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RESUMEN

Titulo : IDENTIFICACION MOLECULAR DE CLONES DE Staphylococcus aureus
RESISTENTE A METICILINA EN AISLAMIENTOS OBTENIDOS DE
PACIENTES PEDIATRICOS DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DE
SANTANDER

Autor : MAYRA ALEJANDRA MACHUCA PEREZ™

Palabras claves : Staphylococcus aureus resistente a meticilina, MLST, gen spa,
SCCmec.

Descripcion

La tipificacibn molecular de cepas bacterianas es una parte importante de la vigilancia
epidemioldgica y el control de las infecciones hospitalarias y adquiridas en comunidad. Para el
caso de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM), existen mdltiples métodos de
tipificacion molecular, con metodologias que van desde aquellas, basadas en técnicas de bandeo
hasta las de comparacion de secuencia, de esta forma se ha podido demostrar su alta variabilidad
genética.

Estas metodologias han sido utilizadas en estudios epidemiolégicos con el fin de entender el
comportamiento de las infecciones por SARM y establecer medidas de control de la infeccion y
diseminacion. Por lo anterior, en este trabajo se seleccionaron tres técnicas de tipificacion
molecular: la MLST, la tipificacion del gen spa y SCCmec como herramientas para la identificacion
de clones de SARM aisladas en pacientes pediatricos del Hospital Universitario de Santander.

Entre los aislados se identificaron 8STs diferentes, ST8 fue el méas frecuente (34/53) seguido por
ST5 (9/53). Los aislamientos fueron distribuidos en un grupo con ST8 como genotipo fundador,
ST254, ST552 y ST931 y 4 “singletons”. La identificacion de diferentes STs entre los aislamientos
refleja la alta variabilidad genética que presenta S. aureus.

La caracterizacion molecular de los aislamiento de SARM permitié la deteccién de un clon
predominante el ST8-MRSA-IV relacionado genéticamente con el clon USA-300 y en menor
proporcion los clones: ST5-MRSA-IV y ST5-MRSA-lI (clon Pediatrico y Cordobés/Chileno
respectivamente), asi como clones menores entre la poblacion de SARM estudiada. La
identificacion de los clones de SARM realizada en este estudio constituye el primer paso para la
comprension de la epidemiologia molecular de las infecciones de SARM en nuestra region.

" Proyecto de grado
Facultad de Salud. Escuela de Bacteriologia y Laboratorio Clinico. Departamento de Ciencias
Bésicas. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. Director: Ph.D. Clara Isabel Gonzalez
Rugeles
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Description

Molecular typing of bacterial strains is an important part of epidemiological surveillance and control
of hospital and community-acquired infections. Currently, several molecular methods have been
describe to characterized methicillin resistant Staphylococcus aureus isolates with methods ranging
from banding techniques to the sequence comparison, and it has been demonstrated the high
genetic variability between MRSA strains worldwide.

The molecular typing has been used in epidemiological studies to understand the behavior of
MRSA infections and to propos control measures that prevent the MRSA spread. Therefore, in this
work we selected three molecular typing techniques: the MLST, spa and SCCmec typing as a tool
for identifying MRSA clones isolated in pediatric patients at the Hospital Universitario de Santander.

Among isolates were identified 8STs. ST8 was the most common (34/53) followed by ST5 (9/53).
The isolates were distributed in a group with ST8 as genotype founder, ST254, ST552 and ST931
and 4 "singletons". The identification of different STs among isolates reflects the high genetic
variability that presents S. aureus.

Molecular characterization of MRSA isolation allowed the detection of a predominant clone, ST8-
MRSA-IV genetically related to the USA-300 clone, the clones: ST5-MRSA-IV and ST5-MRSA-I
(Pediatric clone and Cordovan / Chilean respectively) and minor clones of MRSA in the population
studied. Identification of clones of MRSA in this study is the first step to understanding the
molecular epidemiology of MRSA infections in our region.

" Work degree
Health Faculty. Basic Science Department. Master in Basic Biomedical Sciences. Director: Ph.D.
Clara Isabel Gonzalez Rugeles
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INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva que afecta humanos y otros
mamiferos. Su importancia clinica radica en su amplia diseminacion a nivel
mundial causando infecciones hospitalarias y adquiridas en comunidad. Desde su
descubrimiento en 1880 se ha observado que las infecciones debidas a S. aureus
presentan un amplio espectro clinico, que incluye infecciones de piel, sindrome de

choque téxico, endocarditis, osteomielitis e infecciones de heridas quirdrgicas.

Antes de la introduccion de la penicilina como tratamiento antimicrobiano, la
mortalidad debida a la infeccion con S. aureus se estimaba en 80%,
representando un problema de salud publica. En 1942 la penicilina empezé a
utilizarse a nivel mundial en el tratamiento de infecciones por S. aureus y sélo dos
afos después de su implementacion, se aislo la primera cepa hospitalaria
resistente y posteriormente se detectaron también cepas resistentes a nivel
comunitario. Ya en 1960 los aislamientos de S. aureus resistentes a penicilina
alcanzaban el 80%. En 1961, dos afios después de la introduccion de la meticilina,
las cepas de S. aureus resistentes a penicilina también desarrollaron resistencia a
este otro farmaco por la adquisicion del gen mecA y se denominaron SARM (S.

aureus Resistente a Meticilina).

El gen mecA codifica para una proteina de union a penicilina, PBP2-a (Penicillin-
binding Protein-2a), que presenta baja afinidad por la meticilina, inhibiendo por lo
tanto su efecto en el proceso de division celular. El gen mecA es transportado por
la isla de patogenicidad SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec)

gue adicionalmente porta otros genes de resistencia a antibiéticos.

