomado de: Edwin S. Van Amersfoort, Theo J. C. Van Berkel, and Johan Kuiper
Receptors, mediators and mechanism involved in sepsis and septic shock en Clin
Microbiol Rev 2003; 16:381. (3)

El LTA del S aureus dos cadenas de acil, una ramificada larga y otra no
ramificada, estan unidos a la molécula de glucosilglicerol (figura 3). Una cadena
larga de unidades de glicerolfosfato estan unidos a la molécula de glucosido, este
namero de subunidades van a variar pero en general estan entre 4 y 30 para el S

aureus.
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Figura 3. Estructura del Acido lipoteicoico.
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En el S. aureus cerca del 50% del total de la masa de la pared celular esta
conformada por acido teicoico, el cual se forma por cadenas largas de ribitol

fosfato, unidas al &cido muramico de los peptidoglicanos via uniones fosfodiester .

Peptidoglicano (PGN) es el mayor componente de la pared bacteriana de los gram
positivos. Consiste en unidades alternadas de disacaridos, acido N-
acetiimuramico y N-acetilglucosamina ( MurNAc GIcNAc ). Estas cadenas de
polisacaridos, tienen a su vez, enlaces cruzados por cadenas de tetrapéptidos (L-
arginina, D-glutamina, L-lisina y D-alanina) unidas al &cido N-acetilmurdmico y por
un puente de pentaglicina especifico para S. aureus. '

A diferencia de los gram negativos en los cuales el Lipopolisacérido (LPS) el
mayor responsable de la respuesta inmune, en los gérmenes gram positivos cada
componente de la pared como el LTA, los PGN vy las exotoxinas son capaces de
generar respuesta inmune. El LTA y los PGNs componentes antigénicos de la
pared celular (patrones moleculares asociados a patdgenos ) al ser reconocidos
por los Receptores Toll Like (TLR especialmente el tipo 2) localizados en la
superficie de las células del sistema inmune ( monolitos-macrofagos), son capaces

de activar el proceso de sefializacion que termina con la activacion de factores
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nucleares como el NF- k[llcapaces de inducir la produccion de citoquinas como
IL-1, IL-6, IL-8 TNF Uy ON responsables de la respuesta inflamatoria sistémica
vista en sepsis por este gérmen. También inducen liberacion de IFNy, activacion
de la via del complemento; terminando por producir falla circulatoria en el
hospedero. De igual manera al ser retados por el &acido lipoteicoico, los
macrofagos liberan eicosanoides, factor activador de plaquetas (PAF) y oxigeno

reactivo, sustancias con importantes propiedades vasoactivas %18

4.1.1.3. Proteinas de superficie: Ademas, la pared de S. aureus posee muchas
proteinas de superficie, las cuales tienen algunas caracteristicas comunes. Estas
incluyen una secuencia de sefal secretoria en el extremo amino terminal, con
aminoacidos de carga positiva, los cuales se extienden hasta el citoplasma; un
extremo hidrofobico que se extiende hasta la membrana y una region de anclaje a
la pared celular, todos ubicados en el extremo carboxilico. Un dominio de
adherencia en el amino-terminal, que esta expuesto en la superficie de la célula
bacteriana, permite que alguna de estas proteinas actien como adhesinas. La
proteina A, es el prototipo de estas proteinas, y tiene propiedades antifagociticas
que estan basadas en su capacidad de uniébn a la porcion Fc de las

inmunoglobulinas 3.

Varias de estas proteinas de superficie relacionadas se unen a moléculas de la
matriz extracelular, y han sido denominadas como MSCRAMM (componentes de
la superficie bacteriana que reconocen las moléculas de adhesion de la matriz
celular). Estudios recientes sugieren que estas proteinas juegan un papel

importante en la colonizacion de los tejidos del hospedero por el estafilococo *.
Casi todas las cepas producen un grupo de enzimas Yy citotoxinas que incluyen 4

hemolisinas (alfa, beta, gamma vy delta) nucleasas, proteasas, lipasas,

hialuronidasas y colagenasa. La principal funcion de estas proteinas seria
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convertir tejidos del huésped en nutrientes requeridos para el desarrollo
bacteriano. Algunas cepas producen una o0 mas exoproteinas adicionales, que

incluyen:

. Toxina -l del shock toxico estafilococcico (TSST-I)

. Toxina exfoliatina (ETA y ETB)

" Leucocidina y

. Enterotoxinas estafilococcicas (SE): SEA, SEB, SECn, SED, SEE,
SEG,SEH Y SEL.

Son proteinas inmunolégicamente diferentes, con pesos moleculares que oscilan
entre 28.000 y 35.000 daltons. Cada una de estas toxinas es conocida por sus
potentes efectos en células del sistema inmune, pero muchas de ellas también
tienen otros efectos biolégicos, siendo reconocidas como superantigenos
pirogénicos (PTSAgs) . Cada una de estas exotoxinas exhiben al menos tres

propiedades biolégicas °:

. Pirogenicidad,

. Superantigenicidad, que se refiere a la habilidad de estas exotoxinas de
estimular la proliferacion de linfocitos T sin tener en cuenta la especificidad
antigénica de estas células.

. Aumento de sensibilidad a la accion de endotoxina en modelos

experimentales en conejo.

Las enterotoxinas son potentes agentes emeéticos en tanto los otros integrantes no
lo son y por esta razon estan histéricamente relacionadas con un cuadro bien
definido que es la intoxicacién alimentaria. Son producidas en la fase exponencial
del desarrollo y los genes que las codifican se encuentran en plasmidos,

bacteriéfagos o0 elementos genéticos heterdlogos, referidos como islotes de
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patogenicidad. Su expresion es controlada por al menos tres sistemas reguladores

globales denominados:

. Gen regulador accesorio (agr)
. Gene accesorio regulador estafilocéccico (sar)
. Sistema represor por catabolitos .

4.1.2. Patologias asociadas al Staphylococcus aureus. El S. aureus tiene la
propiedad de producir diferentes formas de enfermedad, con variados grados de
severidad; pero podemos clasificarlas con fines didacticos en aquellas donde
predomina el exudado o absceso pidgeno local (infecciones de la piel y sus
anexos), las que estan producidas fundamentalmente por las toxinas
extracelulares (infecciones acompafiadas de exantema o intoxicacién alimentaria)
y un tercer grupo caracterizado por la siembra bacteriémica (infeccion sistémica)
(tabla 2).Lo anterior aunado a las infecciones asociadas a colonizacién de cuerpos

extrafios como catéteres y proétesis.

Tabla 1: Patologias causadas por Stafhylococcus aureus segun localizacion y

factores de virulencia.

INFECCIONES ESTAFILOCOCCICAS

Piel y anexos Mediada por Toxinas Sistémicas

Foliculitis, forunculosis, | Sindrome estafilocdccico | Endocarditis, neumonia,

Carbunco, impétigo, |de piel escaldada, |empiema, osteomielitis,

mastitis, hidradenitis | Sindrome de choque | pericarditis, artritis,

supurativa, piodermia. toxico, Intoxicacion | piomiositis, bursitis
alimentaria séptica
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Una vez que el estafilococo supera la barrera mecanica que suponen las mucosas
y la piel, tiene una gran capacidad para producir infecciones supuradas locales y a
distancia. Estas se caracterizan por presencia de tejido necrotico, fibrina y gran
namero de leucocitos polimorfonucleados vivos o0 muertos. Si los mecanismos de
defensa locales no son eficaces, el germen viaja a través de los vasos linfaticos
y alcanza el torrente circulatorio y se diseminan por toda la economia pudiendo
producir bacteriemia, abscesos metastaticos multiples, siendo mas frecuentes en
piel, articulaciones, hueso, endocardio y pulmén 1* . Posteriormente sobreviene
todo el proceso de respuesta inflamatoria sistémica en el cual el endotelio cumple
un papel fundamental con la produccion de sustancias quimiotacticas Yy
mediadores proinflamatorios. De la interaccion entre esta respuesta inmune y el
huésped va a dar como resultado los signos y sintomas de respuesta inflamatoria

sistémicay sepsis por S.aureus.

4.1.3. Resistencia antibiética . El S.aureus es considerado el principal patégeno
responsable habitualmente de infecciones a nivel comunitario y nosocomial,
tratAndose de un agente altamente virulento y con una creciente resistencia a los
farmacos antimicrobianos. Hace unas décadas esta problematica se suscribia a
infecciones intra hospitalarias de pacientes con factores de riesgo que incluyen
hospitalizacion o cirugia recientes, residencia en hospitales psiquiatricos, didlisis,
y uso de dispositivos vasculares, sin embargo, recientemente se ha visto un
aumento en la incidencia de infeccion por S aureus en pacientes provenientes de
la comunidad previamente sanos. Estudios en nifios del area rural describen al S.
aureus como primera causa de infecciones adquiridas en la comunidad (35%) y
de las bacteriemias por este germen en los servicios de urgencias de pediatria,
cerca del 50% son provenientes de la comunidad, lo que lo convierte en una seria
amenaza para la poblacion pediatrica por lo demés sana. *°. Estas cepas
adquiridas en la comunidad ademas de mostrar patrones de resistencia antibiotica

diferentes, tienen factores de virulencia especificos que les confieren mayor
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capacidad de producir enfermedad invasiva. Ademas, estudios sobre el impacto
econdmico de la infeccion por este germen, muestran que estos pacientes tienen
un doble de estancia hospitalaria, con un costo directo de US $32.000 comparado

con US 13.263 en pacientes hospitalizados por otras causas 2°.