SARM es reconocido como el patdgeno nosocomial mas frecuentemente aislado;
aunque durante muchos afos estuvo restringido a hospitales (SARM origen

hospitalario; SARM-H), la emergencia de cepas de origen comunitario (SARM-CO)
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ha renovado la atencién hacia él. SARM-H y SARM-CO presentan caracteristicas
moleculares diferentes, que incluyen variaciones en los perfiles de susceptibilidad

a antibioticos y factores de virulencia.

Los andlisis comparativos entre los primeros y Ultimos aislados de SARM hasta el
momento han postulado dos hipétesis para sustentar el origen de estas cepas. La
primera sugiere que los SARM descienden de un mismo ancestro comdn que
adquiere una sola vez el SCCmec. Sin embargo, la segunda hipétesis, que se
encuentra sustentada en los analisis de tipificacion molecular que identifican
diferentes SCCmec en un linaje particular, sugiere que los SARM adquieren varias

veces diferentes tipos de SCCmec hasta que logran estabilidad bioldgica.

Debido al incremento en la frecuencia del SARM como agente causal de
infecciones nosocomiales y adquiridas en comunidad se hace necesaria la
caracterizacion molecular de este tipo de aislamientos, asi como la busqueda e
identificacion de clones epidémicos que se diseminan entre hospitales y
comunidad. Esta informacion permitira tener una comprension epidemioldgica de
las infecciones por este microorganismo e implementar medidas apropiadas para
el control de infecciones por SARM, evitando su diseminacién y generacion de
brotes. Por lo tanto se propone investigar ¢ Cuales son los complejos clonales de

SARM obtenidos de pacientes pediatricos del Hospital Universitario de Santander?
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1. Staphylococcus aureus

1.1 GENERALIDADES

S. aureus es un coco Gram positivo que pertenece al género Staphylococcus de la
familia Microcococaceae. Los estafilococos son cocos pequefios que miden de 0.5
hasta 1 um, inmdviles, aerobios o anaerobios facultativos, no forman esporas y
crecen en agrupaciones que semejan racimos de uvas (Figura 1A). Los
estafilococos crecen facilmente sobre la mayoria de medios de cultivo
bacteriologicos en condiciones aerobias y microaerofilicas y con mayor rapidez a
37°C. En medio sélido forman colonias redondas, lisas, prominentes y brillantes
(Brooks, et al. 2010).

Figura 1. Morfologia de S. aureus.

B.

(A) Tinciébn de Gram de un cultivo de S. aureus (B) Crecimiento en placa de agar sangre de
colonias doradas de S. aureus.
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Existen 35 especies en el género Staphylococcus y 17 subespecies. Las especies
gue se asocian con mas frecuencia a las enfermedades en humanos son S.
aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. capitis, S. haemolyticus, S.

lugdunensis y S. warneri.

S. aureus es la especie més virulenta y patdégena para el hombre, pero también
se encuentra colonizando piel y mucosas en individuos sanos. Las colonias de S.
aureus poseen un caracteristico color dorado (Figura 1B) debido a la produccién
de carotenoides durante el crecimiento, sin embargo hay cepas no pigmentadas
gue poseen colonias de color grisaceo. S. aureus es catalasa, coagulasa y DNasa
positiva, resiste altas concentraciones de NaCl, motivo por el cual crece facilmente
en medio manitol salado (5% de NaCl), fermentando adicionalmente el manitol
como fuente principal de carbono. Estas caracteristicas microbiologicas lo

diferencian de las demas especies del género Staphylococcus (Bannerman 2003).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

S. aureus es un patdégeno que afecta humanos y mamiferos (Lowy 1998). Su
importancia clinica radica en su amplia diseminacion a nivel mundial causando
infecciones hospitalarias y adquiridas en comunidad (Fridkin, et al. 2005). Segun
estimaciones recientes mas de 400.000 hospitalizaciones por infecciones con S.
aureus ocurren por afilo en Estados Unidos (Nubel, et al. 2008), de las cuales
19.000 son mortales (Boucher and Corey 2008). En Latinoamérica, paises como
Brasil reportan que S. aureus es el agente responsable del 19% de las infecciones
nosocomiales, de los cuales entre el 50 y 60% son S. aureus resistente a
meticilina (SARM) (Casellas 2006), Argentina ha reportado prevalencias de SARM
gue superan el 50% en algunos hospitales (Sola, et al. 2007). En Colombia, la
prevalencia de SARM en hospitales es cercana al 52%, sin embargo, la
prevalencia varia considerablemente de una localidad a otra (Jaramillo 1996;
Pérez, et al. 2003).

17



En la década de los 90’s S. aureus fue la causa mas comun de casos de infeccion
en heridas quirlrgicas y neumonia y la segunda causa de bacteriemia en
hospitales (Lowy 1998). Con el surgimiento de las cepas de SARM se renovo la
atencion en esta bacteria, no solo por la complejidad en el tratamiento de las
infecciones, sino por la presentacion de cuadros clinicos mas severos y su rapida
capacidad de diseminacién a nivel hospitalario y en la comunidad. Esta rapida
diseminacion y el probable incremento de la patogenicidad sugieren la presencia

de determinantes de virulencia diferentes a su contraparte sensible (Lowy 1998).

Ademas de la alta frecuencia de infeccion que tiene S. aureus, aproximadamente
del 20 al 30% de la poblacién global esta colonizada de forma persistente por este
microorganismo, constituyendo un grupo de individuos a riesgo de desarrollar
infeccidn (von Eiff, et al. 2001) (Kluytmans, et al. 1997) e infectar a otros individuos
sanos. Igualmente del 60 al 100% de los individuos llegan a estar colonizados

transitoriamente en algun periodo de sus vidas (Lamers, et al. 2011).

1.3 FISIOPATOGENIA

La capacidad patogénica de S. aureus esta dada por un conjunto de componentes
de pared celular y productos extracelulares que juegan un papel individual o grupal
en la invasion del tejido y determinan la interaccion con las células del hospedero.
1.3.1 Componentes de la pared bacteriana

La pared de S. aureus esta compuesta de polisacéaridos, lipidos y proteinas

transmembranales y algunas que atraviesan la pared y le confirieren rigidez,

estabilidad y especificidad antigénica (Figura 2).
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Figura 2. Componentes de la pared de S. aureus.
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1.3.1.1 Peptidoglicano

El peptidoglicano es el principal componente de la pared celular de S. aureus,
representando el 50% de los constituyentes y confiriéndole la rigidez a la pared
bacteriana. Esta formado por una matriz de polisacarido compuesta por
subunidades de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico, unidas mediante
enlaces B1, 4. Adicionalmente las cadenas de peptidoglicano estan entrelazadas
mediante la unién de dos subunidades de acido N-acetilmurdmico que forman un

puente intercatenario de cinco glicinas (pentaglicina) (Figura 3A).

El peptidoglicano tiene actividad endotoxica, estimula la produccion en monocitos
y macrofagos de citoquinas y quimioquinas (TNFa, IL-1B8, IL-6 y IL-8).
Adicionalmente activa el complemento y la agregacion plaquetaria (Fournier and
Philpott 2005).
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1.3.1.2 Acidos teicéicos

Son polisacéaridos &cidos que contienen glicerolfosfato o residuos de fosfato de
ribitol que estan unidos al peptidoglicano por enlaces tipo éster de fosfato. Algunas
de estas estructuras pueden estar asociadas con lipidos de la membrana celular y
se denominan acidos lipoteicoicos (Figura 3B y 3C). Tanto los acidos teicdicos
como los lipoteicdicos se encuentran altamente cargados confiriéndole una carga
negativa neta a la superficie celular y algunas veces se asocian con proteinas para

formar complejos.

Estas moléculas participan en varios procesos biologicos como el balance de
cationes en la superficie celular, la division celular y regulacion de la autolisis del
peptidoglicano y adherencia a mucosas mediante uniones especificas a la
fibronectina (Ruhland and Fiedler 1990). Aunque no son muy inflamatorias, estas
moléculas podrian contribuir a la sepsis, estimular en monocitos y macroéfagos la
produccion de citoquinas y quimioquinas e inducir la sintesis de anticuerpos
especificos (Fournier and Philpott 2005).

1.3.1.3 Capsula

La capsula o glicocalix estd constituida por exopolisacaridos secretados en la
superficie bacteriana y se extiende alrededor de la célula. Se han descrito 11
serotipos capsulares, entre los cuales los serotipo 5 y 8 son los mas

frecuentemente asociados a infecciones en humanos (Hochkeppel, et al. 1987).

Este polisacarido capsular incrementa la virulencia de S. aureus ya que le confiere
resistencia a la fagocitosis por el enmascaramiento de opsoninas como moléculas
del complemento (fragmento C3b) y anticuerpos especificos contra constituyentes
de la pared celular que se depositan debajo de la capsula. La cdpsula impide la

interaccion de C3b 0 los anticuerpos depositados y su respectivo receptor en las
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células fagociticas. Sin embargo, en presencia de anticuerpos especificos para la

capsula la fagocitosis es exitosa (O'Riordan and Lee 2004).

Figura 3. Estructura del peptidoglicano, acido teicoico y lipoteicoico
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1.3.1.4 Proteinas de superficie

Diferentes proteinas pueden estar ancladas en la pared bacteriana muchas de las
cuales comparten caracteristicas estructurales y funcionales. Muchas de estas
proteinas facilitan la adhesién de S. aureus a diversos tejidos. S. aureus expresa
un grupo de adhesinas denominadas “microbial surface components recognizing
adhesive matrix molecules” (MSCRAMMSs) donde se incluyen la proteina de unién
a la fibronectina (Hynes 1992), la proteina de union al fibrinégeno (Boden and
Flock 1994; Cheung, et al. 1995), adhesinas de unién a la elastina (Park, et al.
1996), al colageno (Patti, et al. 1992) y una adhesina de amplia especificidad que
facilita la unibn a diversas proteinas del hospedero como la sialoproteina I,
colageno, fibronectina, fibrinégeno, vitronectina y sialo- proteina 6sea (McGavin, et
al. 1993).

Otras proteinas de superficie son la coagulasa o factor de agregacion (Clumpling
factor) el cual facilita la agregaciéon bacteriana mediante la union al fibrinégeno y la
proteina A gue tiene la habilidad de unirse a la porcion Fc de las inmunoglobulinas

inhibiendo la opsonizacién y fagocitosis.

1.3.2 Factores de virulencia

S. aureus como microorganismo patdgeno para el hombre produce una gran
variedad de cuadros clinicos que pueden ser consecuencia de la presencia de
factores de virulencia propios. La mayoria de los casos de enfermedades severas
suelen ser explicados por causas multifactoriales y la accion de diferentes factores
de virulencia, sin embargo en las patologias causadas por toxinas como el
sindrome del choque toxico la patogénesis es atribuida a un determinante de

virulencia especifico.
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1.3.2.1 Enzimas

S. aureus produce una gran variedad de enzimas que actian cerca del foco de
infeccion destruyendo el tejido y facilitando la diseminacion de la infeccion al tejido
adyacente (Bannerman 2003).