Pueden discriminarse las cepas de S.aureus segun su resistencia a farmacos de

la siguiente manera:

. MSSA: Sensible a meticilina.

. MRSA: Resistente a meticilina.

. VISA: Resistencia intermedia a vancomicina.
. VRSA: Resistente a vancomicina.

El primer informe de S. aureus resistente a Penicilinas data de 1942, inicialmente
por cepas de origen hospitalario y posteriormente por cepas de origen en la
comunidad. Para 1960, el 80% de S. aureus de origen tanto hospitalario como
comunitario era resistente a penicilina; y en la actualidad mas del 90% de los

aislamientos de S. aureus produce penicilinasa %!

La meticilina se introdujo en el arsenal terapéutico contra S. aureus en 1961, como
la primera penicilina resistente a penicilinasa. Su introduccién fue rapidamente,
seguida por reportes de cepas resistentes a meticilina; el primer reporte de MRSA
en un hospital britanico data de 1961 22, El porcentaje de cepas resistentes a
meticilina ha pasando de un 15 a un 45% vy casi un aumento de 20 veces mas de
S. aureus meticilino resistente adquirido en la comunidad (AC-MRSA) *>°. En 1996
se reportd en Japon el primer aislamiento de S. aureus con resistencia intermedia
a los glicopéptidos y hasta la fecha se han detectado distintos casos clinicos
repartidos en diferentes paises (Japén, EEUU, Corea, China y otros).El dltimo

peldafio de la escalera de resistencias que presenta S. aureus esta en el reporte
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de la primera cepa con resistencia total a vancomicina que se aislo en EEUU en
junio de 2002 8,

4.1.4. Respuesta inmune frente al S aureus. La evolucion de una enfermedad
infecciosa va a depender de la interaccion entre el germen y el huésped, entre
mas complejo sean los factores de patogenicidad y virulencia del microorganismo

mas compleja debe ser la respuesta inmune del individuo.

La inmunidad contra el S aureus permanece aun sin delucidarse completamente.
Existe una facilidad para la colonizacion por esta bacteria que comienza desde el
periodo neonatal, existe una alta resistencia innata para la enfermedad invasiva,
de hecho, cuando se hacen los modelos experimentales en humanos o animales
requieren de una alta concentracion de inoculo para reproducir enfermedad
invasiva. Especificamente para el S. aureus, los mecanismos de la inmunidad
innata van desde los mecanismos de barrera, produccion de opsoninas,
reconocedores de patrones moleculares, fagocitosis y de manera mas tardia una

respuesta adaptativa.

A diferencia de los gérmenes gram negativos los cuales son eliminados en el
espacio extracelular opsonizados con complemento y anticuerpos, los gram
positivos requieren de una maquinaria inmune compleja y simultanea que le
permita su fagocitosis y muerte intracelular en neutréfilos y macréfagos. A
continuacion se mencionaran aspectos de cada uno de estos factores y su
relacion con el S aureus.

El complemento es uno de los elementos de la respuesta inmune innata mas
antiguos en los vertebrados y un reflejo de ello es que todos los agentes
infecciosos, bacterias bacterias, virus, hongos y paréasitos han desarrollado

mecanismos para evadir o inhibir la accion del complemento o para utilizarlo como
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forma de internalizacion en las células del huésped. Este sistema se puede activar
por tres vias (clasica, alterna y de lectinas) gracias al reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patégeno (PAMPS). La tercera, es la via de la lectina a
través de la lectina fijadora de manosa que reconoce residuos de azucares en la

pared bacteriana.

Figura 4. Comparacion de la via cldsica y la via de las lectinas para la activacién
del complemento. La serinproteasa de lectina fijadora de manosa (MASP)-2 de de
la via de las lectinas funciona uniéndose a anélogos del C1 de la via clasica del
complemento. Este cliva C4 y C2 para producir C4b y C2b respectivamente que
finalmente produce conversion a C3 y C5, estimulando la opsonizacion del

patégeno y la lisis celular a través de complejo a atague a membrana.
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Tanto la via clasica como la lectinas terminan en la activacion de una serie de
proteasas que clivan los fragmentos C2 y C4 para formar el complejo C4b2a, que
a su vez cliva C3 en C3a y C3b. Este ultimo fragmento cumple importantes
funciones como opsonina con sus fragmentos C3b/iC3 que se depositan en la
superficie de la células gracias a sus recetores especificos CR1, CR3 y CR4
respectivamente. El C3b también se combina con una C3 convertasa para formar
C5 convertasa, que a su vez inicia la activacion no enzimatica de C6, C7, C8 y C9
conformando el complejo de ataque de membrana que perfora la membrana y

destruye la célula blanco (figura 4) 2524

El Neutrofilo asi como las demas células fagociticas son parte esencial del
sistema inmune innato. Son una primera barrera de defensa en los tejidos ante la
presencia de una amplia variedad de microorganismos, particularmente aquellos
que favorecen infecciones extracelulares. Esta células reconocen y unen las
particulas que van a ser fagocitadas gracias a la presencia de receptores de
membrana que identifican microorganismos opsonizados por fracciones del
complemento, por anticuerpos particularmente tipo Ilg G, o por otras moléculas

tales como la proteina C reactiva (PCR).

La existencia de defectos genéticos primarios en el humano y por modelos de
animales inducidos por manipulacion que afectan distintos mecanismos efectores
de los PMN los cuales se asocian con una mayor susceptibilidad a ciertos
procesos infecciosos. Se conoce por ejemplo que la enfermedad granulo matosa
cronica caracterizada por un defectos de la NADPH oxidasa tienen una deficiente
explosion respiratoria y tienen mayor predisposicién a por infecciones recurrentes
por S aureus y hongos principalmente (gérmenes catalasa positivo), lo ha
permitido establecer la importancia de este mecanismo en la defensa contra estos

gérmenes.
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Estudios de pacientes que padecen infecciones graves por gérmenes Gram (+) se
han visto relacionadas con bajos niveles de NBT, lo que sugiere que una
alteracion en el proceso respiratorio oxidativo del neutrofilo formaria parte
fundamental en el estudio de los pacientes con infeccidbn por germenes

especialmente el S aureus.

Las inmunoglobulinas son proteinas producidas por los plasmocitos que migran
en la zona gamma de la electroforesis de proteinas séricas por lo cual se
denominaron gammaglobulinas (describe la migracién); con el término de
inmunoglobulinas se definen las proteinas globulares que tienen origen en los LB y
en los plasmocitos (describe su estructura y origen celular), mientras que el
término anticuerpos se aplica a las moléculas de origen inmune con capacidad de
unirse al determinante antigénico con una alta especificidad (describen funcion),
gue soblo son producidos por los LB, que los expresan en la membrana, y por las

células plasmaticas que los liberan a la circulacién y a diferentes secreciones.

Las IgG1 e IgG3 funcionan muy bien como opsoninas contra antigenos proteicos ,
tienen una alta capacidad de union a los receptores Fc de la superficie de células
fagociticas, lo cual facilita la fagocitosis y posterior destruccion de los
microorganismos. La capacidad para fijar y activar el complemento por la ruta
clasica es 1gG321gG1=2IgG2; esta activacion ocurre gracias a la union de IgG
simultdneamente al componente C1q del complemento para iniciar la activacion de

esta cascada %°.

LalgG2 en contraste con Ig G1 y 3 responder especificamente ante antigenos de
carbohidratos como son los que se encuentran en los gérmenes capsulados
prinicipalemente S. pneumoniae, H. influenzae y N .meningitis y en menor

proporcion las cepas capsulazas de S aureus.. Por lo anterior los nifios con déficit
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de esta subclase son propensos a sufrir infeccion respiratoria alta y baja por estos
gérmenes, aunque pacientes sanos con niveles bajos de IgG2 puede tener
respuesta adecuada a ciertos polisacaridos, lo que resalta la importancia de medir
anticuerpos especificos. En los humanos, la IgG1, IgG3 e 1gG4 cruzan facilmente
la placenta, lo cual permite que al nacer, todos los neonatos tengan niveles
protectores de anticuerpos contra los antigenos contra los que su madre ha

desarrollado memoria inmune.

4.2. LA LECTINA FIJADORA DE MANOSA

4.2.1. Generalidades de la lectina fijadora de manosa (MBL) . La lectina
fijadora de manosa (MBL) que hace parte de la inmunidad innata de los
vertebrados es una glicoproteina de la familia de las colectinas que se une a los
carbohidratos de la superficie de los microorganimos a través del extremo C del
dominio de Lectina, La familia de las colectinas tiene cinco proteinas, la primera
colectina caracterizada fue la proteina fijadora de manosa (MBL), posteriormente
se identificaron en el pulmon las colectinas SP-A y SP-D y estan la conglutinina
bovina y la colectina 43 ( CL-43)r .Recientemente los analisis del genoma
permitieron la identificacion de otras dos colectinas humanas expresada en el
higado la CL-L1y la CL-P1 2.