- Catalasa: esta enzima degrada el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno

protegiendo al microorganismo durante la eliminacién en el fagolisosoma.

- Coagulasa: puede encontrarse asociada a la pared bacteriana o de forma
secretada. Estimula la coagulacion convirtiendo el fibrinbgeno en fibrina,

favorece la sepsis y la formacion de abscesos.

- Hialuronidasa : facilita la diseminacion de los microorganismos por la matriz
extracelular ya que destruye el &cido hialurénico, un polisacarido que

proporciona sostén a células y tejidos.

- Penicilinasa : B-lactamasa que hidroliza el anillo B-lactamico de las penicilinas

inactivando la funcién del antibi6tico.

- Nucleasas : hidrolizan el ADN y ARN de células eucariotas contribuyendo a las

lesiones tisulares.

- Otras enzimas: las cepas de S. aureus adicionalmente producen otras
enzimas como lipasas, fosfolipasas o0 esterasas que metabolizan lipidos,
proteasas y estafilocinasas que destruyen los coagulos de fibrina facilitando la
diseminacion.
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1.3.2.2 Toxinas

Algunas cepas de S. aureus pueden producir proteinas extracelulares que poseen
diversas propiedades biologicas y ejercen su accién en zonas distantes de la
infeccion. Estas toxinas se agrupan dependiendo del mecanismo de accion en
toxinas pirogénicas o superantigenos, toxinas exfoliativas, leucocidinas (citoliticas)
y otras toxinas (Rogolsky 1979). Los genes codificantes para estas proteinas o
toxinas pueden encontrarse integrados en el cromosoma bacteriano, en ADN
plasmidico 6 movilizados por secuencias de insercién (IS) y transposones
(Malachowa and DelLeo 2010).

- Hemolisinas

Son toxinas que afectan la permeabilidad de la membrana plasmatica de
diferentes tipos de células, generando en la mayoria de los casos lisis celular.
Inicialmente estas toxinas fueron llamadas hemolisinas debido a su capacidad de
lisar eritrocitos. Ademas de su capacidad hemolitica estas toxinas tienen actividad

citolitica contra leucocitos, macréfagos, plaquetas y fibroblastos.

Las hemolisinas fueron diferenciadas segun la capacidad de lisar eritrocitos de
diferentes especies de mamiferos y actualmente se distinguen 4 tipos de

hemolisinas la alfa, beta, delta y gamma.

La toxina alfa es producida por la mayoria de los aislamientos de S. aureus y
participa en la generacion del dafo en los tejidos luego del establecimiento de la
infeccidn. Tiene accidén hemolitica contra eritrocitos de conejo y es citolitica para
una gran variedad de tipos celulares, en modelos animales se ha demostrado su

capacidad dermonecrotica y neurotoxica (Khaziev and Mikhailova 2007).
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La toxina beta o esfingomielinasa C presenta actividad citotdxica en la mayoria de
células eucariotas produciendo hidrolisis de fosfolipidos de membrana como la
esfingomielina, afecta eritrocitos, leucocitos y macrofagos. Es hemolitica frente a

la mayoria de eritrocitos ovinos y bovinos.

La toxina delta tiene una amplia actividad citolitica capaz de lisar protoplastos
bacterianos, algunas organelas como lisosomas, mitocondrias y varios tipos de
eritrocitos. Por su parte el espectro hemolitico frente a eritrocitos sensibles de la
toxina gamma es diferente a las otras toxinas. La toxina gamma lisa eritrocitos
humanos, de conejo, cabra, perro y aves, asi como leucocitos y linfoblastos

humanos.

- Leucocidina de Panton Valentine

La leucocidina de Panton Valentine (PVL) es una toxina formadora de poro
constituida por dos subunidades protéicas no asociadas, denominadas F y S
(Kaneko and Kamio 2004; Prevost, et al. 1995). Estas subunidades son
sintetizadas y secretadas independientemente y al asociarse, inducen lisis de
células del sistema inmune como polimorfonucleares, monocitos y macréofagos,
induciendo la formacion de poros que dafan la célula y alteran la permeabilidad de

la membrana(Prevost, et al. 1995).

- Toxinas exfoliativas

Las toxinas exfoliativas 0 epidermioliticas destruyen los desmosomas del estrato
granuloso de la epidermis sin producir citolisis ni inflamacion, por lo tanto no se
observa infiltrado celular ni bacterias en el sitio afectado. S. aureus produce tres
tipos de toxina exfoliativa la ETA, ETB y ETD, estas dos toxinas pueden producir
el sindrome de piel escaldada (Rogolsky 1979; Yamaguchi, et al. 2002). ETA se

caracteriza por ser termoestable y estar codificada en el ADN cromosémico,
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mientras que ETB es termolabil y de codificacion plasmidica (Malachowa and
DelLeo 2010; Yamaguchi, et al. 2001; Yamaguchi, et al. 2002).

- Toxinas pirogénicas superantigenos (PTSAQSs)

Esta familia incluye la toxina 1 del sindrome de choque toxico (TSST1) y las
enterotoxinas estafilocécicas. Estas toxinas actian como superantigenos, los
cuales a diferencia de los antigenos convencionales, se unen a moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase 1l de las células presentadoras de
antigeno en un sitio diferente a la unién antigénica y al mismo tiempo se unen a la
cadena (3 del receptor de linfocito T (TCR) induciendo la proliferacién policlonal de
linfocitos T y la liberacion de citoquinas (Fournier and Philpott 2005; Rogolsky
1979).