Esta es sintetizada a nivel hepético y esta formada por una cadena de polipetidos
de la MBL tiene 228 aminoacidos y consta de una regién de 20 aminoacidos ricos
en cisteina, seguidos de una estructura de colageno que contiene tripletas Gly-
Xaai- Xaaz, una region estrecha “cuello” y luego un dominio de lectina
reconocedor de carbohidratos calcio dependiente denominado CRD .La region de
“cuello” forma una estructura helicoidal en espiral que une tres polipéptidos para

formar una subunidad. Esta estructura es estabilizada a través de puntes disulfuro
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en en extremo N- terminal de la region rica en cisteina. Luego estas 6 subunidades
forman estructuras oligoméricas ramificadas similares a la estructura de C1q del
complemento como se penso inicialmente 26, (Figura 5). Generalmente lo
encontrammos con 6 subunidades pero tambien se pueden formar estructuras
oligomericas con menos subunidades dependiendo de la estabilizacion de los

puentes disulfido con menor capacidad para activar el complemento

Figura 5. Estructura del tetramero y subunidad de MBL humana. Las subunidades
estan unidas por puentes de bisulfitos en la region N Terminal. Cada molécula de
MASP-2 esta asociada y ligada a una region de colageno. MASP —serinproteasa
de MBL.

Tomado: R. M. Dommett. Journal compilation 68 (193—209) 2 2006.

Estas colectinas requieren de calcio para su unién al azucar de la pared del
microorganismo, el calcio va a servir de coordinador al unirse a los grupos 3 -y 4-
OH del azlcar los cuales deben estar ubicados en el plano ecuatorial. Estas
especificidades de unién es lo que le confiere a la MBL cierta selectividad para
unirse solo a algunos azucares como D-manosa, D-glucosa, D-manosamina N-
acetil y D-glucosamina, también pueden unir a L-fucosa probablemente por medio
de grupos 2- y 3-OH. Con un orden de afinidad como sigue GIcNAc >manosa —

mucosa>ManNAc> maltosa >glucosa.
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Figura 6. Mecanismos de fagocitosis de las colectinas. A. La MBL sola puede
iniciar la fagocitosis a través de la interaccion con receptores celulares de union a
proteina. B. la MBL puede activar e iniciar efectivamente otros mecanismos de
fagocitosis, tales como el complemento o receptores de inmunoglobulina para
fagocitosis a través de una interaccion con receptores celulares de unién a
proteina. Estos no son establecidos directamente por el rol de las MASP. FcR:

receptos de inmunoglobulina. CR1: receptor del complemento 1.
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Tomado: Dominic L. Jack y Col. Immunological Review. 180:86-99. 2001.

Una vez reconoce el azucar en la superficie del microorganismo, este complejo
MBL — polisacarido es capaz de activar el complemento por la via de las lectinas.
Para ello, se une a unas moléculas solubles llamadas proteasas de serina
asociadas a MBL (MASP) que son homologas al C1lr y C1s (por similitud de C1q
con MBL), de las cuales se conocen 3 tipos, siendo la 1 y la 2 las responsables de

la mayoria de reacciones aunque actian de manera independiente. EI MBL —
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MASP2 unidos a la molecula de carbohidrato del microorganismo es capaz de
clivar C4 y C2 lo que resulta en la generacion del complejo C4b2a, que va a
funcionar como una C3 convertasa con una amplificacion en el clivaje de C3 vy
produccion de C3b/iC3b, este ultimo complejo asegura la opsonofagocitosis del
microorganismo (23). La C3 convertasa continua la via comun que termina con la
formacion del complejo de ataque de membrana C6- C9 lo que asegura la lisis de
la célula blanco. Vemos como entonces, la MBL es capaz de oposonizar por
depositos de C3 en la superficie del microorganismos, por union directa a los
receptores para colectinas presentes en el macréfago o a través de la activacion

del complemento por la via de las lectinas.( Ver figura 6).

Estudios demuestran que ademéas este complejo MBL- MASP es capaz de
potenciar la activacion del complemento por otras vias. Esto ha sido demostrado
en estudios de sueros de paciente deficientes en MBL e incubados con S aureus
a los que se les adiciona MBL-— MASP en concentraciones crecientes
observandose, con concentraciones de lectina mayores a 0.6 mcg/ml hay un
aumento significativo en el depdsito de C4 y un aumento, en menor cantidad, en
el deposito de C3b y iC3b en la superficie del microorganismo que aumenta su
fagocitosis por el neutrdfilo. Este estudio demostré que ademas, el complejo MBL-
MASP a concentraciones entre 1,25 — 2,5 mcg/ml de lectina, genera un aumento
en la fagocitosis del S. aureus de forma independiente al complemento, tal ves
mediado por Inmunoglobulina ?’. Por lo anterior se sugiere que la MBL es una de
las principales moléculas reguladoras del sistema de complemento lo que la
convierte en una pieza clave en la defensa inicial de microorganismos susceptibles

de reconocer como es el caso del S. aureus .

Los niveles séricos de la MBL son variables y van desde 0 hasta 5 mcg/ml en
individuos sanos, sin embargo su deficiencia es comin encontrandose desde un

5% hasta 8% de la poblacion 28 Esta deficiencia se da por alteraciones en su
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regulacion génica con fallas en el gen estructural o en su promotor. Se han
identificado mutaciones estructurales en el exon 1 a nivel de los codones 52, 54 y
57 (Glyc54Arg, Gly57Glu, Cys52Arg) llamados variantes D, B y C
respectivamente, las cuales interfieren en la oligomerizacion de la proteina donde
se rompe la hélice de colageno dando lugar a la deficiencia en la produccién y
funcién de la MBL. También se han descrito tres polimorfismos a nivel del
promotor y de la region 5’ H/L, X/Y y P/Q , en las posiciones —550, -221y + 4 , las
cuales se expresan en diferentes haplotipos LYPB, HYPD, LYQC que se suman a
los otros cuatro haplotipos de la variante A, que son LYPA, HYPA, LYQA y LXPA.
Los polimorfismos LYPB, LYQC, HYPD y LXPA estan asociados niveles bajos de

MBL en suerg 2°:30:34

Si bien la MBL tiene la capacidad de reconocer residuos de azucares en la
superficie de multiples microorganismos, su afinidad a cada uno de ellos es
variable. Se ha demostrado en estudios que gérmenes como Candida sp,
Aspergillus fumigatus, S. aureus y Estreptococo beta hemolitico del grupo A
muestran fuerte afinidad por la MBL, en contraste con gérmenes como el
Estreptococos beta hemolitico del grupo B, S. pneumoniae, S. epidermidis los
cuales mostraron baja union o patron de unién heterogéneo como la Escherichia
coli, klebsiella sp y algunas cepas de Haemophilus influenzae tipo B 3132, Estas
diferencias en patrones de unién a la MBL puede ser explicado por el hecho de
que algunas otras estructuras como son los polisacaridos capsulares (ej. N
.meningitidis serogrupo B, H.ilnfluenzae, C. Neoformans) o endotoxinas pueden
enmascarar o competir con la manosa y la N-acetilglucosamina o alterar la

estructura de estos carbohidratos y asi, disminuir su unién ala MBL.

Respecto a la relacion de MBL y S aureus especificamente, estudios
experimentales en modelos animales mostraron una mortalidad del 100% en

ratones con déficit de MBL a las 48 horas de inoculacién intravenosa de S. aureus
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comparado con un 45% de ratones control con un incremento de 10 a 100 veces
mas en la concentracién del germen en tejidos, con un aumento en presencia de
neutropenia .

Estudios en poblacion de caucésicos britanicos libres de mutaciones para MBL
muestran una alta union del S. aureus a la MBL, a concentraciones de 1,63
mcg/ml (concentraciones promedio en dicha poblacion). Sin embargo, cuando las
concentraciones de MBL bajan a 0.358 mcg/mml en poblacion heterocig6tica para
mutacion en el codon 54 o codon 52 (0.6 mcg/ml) dicha unién es minima o casi
nula, lo que explica la predisposicién a infecciones severas por é€ste germen en
poblaciones con deficiencia de MBL. Este riesgo empeora en poblaciones
homocigéticas para mutaciones en el gen estructural de la MBL 2. También se ha
observado que pacientes con fibrosis quistica e infectados por S. aureus
presentaban mayor numero de complicaciones cuando tenian concomitantemente
niveles bajos de MBL empobreciendo su pronostico 3°.0tros estudios en poblacion
caucasica, los cuales tienen hasta un 30% de polimorfismos para MBL con
niveles bajos de MBL se encontré un mayor porcentaje de cultivos positivos para
S aureus al ingreso a la UCI sin modificar su mortalidad 26.Lo anterior sugiere una
estrecha relacion entre la susceptibilidad a infecciones severas por el S. aureus y

niveles bajos de MBL secundarios a mutaciones o polimorfismos del gen.

4.2.2. Relacion de MBL y susceptibilidad a infecciones severas por
staphylococcus aureus. La idea que la carencia relativa de MBL predispone al
hospedero a la infeccion fue basada en la descripcion de los defectos de
opsonizacion dependientes de MBL en el suero de pacientes con fenotipo de

infeccion recurrente desde los afnos 60’s.

Soothill y Harvey describieron a un grupo de infantes con infecciones recurrentes,

cuyo suero fallo para la opsonizacion de Saccharomyces cerevisiae. Un similar
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defecto de opsonizacion fue encontrado en cerca del 5 % de pacientes adultos
aparentemente sanos de la poblacion control. Super y colaboradores relacionaron

esta comun deficiencia de opsonizacion con la baja expresion de MBL.

Estudios demostraron que la MBL no actla solamente como una opsonina sino
también como estimulante de la actividad proinflamatoria; observando una
alteracion en la respuesta de citoquinas dadas por aumento de IL6 y FNT a en
animales con déficit de MBL , lo que conlleva a una respuesta proinflamatoria

exagerada a la sepsis bacteriana .

Claramente la deficiencia de MBL no es una inmunodeficiencia primaria clasica, de
acuerdo al concepto mendeliano, dada su penetrancia clinica extremadamente
baja; sin embargo, esta puede tener un impacto sustancial sobre la inmunidad
protectora, como la susceptibilidad a la mayoria de enfermedades infecciones
comunes bajo un control genético complejo. Un numero de hospitales basados en
estudios tienen indicios que sugieren que la deficiencia de MBL es mas comun en

pacientes con enfermedades infecciosas!?13,

Olaf Net, Dominic L y colaboradores realizaron un estudio con suero de paciente
gue presentaban niveles bajos de MBL. El suero de estos pacientes se adiciono a
cepas de Staphylococcus aureus, posteriormente se realizaban mediciones de
niveles de C4, factor B, C3b y iC3b en la superficie de la bacteria mediante
citometria de flujo. Se compararon estos niveles con sueros a los cuales se les
adiciono MBL-MASP. El estudio demostré mayor actividad litica y de opsonizacién
por parte de los neutrofilos en los sueros que recibian dicha suplencia; lo cual
implica una alta relacion entre deficiencia de MBL y disminucion en la actividad
inmunologica contra el Staphylococcus aureus. Este estudio demostré ademas
aumento de la actividad de opsonizacion independiente de la activacion del

complemento con la adicién de las MASP. 28
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Estudios experimentales en modelos animales mostraron una mortalidad del
100% en ratones con déficit de MBL a las 48 horas de inoculacion intravenosa de
S. aureus comparado con un 45% de ratones control con un incremento de 10 a
100 veces mas en la concentracién del germen en tejidos, con un aumento en

presencia de neutropenia 3,

Otro estudio sugiere que alteraciones en el gen de MBL se relaciona con
complicaciones de pacientes con fibrosis quistica e infectados por S. aureus,
reportando deficiencia en la via de la MBL y empobreciendo su pronostico .
Estudios en poblaciéon caucéasica, los cuales tienen hasta un 30% de
polimorfismos para MBL, mostraron que aquellos paciente con sepsis (252
pacientes), el 20% tuvieron haplotipos relacionados a niveles bajos de MBL en los
cuales se encontré un mayor porcentaje de cultivos positivos al ingreso a la UCI

con un valor estadisticamente significativo 3’

El estudio de 28 miembros de una familia demostr6 en 13 deficiencia en los
niveles de MBL funcional. Se observo forunculosis y carbunco en 9 de los 28
miembros de la familia, siete de los cuales demostraron deficiencia del alelo pBLy
de MBL

Lo anterior sugiere una estrecha relacion entre la susceptibilidad a infecciones
severas por el S. aureus y mutaciones o polimorfismos de la MBL asociados a

niveles bajos de esta proteina.

4.2.3. Terapeutica potencial de MBL. El reemplazo de MBL se realizo primero
aun sin conocer de su déficit cuando se le administro plasma fresco congelado a
pacientes para corregir defectos de opsonificacion %3°, desde entonces MBL
derivada de plasma purificada se ha utilizado seguramente en muchos pacientes,
resultando en la normalizacién de la actividad opsonificacion mediada por

complemento y MBL “°. El desarrollo de MBL recombinante se encuentra en fase 1
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y tal desarrollo provee prospectos futuros de potenciales usos. Exactamente
guienes pueden beneficiarse de la terapia de reemplazo se encuentra bajo debate

y es de vital importancia definir el grupo de pacientes para esta terapéutica.
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1. TIPO DE ESTUDIO

Es un estudio descriptivo prospectivo, en el cual se hara medicién de niveles
séricos de MBL a todos los nifios menores de 15 afios procedentes de la regién
del Surcolombiana que ingresen al Hospital Universitario Hernando Moncaleano
Perdomo de Neiva con infeccion invasiva por Staphylococcus aureus entre el 1 de
enero de 2006 al 30 de junio de 2007.

5.2. POBLACION Y CRITERIOS DE INCLUSION

Seran incluidos en el estudio los pacientes del servicio de pediatria del Hospital
Universitario Hernando Moncaleano Perdomo que ingresen del 1 de enero del
2006 al 30 de junio del 2007 y que tengan compromiso por el Staphylococcus

aureus confirmado por cultivo.

Los criterios de inclusion al estudio son:

Edad: 1 dia - 15 afios
Enfermedad por Staphylococcus aureus definida como la presencia de:

Bacteriemia
Endocarditis
Neumonia — empiema
Osteomielitis- artritis

Pericarditis
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Meningitis

Hemocultivo positivo para S aureus en las primeras 48 horas de realizado el

diagnostico.

5.3. CRITERIOS DE EXCLUSION

Malformaciones congénitas mayores
Inmunodeficiencia primaria conocida

Infeccion por VIH

Tratamiento inmunosupresor ultimos 3 meses
Céncer.

Desnutricidon severa

Una vez el paciente cumpla los criterios de inclusion se procedera a diligenciar el

Consentimiento informado (anexo 2).

5.4. VARIABLES

Tabla 2. Definicion y caracterizacién de la variable

ATE RI NIVEL DE INDICA
VARIABLE DEFINICION SUBVARIABLE | © AGO ridete Dog
Caracteristicas | Caracteristicas de | Edad 0-15 afios Numeérico %
socio- procedencia, raza,
demograficas edad y sexo del | Genero Femenino/ Nominal %
huésped masculino
Procedencia Nominal %
Urbana/rura
Raza | nominal %
Caucasico,
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indigena,

mestizo y
afroamerica
no
Localizacion de | Lugar anatémico u | Endocarditis Si/No Nominal %
la infeccion érgano
comprometido  por | pericarditis Si/No Nominal %
infeccion con
Staphylococcus Neumonia Si/No Nominal %
aureus
Empiema Si/No Nominal %
Meningitis Si/No Nominal %
Celulitis Si/No Nominal %
Absceso Si/No Nominal %
Artritis Si/No Nominal %
Sepsis neonatal Si/No Nominal %
Caracteristicas | Referidas como | Sitio de adquisicién | Adquirido Nominal %
del Germen lugar de en la
adquisicion 'y tipo | Meticilino comunidad/
de resistencia resistencia Nosocomial
Nominal %
SI/NO
Estado Clinico | Grado y severidad | Infeccion localizada | Si/NO Nominal %
del compromiso
definido  por los | sepsis Si/No Nominal %
criterios de sepsis
publicados At : : o
Pediatrics  Critical Choque séptico Si/No Nominal %
Care en enero del S, . . o
2005 ver anexo 5 Falla multiorganica | Si/No Nominal %
Riesgo de Morir | Porcentaje de | % de morir 0-100% Numérico | %
probabilidad de
morir calculado en
el PRIMS SCORE
Niveles de MBL | Niveles sericos de | Normales Mayores de | Numeérico | %
MBL medidos por 700 ng/dL
nefelometria Bajos Numérico | %
Menores de
700 ng/dL
Caracteristicas | Variables que | Dias de estancia | Numero de | Numérico | %
Clinicas definen la | hospitalaria dias

evolucion de la
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enfermedad y las | Dias de estancia | Numero de | Numérico | %

intervenciones que | UCI pediatrica dias
se tomaron sobre
esta Dias de ventilacion
mecanica Numérico | %
Numero de

Dias de inotropia dias

Numérico %

Numero de
dias

Mortalidad Porcentaje de | Mortalidad Si/No Nominal %
muerto segun
niveles de MBL

La escala de PIM (anexo 3) sera diligenciado al ingreso del paciente. Dicha
escala consta de siete variables: Admision selectiva del paciente, condicion
subyacente, respuesta pupilar, ventilacibn mecanica, presion sistolica, base en
exceso y relacion FIO2 / PaO2. La tasa predictora de muerte va a dar valores que
van desde un 0 a un 100% de probabilidad de muerte por medio de un calculo
logaritmico con las variables descrita, para ello se utilizara el programa PIM score

disponible en la institucion.
5.5. OBTENCION Y PROCESO DE MUESTRAS

5.5.1. Aislamiento bacteriano. El aislamiento de Staphylococcus aureus se hara
en un medio de cultivo marca BactAlert el cual se incuba a 37 C durante 24 a 36
horas en incubadora BactAlert , posteriormente los cultivos positivos se pasan a
medio agar sangre por 24 horas. Los cultivos positivos para gram positivos se
pasan a la Placa Vitek (BioMérieux Lab. Equipment) el cual daré la tipificacion y la

sensibilidad antibidtica.