En el caso de TSST1 la actividad proinflamatoria esta involucrada en el sindrome
de choque téxico y dermatitis atopica, induciendo la proliferacion de células T y la
liberacion por linfocitos T y macrofagos de citoquinas proinflamatorias
particularmente de TNF-a, un precursor esencial en el choque letal. TSST1 genera
extravasacion de las células endoteliales y en altas concentraciones tiene un

efecto citotoxico.

Hasta el momento se han descrito 18 serotipos de enterotoxinas estafilocécicas
(A,B,C,D,E, G HI,J K L MN,O, P, Q, R, U) responsables de intoxicacion
alimentaria. Estas enterotoxinas son pequefios péptidos que presentan alta
homologia en su secuencia de aminoacidos, son termoestables y resistentes a la
lisis por enzimas digestivas y al acido estomacal. Algunas de ellas producen
emesis y cuadros digestivos severos.
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1.3.3 Cuadros clinicos

Las infecciones por S. aureus se producen al ocurrir lesiones cutaneas,
traumaticas o quirdrgicas que favorecen la invasion del microorganismo desde la
piel hasta los tejidos profundos y organos principales. S. aureus es un patdogeno
piogeno que forma abscesos en los focos de infeccion local o diseminada
(metastasis), desencadenando una reaccion inflamatoria caracterizada por una
respuesta de polimorfonucleares (PMN) y posterior infiltracion de macrofagos y
fibroblastos que delimitan la infeccion, con lo cual las infecciones por este
microorganismo suelen ser supurativas. En los focos iniciales o primarios en piel y
tejido celular subcutaneo la infeccion puede no ser controlada por la respuesta
inmune del hospedero y progresar a infecciones diseminadas y severas como

bacteremia y cuadros metastasicos (Brooks, et al. 2010).

1.3.3.1 Infecciones de piel y tejidos blandos

S. aureus es el agente causal de multiples infecciones cutdneas caracterizadas
por la formacion de vesiculas pustulosas que inician generalmente en los foliculos
pilosos y se extienden a tejidos adyacentes como la foliculitis y los forinculos que
pueden progresar a absesos subcutdneos. Una infeccion mas severa ocurre
cuando mas de un foliculo se encuentra infectado llegando a afectar la capa mas
profunda del tejido celular subcutaneo, esta infeccion es conocida como antrax.
Otras infecciones de piel por S. aureus son impétigo, mastitis, hidrosadenitis

supurativa, celulitis, fascitis y paroniquia (Tabla 1).
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Tabla 1. Infecciones causadas por S. aureus

Infecciones de piel y tejidos blandos

Foliculitis, forunculosis, antrax, celulitis, impétigo,
mastitis, infeccion de heridas quirargicas, hidrosadenitis
supurativa.

Infecciones musculo-esqueléticas

Artritis séptica, osteomielitis, piomiositis, absceso (del
psoas).

Infeccién de vias respiratorias
Neumonia, émbolos pulmonares sépticos, empiema.
Bacteremia y sus complicaciones

Sepsis, sindrome del choque toxico, focos metastésica,
endocarditis infecciosa.

Endocarditis infecciosa
Infecciones en dispositivos (proétesis)
Enfermedades mediadas por toxinas

Sindrome del choque téxico y dermatitis atdpica,
intoxicacion alimentaria, sindrome exfoliativo
estafilocécico.

Infecciones invasivas

Fascitis necrotizante, sindrome de waterhouse-
fiderichsen, neumonia necrosante, purpura fulminante.

1.3.3.2 Infecciones musculo-esqueléticas

Las infecciones Oseas en su mayoria son causadas por S. aureus, su
diseminacion y colonizacion puede darse via hematdgena o por contiglidad con
un foco primario de infeccién. La presentacion clinica mas frecuente en nifios es la
osteomielitis hematdgena en huesos largos y en adultos osteomielitis vertebral con
afeccion del tejido esponjoso.
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1.3.3.3 Infecciones de vias respiratorias

Las infecciones de vias respiratorias por S. aureus afectan frecuentemente a
neonatos y lactantes con manifestaciones iniciales como disnea, fiebre e
insuficiencia respiratoria; evolucionando a neumotérax y empiema. En adultos las
infecciones pulmonares ocurren en personas intubadas (traqueotomia) o

individuos recluidos en unidades de cuidados intensivos.

1.3.3.4 Bacteriemia y endocarditis bacteriana

A nivel mundial, S. aureus es la primera causa de bacteremia de origen
nosocomial que puede complicarse a cuadros de mayor severidad como sepsis,
endocarditis, vasculitis 0 metastasis a diferentes 6rganos. Las bacteremias de
origen nosocomial se relacionan con el uso de proétesis, catéteres y otros
procedimientos invasivos, mientras que en las bacteremias adquiridas en
comunidad (individuos con ausencia de factores de riesgo) el foco de infeccidon
inicial suele ser extravascular, como infecciones primarias de piel que invaden

tejido celular subcutaneo, neumonias o infecciones de vias respiratorias.