5.5.2. Niveles MBL. Se requiere de latoma de 1 a 2 cc de sangre, para obtener
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de 5 — 50 ul de suero. Esta muestra sera tomada en las primeras 48 horas de
realizado el diagnéstico. La muestra se tomard de manera aséptica por personal
capacitado, por método de venoyet en tubo seco sin anticoagulante. Luego se
lleva al laboratorio donde la muestra es centrifugada para obtener el suero. Este
se almacena a —20 °C. Las muestras hemolisadas o lipémicas se descartan.

5.5.2.1. Metodologia y Técnica. Se utilizara el método de Elisa para MBL
oligomérica que consisten en hacer reaccionar pozos cubiertos por anticuerpos
monoclonales en contra de la parte ligadora de carbohidrato de la MBL. La MBL
detectada con el anticuerpo se hace reaccionar con una peroxidasas que hace las
veces del conjugado y se determina los niveles luego de la incubacién con un
sustrato cromogeénico llamado tetramethylbenzirina (TMB). La intensidad del color

determina la concentracion de MBL en cada muestra.

Pasol. Las muestras, calibradores y controles son incubadas en los pozos
previamente cubiertos con anticuerpo monoclonal contra MBL. La MBL asi
presente en las muestras se unira al anticuerpo por medio de su dominio ligador

de carbohidrato .El material restante es removido mediante lavados.

Paso2. Incubacion de los pozos con el anticuerpo monoclonal marcado con

biotina.

Paso 3. Se adiciona el conjugado de Streptavidina HRP (horseradish peroxidasa)
para formar un complejo con el anticuerpo marcado con biotina. el conjugado

restante es removido mediante lavado.
Paso 4. Un sustrato cromogénico de peroxidasa que contiene tetrametilbenzidina

(TMB) se agrega a cada pozo. La Streptavidina reacciona con el sustrato

generando color. La reaccion enzimatica se detiene con una solucion stop. La
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intensidad de color se lee en lector para Elisa a una longitud de onda de 450 nm.

5.5.2.1.1. Preparacion de reactivos y muestras

e Las muestras y reactivos se llevan a temperatura ambiente. Se mezclan y se
centrifugan a baja velocidad para obtener suero claro si es necesario.

e Determinar el nUmero de muestras que se van a procesar ,junto con los
calibradores que se montan por duplicado.

o La soluciéon de lavado viene en una concentracion de 25X que se diluyen en

30 ml ,se agregan a un recipiente de 1 litro y se adiciona agua desionizada o

destilada hasta llegar a un volumen de 750 ml. Se mezcla y se almacena a una

temperatura de 2-8 °C

e La muestras diluyente, los calibradores para MBL, el anticuerpo MBL con

biotina, el conjugado de streptovidina HRP, el sustrato de tetrametilbenzidina

(TMB) y la solucion stop vienen listas para su uso sin diluciones adicionales.

e Las muestras se diluyen en proporcion con el diluyente que trae el Kit para

obtener un volumen de 250 ul suficientes para montar por duplicado100 ul en

cada pozo. Puede ser dilucion 1/100 (ej. 5 ul de suero y 495 ul de muestra

diluyente mezclados por inversion o llevar al vortex). Las diluciones menores de

1/10 se descartan.

5.5.2.1.2. Procedimiento
o Preparar las muestras, calibradores y equipo lector de ELISA con filtro de
referencia a 620 nm. Puede ser asignado un blanco reactivo de 100 ml del

diluyente-

o Agregar 100 ul de cada una de las muestras, calibradores y controles a los
respectivos pozos. cubrir los pozos con papel aluminio e incubar durante 60

minutos a temperatura ambiente sobre un agitador de 200 rpm.
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o Aspirar el contenido de los pozos y lavar 3 veces con 300 ul de la solucion
de lavado . Si el lavado se realiza manual luego del ultimo lavado se colocan los

pozos por inversion sobre un papel absorbente durante un minuto.

o Dispensar 100 ul del anticuerpo marcado con Biotina a cada pozo. Cubrir
nuevamente con e incubar durante 60 minutos a temperatura ambiente sobre un
agitador a 200 rpm.

e Lavar como se describe en el paso 3.

o Adicionar 100ul del conjugado marcado con Streptovidina HRP a cada uno
de los pozos. Cubrir los pozos e incubar durante 60 minutos a temperatura
ambiente sobre agitador de 200 rpm.

e _.Lavar como en el paso 3.

e Agregar 100 ul de | substrato de TMB en cada pozo. Cubrir los pozos e
incubar exactamente por 15 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad.

Comenzar a cronometrar a partir del llenado del primer pozo.

e Agregar 100 ul de solucion Stop a cada pozo. Mezcle gentiimente por 20

segundos y haga lectura a los 30 minutos.

o Realizar lectura de la absorbancia de los pozos a 450 nm en un lector de

microplacas (a 650 — 620 nm).

5.5.2.1.3. Materiales

52



o Lector y lavador de ELISA

o Diluyente de muestras

o Buffer de reaccién

o Estandar de preteinas

o Controles de proteinas

o Pipeta automatica de 100 ml

o Puntas desechables

o Recipiente de desechos con hipoclorito diluido

5.6. INTERPRETACION DE RESULTADOS

El rango total de concentraciones de MBL en suero de pacientes sanos medido
por este método u otros similares esta entre 0 a 7000 ng/ml. Estudios clinicos han

tomado como valores de corte de 700 ng/ml para definir deficiencia de MBL.
Se ara analisis estadistico de las diferentes variables socio demogréficas, clinicas
y serologicas. Se tomaran todos aquellos valores normales y bajos de MBL y se

correlacionaran con las diferentes variables. El grado de asociacién se establecera

utilizando el sistema de analisis estadistico con Epi Info 3.4.1 julio 2007 (Anexo 4).

5.7. ASPECTOS ETICOS

El manejo de la informacién, toma de muestras y proceso se ajustan a las normas

dictadas en la resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud Publica, este
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estudio no presenta ningun riesgo para el paciente y sus familias, por el contrario

se espera ofrecer beneficios a futuro.

Los padres de los pacientes que cumplieron los criterios para ingresar al estudio
se citaron a una reunion con dos representantes del grupo de investigacién donde
se les informo y explico claramente los objetivos y procedimientos que conllevan el
trabajo; una vez aceptado los padres firmaron un consentimiento informado (anexo
2). El estudio no ejercié ninguna variacion respecto a la conducta y manejo del

paciente.

Toda informacién generada sera confidencial y ara parte de las historias clinicas.

6. RESULTADOS
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6.1. VARIABLES EPIDEMIOLOGICAS

Se midieron niveles de MBL en 46 pacientes con infeccién por Staphylococcus
aureus confirmado por cultivo. De los 46 pacientes se excluyeron 21; 1 paciente
tenia infeccion por HIV, 3 pacientes tenian patologia oncoldgica (2 leucemia
linfoide aguda y 1 leucemia mieloide aguda), 4 pacientes cumplian criterios de
desnutricion crénica y 13 pacientes eran pacientes con inmunodeficiencia
primaria) confirmada en la clinica de infeccién recurrente del Hospital Universitario

HMP de Neiva). Se incluyeron para el estudio un total de 25 pacientes.

Los grupos etéreos se clasificaron como: neonatos (0-28 dias), lactantes (1-24
meses), preescolares (2-6 afios), escolares (6-12 afios) y como preadolescentes
(12-15 afios). De los grupos etaros prevalecieron los esclares; no hubo pacientes
preadolescentes (Grafico 11). La media de edad fue de 6,25 afios con una DE de
4,4 aios (Tabla 3).

La distribucion por sexo mostré prevalecia del genero masculino en relacion H:M
2.6:1. Prevalecio la raza mestiza sobre la indigena y de caucasicos en forma
consecutiva, no hubo en el estudio pacientes afro colombianos. No hubo diferencia

entre la procedencia de area rural y urbana (tabla 3).
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Tabla 3. Variables sociodemograficas de pacientes con infeccién por
Staphyilococcus aureus atendidos en el Hospital Universitario Hernando

Moncaleano Perdomo de Neiva 2007.

Edad (afios)
Neonato
Lactante
Preescolar

Escolar

Genero

Femenino

Masculino

Raza
Caucasico
Mestizo

Indigena

Procedencia

Urbana

Rural
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6.2. VARIABLES DEL AGENTE ETIOLOGICO

Los aislamientos de Staphylococcus aureus fueron en su mayoria adquiridos en la
comunidad (19 Adquiridos en la Comunidad contra 6 Nosocomiales). Los
gérmenes adquiridos en la comunidad mostraron una resistencia alta (63,2%), de
los aislamientos nosocomiales uno era meticilino sensible (Tabla 4).

Tabla 4: aislamientos bacterianos de Staphylococcus aureus segun area de
adquisicién de la infeccion y resistencia antibacteriana de pacientes infectados,
atendidos en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva
2007.

Staphylococcus aureus Resistente Sensible TOTAL
Adquirido en comunidad 12 7 19
Row % 63,2 36,8 100
Col % 70,6 87,5 76
Nosocomial 5 1 6
Row % 83,3 16,7 100
Col % 29,4 12,5 24
TOTAL 17 8 25
Row % 68 32 100
Col % 100 100 100

6.3. VARIABLES CLINICAS

Los pacientes tenian en promedio dos sitios anatomicos de colonizacién por el
Staphylococcus aureus, de los cuales los cuatros principales sitios en orden de
frecuencia eran: neumonia, artritis séptica, osteomielitis, empiema. Los

diagnodsticos menos frecuentes se representan en el Grafico 2.
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Grafico 2: Diagnésticos principales de pacientes con infeccion por Staphylococcus
aureus atendidos en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de
Neiva 2007.
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El estado clinico que prevalecié fue el choque séptico en un 44%, seguido de
sepsis, falla multiorganica e infeccion en orden de frecuencia (Grafica 3).

Grafico 3: Clasificacion del estado clinico de pacientes con infeccion por
Staphylococcus aureus atendidos en el Hospital Universitario Hernando

Moncaleano Perdomo de Neiva 2007.
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La estancia promedio de los pacientes en el hospital fue de 25,9 dias con una
desviacion estandar de 22 dias, teniendo en cuenta que el Unico paciente que
presento una estancia menor de 3 dias fue secundario a su fallecimiento
temprano. Los dias de estancia en unidad de cuidado intensivo fueron de 10,8

dias con una desviacion estandar de 19,68 dias (Tabla 5).

Los pacientes en unidad de cuidado intensivo requirieron ventilacion mecanica en
promedio por 4,76 dias, necesidad de inotropia para manejo de choque con un
promedio de 4,08 dias (Tabla 5).

Tabla 5: Frecuencia y media de estancia hospitalaria, estancia en cuidado
intensivo, requerimientos de inotropia y ventilacion mecéanica de pacientes con
infeccion por Staphylococcus aureus atendidos en el Hospital Universitario

Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva 2007.

Méaximo Media Minimo DE
Estancia
hospitalaria 121 25,96 2 22,12
(Dias)
Estancia
UCIP 101 10,88 0 19,69
(Dias)
Ventilacion
Mecanica 24 4,76 0 7,14
(Dias)
Inotropia 18 4,08 0 5,04
(Dias)
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El escore PRIMS se realizo a 23 de los 25 pacientes, presentando una media de
34% de riesgo de mortalidad con una desviacion estandar de 22,8%. La
mortalidad se presentd en 3 (12%) de los 25 paciente, dada principalmente por el

compromiso multisistémico.

6.4. VARIABLES SERICAS

La media de niveles séricos de MBL fue de 1783,7 ng/dL con una Desviacion
Estandar de 1519,9 ng/dL. Los niveles de MBL fueron bajos (menor de 700 ng/dL)
en 9 de los 25 pacientes para un porcentaje del 36% de los pacientes incluidos en
el estudio (Tabla 6).

Tabla 6: Déficit de MBL (definido como niveles < 700 ng/dL) de pacientes con
infeccion por Staphylococcus aureus atendidos en el Hospital Universitario

Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva 2007.

Niveles MBL No. Pacientes Porcentaje
Anormal
<700 9 36%
Normal
> 700 16 64%
Total 25 100%

6.5. COMPARACION DE NIVELES DE MBL CONTRA VARIABLES
EPIDEMIOLOGICAS

El déficit de MBL comparado con los diferentes grupos etareos, sexo y la raza no

mostré ninguna diferencia estadistica, sin embargo se nota la prevalencia de la

deficiencia de MBL en los pacientes en la etapa escolar (Tabla 7).



Tabla 7: Comparacion de variables epidemioldgicas contra los niveles séricos de
MBL (definidos como bajos y normales) en pacientes con infeccion por
Staphylococcus aureus atendidos en el Hospital Universitario Hernando

Moncaleano Perdomo de Neiva 2007.

Edad (afos)
Neonato
Lactante
Prescolar
Escolar

Total
Genero

Femenino

Masculino
Total
Raza

Caucasico
Indigena

Mestizo
Total
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6.6. COMPARACION DE VARIABLES CLINICAS CONTRA NIVELES SERICOS
DE MBL

Los pacientes que presentaron un mayor compromiso sistémico (falla
multiorganica), tuvieron una mayor incidencia de déficit de MBL sin embargo no
hay significancia estadistica (p: 0,076), los pacientes con sepsis (que no
progresaron a choque) presentaron una incidencia mayor de niveles normales de
MBL y no hubo ninguna diferencia significativa en los pacientes con choque

séptico e infeccion localizada (Grafico 8).

Tabla 8. Comparacion del estado clinico contra los niveles sericos de MBL
(definidos como bajos y normales) en pacientes con infeccion por Staphyilococcus
aureus atendidos en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de
Neiva 2007.

Infeccion Sepsis Choque FMO Total
Localizada Séptico

Normal (No) 1 6 8 1 16
Row % 11,1 37,5 50,0 6,3 100,0
Col % 50,0 85,7 72,7 20,0 64,0
Bajos (No) 1 1 3 4 9
Row % 6,3 11,1 33,3 44,4 100,0
Col % 50,0 14,3 27,3 80,0 36,0
Total 2 7 11 5 25
Row % 8,0 28,0 44,0 20,0 100,0
Col % 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
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El requerimiento de ventilacion mecéanica fue mayor en los pacientes con déficit de
MBL (grafico 4).

Grafico 4. Requerimiento de ventilacion mecanica comparado con niveles de
MBL en pacientes con infeccion por Staphyilococcus aureus atendidos en el

Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva 2007.
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Los pacientes con deficiencia de MBL mostraron un mayor requerimiento en dias
de inotropia y dias de ventilacibn mecéanica, en un rango considerable, sin
embardo dado en numero de pacientes estos no muestran un significado
estadistico (p:0,21, p:0,17 respectivamente). Los dias de estancia hospitalaria no
mostraron ninguna variacion; los dias de requerimiento de manejo en unidad de
cuidado intensivo si fueron mayores en los pacientes con déficit de MBL (Tabla 9,
Grafico 5).
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Tabla 9: Medias y desviacion estandar de requerimientos de dias ventilacion
mecanica, dias de inotropia, estancia en UCI y estancia hospitalaria comparado
con niveles de MBL en pacientes con infeccidbn por Staphylococcus aureus
atendidos en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva
2007.

Inotropia | Ventilacion | Estancia | Hospitalizacion
Mecanica en UCI

MBL Bajos

Media (dias) 6,77 9,55 17,44 27,55

DE 6,81 9,9513 32,28 36,16
Niveles MBL

Normales (dias) 2,56 2,06 7,18 25,06

DE 3,01 2,7195 4,92 9,1394
Total 4,08 4,7 10,88 25,96

Gréfico 5. Grafico comparativos de medias de requerimientos de dias ventilacion
mecanica, dias de inotropia, estancia en UCI y estancia hospitalaria comparado

con niveles de MBL en pacientes con infecciébn por Staphylococcus aureus

atendidos en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva
2007.
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De los 9 pacientes con niveles bajos de MBL, 2 fallecieron (22,2%) comparados

con 1 de 16 pacientes (6,3%) con niveles normales de MBL.

Grafico 6. Mortalidad segun niveles de MBL en pacientes con infeccién por

Staphyilococcus aureus atendidos en el

Moncaleano Perdomo de Neiva 2007.
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7. DISCUSION

Numerosos factores estan envueltos en el control y limitacion de la infeccién e
general la sepsis ocurres cuando la respuesta inmune falla para contener la
invasion del microorganismo. Deficiencias en la inmunidad innata y adquirida,
factores innatos del hospedero han sido sugeridos de particular importancia en

estos eventos. Sin embargo no esta claro totalmente claro la génesis de la sepsis
41