La frecuencia de endocarditis por S. aureus ha incrementado significativamente y
en la actualidad constituye del 25 al 35% de los casos y como complicacion de
bacteremia del 5% al 21% (Chang, et al. 2003). Entre las complicaciones de
endocarditis por S. aureus estan la insuficiencia cardiaca por destruccion de las
valvulas (mitral y aodrtica), embolismos sépticos, abscesos hematégenos

cerebrales, viscerales o miocardicos y pericarditis purulenta.
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1.3.3.5 Cuadros producidos por toxinas estafilococicas

- Sindrome de piel escaldada

Es una dermatitis exfoliativa ampollar que no afecta mucosas, se presenta con

frecuencia en neonatos y nifios.

- Sindrome de choque téxico

Es un cuadro grave debido a la produccion de la toxina del choque toxico — 1
(TSST-1, Toxic Shock Syndrome Toxin - 1). Inicialmente se describié en nifios, sin
embargo, posteriormente en mujeres jovenes se relacionod con el uso de tampones
en el periodo menstrual. ElI sindrome de choque téxico inicia con sintomas
inespecificos similares a los del resfriado, hasta presentar signos de afeccion
sistémica como vomito, diarrea, confusion, mialgias y dolor abdominal y en la
etapa de convalecencia una o dos semanas después de la enfermedad se

presenta descamacion de la piel.
- Toxiinfeccion alimentaria o gastroenteritis toxica estafilococica
Se debe a la ingestion de alimentos contaminados con toxinas y no por la

presencia directa del microorganismo. Es un cuadro agudo generalmente afebril y

autolimitado que cursa con vémito, dolor célico y diarrea.
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2. GENETICA DE S. aureus

El genoma de S. aureus esta constituido por un cromosoma circular de
aproximadamente 2800 Kb, contiene un 32% de G+C y el 83% es codificante,
contiene un genoma central o “core” y un genoma accesorio. El genoma central
contiene los genes vitales que codifican moléculas involucradas en metabolismo,
sintesis de &cidos nucléicos (ADN y ARN) y replicacion. Cerca del 75% de las
proteinas involucradas en los procesos de mantenimiento bacteriano comparten
homologia con el género Bacillus sp. El analisis de la subunidad 16S ribosomal
revela una gran relacion filogenética entre los dos géneros, con lo cual es probable
gue compartan un ancestro comun del cual adquirieron mas de la mitad del
genoma (Baba, et al. 2002; Diep, et al. 2006). EI genoma accesorio puede
encontrarse integrado al cromosoma bacteriano 0 como material
extracromosomico, éste representa un grupo de diversos genes que codifican
proteinas requeridas para la adaptacion de la bacteria a diferentes condiciones
ambientales. Los genes accesorios son transportados en elementos genéticos
moviles como plasmidos, bacteriéfagos, secuencias de insercion y transposones
(Figura 4), que poseen una concentracion de G+C diferente a la del ADN
cromosOmico porque en la mayoria de los casos proviene de otras especies
bacterianas (Hacker and Kaper 2000; Lindsay and Holden 2004).

La plasticidad del genoma de S. aureus le ha permitido obtener una gran cantidad
de informacion genética. Existen tres mecanismos por los cuales una célula puede
adquirir material genético: transformacion, transduccién y conjugacion. En la
transformacion se da la adquisicion de ADN presente en el medio de forma libre,
en la transduccion se transfiere el ADN de una célula a otra a través de una
particula viral y la conjugacion involucra el contacto célula a célula y se da la
transferencia de un plasmido conjugativo. Los tres mecanismos potencialmente

llevan a cabo un cambio genético.
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2.1 PLASMIDOS

Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosOmico que se replican de forma
independiente del cromosoma bacteriano; contienen genes que codifican para la
produccion de toxinas, resistencia a antibiéticos o metales pesados. Generalmente

son adquiridos por transduccion o conjugacion.

2.2 BACTERIOFAGOS

Los bacteriofagos pueden ser clasificado en tres grupos: liticos, temperados o
cronicos, dependiendo del ciclo de vida en la célula bacteriana. Los fagos liticos
lisan la célula completamente durante la liberacion de la progenie viral, a
diferencia de estos, los fagos cronicos liberan la progenie viral sin lisar la célula
hospedera y los fagos temperados aunque tienen la capacidad de lisar la célula,
generan una interaccion a largo plazo con la célula hospedera y se integran al
genoma bacteriano como un profago. Estos fagos transportan diferentes genes
gue codifican factores de virulencia como la Leucocidina de Panton Valentine
(PVL, Panton Valentine Leukocidin), asi como también conjuntos de genes

organizados en islas de patogenicidad propias de S. aureus.

2.3 ISLAS GENOMICAS Y DE PATOGENICIDAD

Existen tres familias de islas gendmicas denominadas: vSAq, vSAB y vSAy. Estan
compuestas por un fragmento de transposon y un sistema de restriccion tipo |
ubicados en los extremos, los dos fragmentos génicos se encargan de la
estabilizacion de la isla gendémica dentro del cromosoma bacteriano y flanquean el
contenido genético de la isla factores de virulencia tipo enterotoxinas, leucotoxinas
y proteasas. Las islas de patogenicidad son elementos genéticos moviles grandes
de 14-17 Kb conformados por un grupo de genes denominados “core”, altamente

conservados, entre los cuales se incluyen dos marcos de lectura abiertos que
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codifican para proteinas de regulacion transcripcional y una region codificante para
una integrasa, una helicasa y una terminasa. La mayoria de las islas de
patogenicidad portan genes de enterotoxinas o TSST. Las islas de patogenicidad
se integran al genoma de S. aureus en alguno de los seis sitios especificos en el

cromosoma denominados atts.