La sepsis es una de las causas mas comun de muerte en nifios que se
encuentran en unidad de cuidado intensivo se estima que en estados unidos hay
en promedio unos 750.00 casos de sepsis severa por afio y con una incidencia
promedio de ingreso por afio a las unidades de cuidados intensivo de 6 a 10 por
cada 100 admisiones a UCIP *'. El Staphylococcus aureus meticilino resistente
(SMR) a emergido recientemente como una causa frecuente de infeccion en
muchas partes del mundo Zaoutis TE y col *? refieren una prevalencia del 30% de
Staphylococcus aureus metilcilino resistente adquirido en la comunidad (SMRAC),
en nuestro estudio la prevalencia de SMRAC fue del 63.2%; sin embargo la
mayoria de nuestros pacientes ingresaron al estudio cuando ya se encontraban en
la unidad de cuidados intensivo pediatrico. La incidencia de cultivos positivos para
Staphylococcus aureus meticilino resistente (tanto adquirido en la comunidad
como nosocomial) en el servicio de pediatria del Hospital Universitario Hernando
Moncaleano Perdomo durante el primer semestre de | 2007 fue del 54,1 % lo cual
muestra una amplia prevalencia de este que se correlaciona con la literatura

mundial 4344,
La via de la proteina fijadora de manosa (MBL), juega un papel importante en la

activacion de la via clasica y alterna del complemento, a pesar de que esta

interrelacion no se encuentra del todo clara proceso que es fundamental para el



control de la colonizacion bacteriana y la progresion de esta a una infeccion
invasiva. En el presente estudio seleccionamos al Staphylococcus aureus por ser
un microorganismo frecuentemente aislado en pacientes con compromiso
sistémico, diversos estudios han mostrado que la respuesta humoral a esta
microorganismo es compleja *“%4’. Los actuales conocimientos de la estructura
molecular del MBL han resultados en multiples publicaciones reportando la
interrelacion entre el déficit de MBL y la susceptibilidad a infecciones sistémicas
por diferentes microorganismos dentro de los cuales se encuentra el
Staphylcoccus aureus 84, Las observaciones de Koch y col. encontraron que la
deficiencia de MBL fue la causantes en un 25% de los casos severos no
explicados *° en nuestro estudio documentamos un déficit de MBL del 36% de los
pacientes que cursaban con infeccion por Staphylococcus areus. Koch describe
también que el mayor riesgo de infeccion en nifios con déficit de MBL se presenta
dentro de la edad de 6-17 meses periodo en la cual se asocia una
hipogammaglobulinemia transitoria *°“° en contraste en nuestro estudio la mayoria
de pacientes con déficit sericos de MBL se encontraba dentro del rango de edad
de 6-12 afnos (48% de los pacientes) y el segundo grupo etareo se correlaciona

con los hallazgos de koch en lactantes mayores (28%) *°.

La presentacion clinica de infeccion por Staphylococcus aureus en pacientes con
déficit de MBL se ha estudiado encontrandose asociacion entre niveles deficientes
y determinados polimorfismos genéticos con infecciones localizadas en piel tipo
foruncolosis °' Asi como determinante de supervivencia en endocarditis
bacteriana®® o como factor de riesgo para sepsis neonatal 3. Nuestro estudio
demostr6 un gran compromiso del sistema respiratorio dado por neumonia
complicada, seguida de compromiso osteoarticular con artritis y osteomielitis; y se
presento también de forma importante el compromiso cardiaco dado por

endocarditis y pericarditis.
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Estudios clinicos de pacientes criticos que requirieron manejo en unidad de
cuidados intensivos demostraron que los individuos con deficiencia de MBL
presentan mas probabilidad de desarrollar un sindrome de respuesta inflamatoria
entre el 37-100% dependiendo del la mutacion genética y progresan a choque
séptico y muerte 44°4°° Nuestro estudio presenta resultados que concuerdan con
lo anteriormente citado, documentandose una mayor severidad en el estado
clinico con FMO en el grupo deficiente de MBL del 44% vs 6% en el grupo con
niveles normales de MBL. Asi mismo la mortalidad presenta una diferencia con
mayor mortalidad en pacientes con déficit de MBL 20,2% vs 6,3% en pacientes

con niveles normales de MBL.

En cuanto a la severidad de la infeccion por Staphylococcus aureus es mayor en
los pacientes con déficit de MBL con una media de PRIMS al ingreso a la unidad
cuidado intensivo pediatrico de 42,6 vs 29,3 en los pacientes con niveles normales
de MBL. Ademas se observo una diferencia significativa con relacién a necesidad
de ventilacion mecanica (66,7 vs 50%), dias de estancia en UCIP (17,44 vs 7,18),

dias inotropia (6,77 vs 2,56) y dias de ventilacibn mecanica (9,55 Vs 2,06).

La accion de la MBL sobre el sistema inmune es fundamental para en control de la
infeccion y la progresion a estados clinicos mas severos como se ha descrito en
multiples revisiones. Ante la presencia de un proceso infeccioso bacteriano se
podria identificar y clasificar a los pacientes con riesgo de desarrollar enfermedad
severa con la medicion de los niveles plasmaticos de MBL, la cual ha demostrado
ser un buen indicador de susceptibilidad para desarrollo de respuesta inflamatoria
sistémica comparado con el estudio de genotipo y la genatipificacion extendida
para detectar alteracion del genoma de MBL®®. En la practica clinica la MBL se usa
en pacientes con fibrosis quistica con enfermedad pulmonar Terminal °°.
Valdimarsson reporta en 1998 dos casos de pacientes pediatricos con infeccion

recurrente que recibieron manejo con concentrados de MBL obtenidos de suero
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humano sin una franca mejoria®’, sin embargo se propone la posibilidad de
administracion de MBL recombinante o un sustituto del sistema inmune que ayude
a la regulacion de la opsonizacién y de forma secundaria al control de la infeccién

como son las inmunoglobulinas.

Se deben realizar estudios que evalten los costos y beneficios de esta terapia en
enfermedades criticas especificas, para habilitar el uso de MBL recombinante o de
inmunoglobulinas en pacientes con déficit de MBL a fin de disminuir el numero de

procesos de SIRS sepsis severa y choque séptico.
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8. CONCLUSIONES

La incidencia del déficit de proteina fijadora de manosa en pacientes con infeccion

por Staphylococcus aureus es del 36%.

Las infecciones adquiridas en la comunidad por Staphylococcus aureus fueron
prevalentes sobre las nosocomiales por el mismo germen, observandose una
resistencia mayor del 50% la cual llego hasta el 83% en los gérmenes

nosocomiales.

Se observa una diferencia significativa en cuanto a la severidad de las infecciones
por Staphylococcus aureus en el grupo de pacientes con déficit de MBL, ya que
presentan una mayor estancia hospitalaria en la unidad de cuidado intensivo
pediatrica, con un numero mayor de dias con apoyo ventilatorio mecanico y
soporte inotropico. Asi mismo la severidad del estado clinico es mayor en los
pacientes con déficit de MBL llegando a Falla organica mdultiple hasta un 44 %

comparado con un 6% en pacientes con niveles normales.

En cuanto a la mortalidad se observa una mayor incidencia en el grupo de déficit
de MBL, lo cual debe ser corroborado en estudios posteriores con un numero

mayor de pacientes.
Consideramos que se debe realizar un tamizaje a los pacientes con infecciones

severas por Staphylococcus aureus para tomar conductas de apoyo terapeutico

temprano como son la suplementacion de inmunoglobulinas. .
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ANEXOS



Anexo A.Cronograma de actividades

Actividad (por meses)

10

11

12

Etapa de preparacién, adquisicion

de insumos, de equipos

Revision bibliogréfica

Estandarizacion de técnicas

Toma de muestras y medicion

Andlisis de resultados

Presentacion parcial de resultados

en congresos

Publicacion de resultados y entrega

de informe final
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Anexo B. Consentimiento informado

ESTUDIO IN VIVO DE LA RESPUESTA INMUNE INNATA FRENTE A
INFECCION INVASIVA POR S AUREUS

El Staphylococcus aureus es una bacteria importante porque puede producir
infeccion en cualquier parte del cuerpo y el porcentaje de complicaciones

incluyendo la muerte es alto.

Este es un estudio en el cual se mediran los diferentes componentes del sistema

inmune de su hijo/hija que tiene que ver con la defensa contra la bacteria.

Se requiere para ello tomar una muestra de sangre de 5cc que servird para medir

estas sustancias Dicho procedimiento no conlleva riesgos para su hijo/hija.

Toda la informacion y las muestras seran manejadas bajo un codigo que
correspondera al nimero de historia clinica asignada al ingreso al Hospital sin dar

nombre propio alguno y solo seran utilizadas con los fines de este estudio.

El estudio no intervendra en el tratamiento de su nifio, asi, en caso tal de no
aceptar la participacion de su hijo/hija en el mismo, de igual forma recibira el
tratamiento adecuado. Si usted decide retirar al paciente, puede hacerlo en

cualquier momento.

Con este estudio usted contribuird a estudiar esta patologia para en un futuro

poder ofrecerles nuevas opciones de tratamiento.
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Declaracion de Consentimiento Informado

ESTUDIO IN VIVO DE LA RESPUESTA INMUNE INNATA FRENTE A
INFECCION INVASIVA POR S AUREUS

Si usted autoriza que usted y su nifio(a) participe en este estudio, por favor

complete los datos siguientes y conserve una copia de este documento.

Yo,

(Nombre completo de la persona que entrega el consentimiento)

Declaro que me explicaron los objetivos y los procedimientos de este
estudio y que tuve la posibilidad de hacer preguntas para aclarar mis dudas.
Doy voluntariamente mi consentimiento para participar yo y mi hijo / hija, en
el desarrollo de este proyecto de investigacion.

Entiendo que el personal a cargo del estudio revisara los registros médicos mios y
de mi hijo/hija, nos tomara muestras de secrecién de la nasofaringe y muestras de

sangre para investigarla en el laboratorio

Firma de la persona que entrega el consentimiento

Nombre completo y firma del profesional que obtuvo el consentimiento

Testigo 1 Testigo 2
Nombre: Nombre:
Firma: Firma
CC. No. CC. No

Fecha
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Anexo C. indice Pediatrico de Mortalidad PIML&]

Variables

Valores (1 si, 0 otros)

Beta

Admission electiva

Condicion subyacente

Respuesta pupilar

(> 3 mm o ambas fijas)

Ventilacion mecanica

(primera hora de ingreso a UCIP)

T

Presion sistolica (mmHQ) 120 0.021
Base en exceso (mmHg) ‘T AT
(arterial o capilar)

FiO2 (%) / PaO2 (mmHg) 0 0.415

. | cl
Tasa predictora de muerte - ﬂ

Logit = (-4.873) + (values * Beta) + (0.021 * (absolute(SBP-120))) + (0.071 *
(absolute base excess)) + (0.415 * (FiO2/Pa02))

Tasa predictora de muerte = e-°9% (1+eto9")
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Anexo D. Formato de recoleccion y andlisis de datos en Epi Info.

Daficit de proteing fHiadors de menosa (MAL) er miies oor IBlecocidn grave por 5. Bureus

Datos de identificacion

Sexo I .I Mo de Histaria Clinica I Raza I .i Procedencia I .I
Edad Aoz I_ Meses I_

Estancia

Caracteristicas imunologicas

Miveles de MBL ng/ml I . |

Caractenisticas del germen

S. Aursus I = I S. Bureus meticiling I - I I

Compramizo clinico

Antiabido pleibo I .I lncalizaciotrdedsimigreian I vl

| Soparte

Complicaciones encontradas Diagnosticos encontrados

artritis I osteamielitis I neumonial 2ep3iz heohatal I
. . . Lardi .
atresia esofagm‘ empiema | quemadurasl enfermeac[l'gléI exantematica |
. — severa,
sindrome de I pericanditis I abzceso I zd. piel I
. o o |dad.
itz I endocarditiz I meningitiz I esgaliana

FRIMS e l_ Dias I— Complicacione Diagnosticos
egalvalues
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Anexo E. Definicion de sepsisy afines

Definiciones publicadas por SIRS, falla multiorganica, choque séptico, sepsis
grave en pediatria en un consenso de 20 expertos. Las caracteristicas clinicas

varian segun la edad del paciente las cuales se mencionan en la siguiente tabla:

GRUPO TAQUICARDI BRADICARDIA FR LEUCOCITOS PAS mmHg

ETAREO A x10%mm?3

0-7 dias >180 <100 >50 >34 <63
1 sem 1 >180 <100 >40 >19.50<5 <75
mes

1 mes - 1 >180 <90 >34 >17.50<5 <100
ano

2-5 anos >140 NA >22 >15.50<6 <94
6-12 afios >130 NA >18 >1350<45 <105
13-17 afios >110 NA >14 >110<45 <117

NA: No Aplicable
1. SINDROME DE RESPUESTA INFLAMATORIA SISTEMICA (SIRS)
La presencia de mas de 2 de los siguientes 4 criterios

. Temperatura central >38.5°C 0 <36°C

. Taquicardia definida como mas de dos desviaciones estandar para la edad
en ausencia de estimulos externos, uso de medicamentos, estimulos dolorosos u
otra inexplicable elevacion persistente superior de 0.5 a 4 horas. En nifios
menores de 1 afio de edad: bradicardia definida como disminucion de la
frecuencia cardiaca <10 percentil para la edad en ausencia de estimulo vagal,
farmacos B-bloqueadores, enfermedad congénita cardiaca u otra inexplicable

depresion persistente superior de 0.5 horas.
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. Frecuencia respiratoria mayor de 2 desviaciones estandar normales para la
edad o ventilacion mecanica por procesos agudos no desencadenados por
enfermedad neuromuscular o administracion de anestesia general.

. Leucocitosis o leucopenia para la edad (leucopenia no desencadenada por

quimioterapia) o >10% de neutrofilos inmaduros.

2. INFECCION. Sospecha o confirmacion (por cultivo positivo, contaminacion de
tejidos, cambios en la prueba de reaccion de polimerasa) de infeccion causada por
un patégeno o sindrome clinico asociado con alta probabilidad de infeccion.
Evidencia de infeccidon por hallazgos positivos al examen fisico, imagenes o test
de laboratorio (Ejemplo: anormalidad celular en fluidos corporales generalmente
estériles, radiografia toraxico consistente con neumonia, rasch petequial o

purpurico o purpura fulminante)

3. SEPSIS. SIRS con la presencia de resultados sospechosos o confirmacién de

infeccion.

4. SEPSIS SEVERA. Sepsis mas uno de los siguientes: disfuncion de 6rganos
cardiovascular o sindrome de distres respiratorio agudo o disfuncion de 2 o mas

organos.
5. CHOQUE SEPTICO. Sepsis y disfuncion de érgano cardiovascular.

6. DISFUNCION DE ORGANO. DISFUNCION CARDIOVASCULAR: Posterior a
la administracion de un bolo de liquidos endovenosos isoténicos = 40 ml/kg en 1

hora

= Disminucion de la presion arterial (hipotension) < percentil 5 para la edad o

presion sistolica menor de 2 desviaciones estandar para la edad
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» Necesidad de medicamentos vasoactivos para mantener la presion arterial en
rangos normales ((dopamina >5 ug/kg/min, dobutamina, epinefrina, norepinefrina)

= Dos o0 mas de los siguientes:

o Acidosis metabolica no explicada: déficit de base >5.0 mEg/L
o Aumento del lactato arterial >2 veces por encima de lo normal
o Oliguria: orina <0,5 ml/kg/hora

o Llenado capilar tardio: >5 segundos

o Brecha de temperatura central o periférica >3°C

7. DISFUNCION RESPIRATORIA

» PaO2/FIO2 <300 en ausencia de enfermedad cardiaca cianosante o
enfermedad pulmonar preexistente.

= PaCO:2 >65 torr 0 20 mm Hg sobre la linea base de PaCO:

= Necesidad de >50% FIO2 para mantener una saturacion 292%

= Necesidad de no electiva invasiva 0 no invasiva ventilacion mecanica.
8. DISFUNCION NEUROLOGICA

= Glasgow <11
» Cambios agudos en el estado mental con disminucion en la puntuacion de

Glasgow = 3 de la linea anormal de base.
9. DISFUNCION HEMATOLOGICA

= Recuento de plaquetas <80.000/mm? o disminucion del 50% del conteo del
maximo valor en los 3 dias previos (para pacientes hematolégicos y
oncoldgicos crénicos)

= INR>2
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10. DISFUNCION RENAL: Creatinina serica =2 veces sobre el limite normal para

la edad o la duplicacién de la linea de base de creatinina.
11. DISFUNCION HEPATICA:

= Bilirrubina total 24 mg/dL (no aplicable para recién nacidos).

= ALT aumentada 2 veces sobre el limite para la edad.
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Anexo F. Tablas

Tabla 1: Sensibilidad y Resistencia antimicrobiana para Staphylococcus aureus en

el Hospital Universitario HMP, Neiva (Huila) primer semestre del 2007 del servicio

de pediatria.
NUmero

ANTIBIOTICO Cultivos %R %l %S
Ciprofloxacina 61 3,3 1,6 95,1
Clindamicina 61 6,6 0 93,4
Gentamicina 61 4,9 4,9 90,2
Linezolid 60 0 0 100
Oxacilina 61 54,1 0 45,9
Vancomicina 61 0 0 100

Tabla 2. Diagnoésticos principales de pacientes con infeccién por Staphyilococcus
aureus atendidos en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de
Neiva 2007.

DIAGNOSTICO No. Porcentaje
Pacientes % (n 25)
Neumonia 13 52
Artritis 10 40
Absceso 4 16
Empiema 3 12
Osteomielitis 3 12
Endocarditis 2 8
Pericarditis 2 8
Celulitis 1 4
Sind. Piel escaldada 1 4
Meningitis 1 4
Sepsis Neonatal Tardia 1 4
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Tabla 3: Clasificacion del

estado clinico de pacientes con

Staphyilococcus aureus atendidos en el Hospital Universitario Hernando
Moncaleano Perdomo de Neiva 2007.
Infeccion Sepsis Choque FMO
Localizada Septico
No. Pacientes 2 7 11 5
% 8 28 44 20

infeccion por

Tabla 4. Requerimiento de ventilacion mecanica comparado con niveles de MBL

en pacientes con infeccién por Staphyilococcus aureus atendidos en el Hospital

Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva 2007 .

MBL Normal MBL Bajo
Ventilacion mecéanica No. / % No. / %
Si 8/50% 6/66,70%
No 8/50% 3/33,30%
Total 16 / 100% 9/100%

Tabla 5. Mortalidad segun niveles de MBL en pacientes con infeccion por

Staphyilococcus aureus atendidos en el Hospital Universitario Hernando
Moncaleano Perdomo de Neiva 2007.
Niveles MBL MUERTE
Si No TOTAL
BAJOS 2 7 9
Row % 22,2 77,8 100
Col % 66,7 31,8 36
Normales 1 15 16
Row % 6,3 93,8 100
Col % 33,3 68,2 64
TOTAL 3 22 25
Row % 12 88 100
Col % 100 100 100
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