2.4 OTROS ELEMENTOS TRANSPONIBLES

Las secuencias de insercién y los transposones son elementos pequefios y
altamente distribuidos en el genoma de S. aureus, pueden estar en una o en
multiples copias en el cromosoma u otro elemento movil. Las secuencias de
insercion pueden insertarse en varios loci causando cambios en la expresion de
genes en el cromosoma bacteriano, ya sea por inactivacion debido a la insercion
directa en el marco de lectura o por un efecto polar sobre la transcripcion de genes
aledafnos. Los transposones también pueden ser encontrados a lo largo del
cromosoma de S. aureus, usualmente en multiples copias 6 en elementos moéviles
como plasmidos o casete cromosomal. Las transposones contienen genes de
resistencia a antibiéticos como tetraciclina, trimetropin, aminoglicosidos vy

vancomicina.
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Figura 4. Estructura de los elementos genéticos moviles encontrados en el

genoma de la cepa USA300 (FR3757).
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3. RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN S. aureus

Los antibioticos son sustancias quimicas producidas por ciertos microorganismos
para inhibir el crecimiento o matar otros microorganismos. En la terapéutica son
utilizados como farmacos para controlar y eliminar infecciones bacterianas, ya que

su blanco se encuentra solamente en este tipo de células.

3.1 MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS

Los antibioticos pueden ser bacteriostéticos, es decir que inhiben de forma
temporal el crecimiento bacteriano o0 bactericidas que destruyen la célula
bacteriana y pueden ejercer su accidon mediante los siguientes procesos: 1)
Inhibicion de la sintesis de la pared celular, 2) Inhibicién de la sintesis protéica y 3)

Blogueo de la sintesis de acidos nucléicos (Figura 5).

Figura 5. Sitios de accion de los antibiéticos.
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3.1.1 Inhibicién de la sintesis de la pared celular

Dentro de este grupo se encuentran los betalactamicos y los glicopéptidos, dos
familias de antibidticos ampliamente utilizados en el tratamiento de infecciones por
S. aureus y SARM. Estos antibioticos inhiben la sintesis de la pared celular

bloqueando en diferentes niveles la produccion de peptidoglicano.

El mecanismo de accion de los betalactamicos esta dado por su union a las
proteinas de union a la penicilina, “penicillin binding proteins” 6 PBPs que se
encuentran en la parte externa de la membrana plasmatica. Esta union PBP—[3-
lactdmico, inhibe la transpeptidacién en la formacion del peptidoglicano, enlace
necesario para la sintesis de peptidoglicano dejando la pared debilitada y la célula
es lisada por presion osmotica (Marin and Gudiol 2003). Los glicopéptidos también
inhiben la transpeptidacion pero a diferencia de los betalactdmicos se unen a los
residuos C-terminal D-Ala-D-Ala, bloqueando la transpeptidacién y evitando la
incorporacion de mondmeros al asociarse con los residuos D-Ala-D-Ala en los

monomeros precursores (Barna and Williams 1984).

3.1.2 Inhibicién de la sintesis proteica

La inhibicion de la sintesis protéica se da por el bloqueo de la elongacion del
péptido mediante la asociacién del antibiético con la subunidad 30S o 50S del
ribosoma. Algunos de los antibidticos que actian de esta manera son las
estreptograminas, tetraciclinas macrélidos, lincosamidas, estos dos ultimos con un

efecto bacteriostatico (Vasquez 1974).

3.1.3 Bloqueo de la sintesis de acidos nucléicos

Las quinolonas inhiben la sintesis de acidos nucléicos por inhibicion de la

topoisomerasa IV y la ADN girasa, el mecanismo de accion consiste en crear un

36



complejo quinolona-enzima-ADN que bloquea la accion de la enzima, inhibe la
sintesis de proteinas e induce muerte celular (Hooper 1999; Hooper 2001).

El trimetropin también inhibe la sintesis de proteinas pero a nivel de los
precursores ya que bloguea la sintesis de tetrahidrofolato, indispensable en la

sintesis de monofosfato de timidina (dTMP).

3.2 HISTORIA DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN  S. aureus

S. aureus fue el primer microorganismo en el cual se detectd resistencia a los
antimicrobianos, desarrollando muiltiples mecanismos tanto innatos como
adquiridos. S. aureus ha generado resistencia a la mayoria de los antimicrobianos
utilizados en el tratamiento de estas infecciones, con lo cual la terapéutica es cada

vez mas compleja y limitada a un niamero reducido de antimicrobianos (Figura 6).

El primer antibiético utilizado en el tratamiento de infecciones por S. aureus fue la
penicilina. Antes de la introduccion de la penicilina la mortalidad en este tipo de
infecciones se estimaba en un 80%, representando un problema de salud publica
a nivel mundial (Alexander and Hudson 2001; Deurenberg and Stobberingh 2008).
En 1942 la penicilina empez6 a utilizarse a nivel mundial en el tratamiento de
infecciones por S. aureus y solo dos afios después de su implementacion, se aislo
la primera cepa hospitalaria resistente y productora de betalactamasas, con
deteccion posterior a nivel comunitario (Deurenberg and Stobberingh 2008).
Concomitante a la resistencia a penicilina, durante la década de los afios 50 se
diseminaron cepas resistentes a otros antibioticos introducidos recientemente

como estreptomicina, cloranfenicol, eritromicina y tetraciclina (Williams 1959).

En 1960 los aislamientos de S. aureus resistentes a penicilina alcanzaban el 80%,
sin embargo la introduccion de antibidticos B-lactamicos, estables frente a

betalactamasas como algunas cefalosporinas y posteriormente en 1961, de
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antibidticos  B-lactamicos  semisintéticos como meticilina  solucionaron
momentaneamente el problema de resistencia. Dos afios después de la
introduccion de la meticilina las cepas de S. aureus resistentes a penicilina
desarrollaron también resistencia a meticilina (SARM) por la adquisicion del gen
mecA, que codifica para una proteina de unidon a penicilina, PBP2-a (Penicillin-
binding Proteins-2a), con baja afinidad por meticilina, inhibiendo por lo tanto el
efecto inhibitorio de la meticilina durante el proceso de division celular (Memmi, et
al. 2008).

Actualmente los glicopéptidos han sido utilizados en el tratamiento de infecciones
por SARM, este grupo de antibiéticos fueron introducido en 1958 y durante mucho
tiempo representaron una opcion para el control de este microorganismo, sin
embargo el aislamiento en 1980 de enterococos resistentes y de estafilococos
coagulasa negativos con susceptibilidad disminuida a vancomicina (Schwalbe, et
al. 1987), llamo6 la atencion sobre la posible aparicion de resistencia a
glicopéptidos por S. aureus. Fue solo hasta 1997 cuando se reportd en Japon, la
primera cepa de S. aureus con susceptibilidad disminuida presentando una
concentracion inhibitoria minima (CIM) para la vancomicina de 8 pg/ml (Hiramatsu,
et al. 1997) y en 2002 se registré el primer aislamiento en Estados Unidos, con
una CIM >32 pg/ml (CDC 2002).

3.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

S. aureus posee diversos mecanismos de resistencia a antibiéticos dentro de los
cuales se encuentra la alteracion del blanco, prevenciéon de acceso al blanco,
inactivacion del antibidtico y generacion de mutaciones puntuales, estos
mecanismos pueden ser innatos de S. aureus o adquiridos mediante transferencia

genética.
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3.3.1 Resistencia a betalactamicos

Los betalactdmicos son un grupo de antibidticos dentro de los cuales se
encuentran diferentes clases de penicilinas, monobactanes, cefalosporinas,
carbapenes e inhibidores de B-lactamasas. Las penicilinas pueden ser de origen
natural y sintético, presentan como nucleo comuan el acido 6-aminopenicilinico que
posee una cadena lateral en la posicion 6 que varia entre las diferentes penicilinas

y define sus capacidades farmacocinéticas (Figura 7) (Marin and Gudiol 2003).

Estos antibibticos ejercen un efecto bactericida por la inhibicién de la sintesis de la
pared mediante la unién a las proteinas de union a penicilina (PBPs), bloqueando
la transpeptidacion entre las cadenas de peptidoglicano. La resistencia frente a
estos antimicrobianos se debe a la produccion de una B-lactamasa o penicilasa
gue hidroliza el anillo B-lactdmico del antibidtico produciendo su inactivacion
(Marin and Gudiol 2003).
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Figura 6. Evolucion de la resistencia antimicrobiana en S. aureus.
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Esta B-lactamasa es una enzima extracelular codificada por el gen blaZ bajo el
control de dos genes reguladores blaR1 y blal que codifican para las proteinas
BlaR1 y Blal respectivamente (Gregory, et al. 1997; Zhang, et al. 2001). En
presencia de antibidticos B-lactdmicos la proteina BlaR1 sufre un clivaje
autocatalitico, la subunidad que es liberada posee funcién de metaloproteasa y
cliva la proteina represora Blal que se encuentra asociada con el sitio promotor del
gen blaz, liberandolo para realizar la transcripcion y traduccion de la proteina, que
sera liberada al espacio extracelular donde ejercera su actividad de hidrolasa
frente a antibidticos b-lactamicos. Estos genes estan presentes en el transposén
Tn552 que es normalmente portado por un grupo diverso de plasmidos,
denominados plasmidos de resistencia a b-lactamicos/metales pesados, como el
pl524, pSK23 y pl258 (Hou, et al. 2007; Kaase, et al. 2008).

S. aureus tiene un segundo mecanismo de resistencia a 3-lactadmicos en el cual se
encuentra implicado otro determinante genético (gen mecA) y sera tratado en la

seccion 3.4.

3.3.2 Resistencia a vancomicina

Durante los ultimos 40 afios la vancomicina ha sido el pilar central en el
tratamiento de las infecciones por SARM, pero su uso excesivo e indiscriminado
ha llevado al surgimiento de cepas con sensibilidad intermedia y cepas resistentes
frente a este antibiético. El blanco de la vancomicina son las terminaciones D-Ala-
D-Ala en los monémeros de peptidoglicano que sirven como precursores en la

sintesis de pared celular (McManus 1997).

Las cepas con sensibilidad intermedia a vancomicina (vancomycin-intermediate S.
aureus, VISA) fueron reportadas inicialmente en Japon, presentando una CIM de 8
pg/ml. Posteriormente fueron reportados aislamientos de este tipo en Europa,

Estados Unidos, Asia y Brasil, aislamientos que presentaron CIM entre 8-16 ug/ml
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(Bierbaum, et al. 1999; Hiramatsu, et al. 1997; Ploy, et al. 1998). La reduccién de
la susceptibilidad se debe a un mecanismo intrinseco en el que se da un cambio
en la biosintesis del peptidoglicano. Las cepas VISA poseen muchas méas capas
de peptidoglicano en la pared bacteriana en comparacion con las cepas
susceptibles, también hay disminucion en el entrecruzamiento de las cadenas de
peptidoglicano produciendo la exposicién de un mayor numero de residuos D-Ala-
D-Ala (Hanaki, et al. 1998). Es asi como la vancomicina debe atravesar una pared
de mayor grosor y evadir la union con el exceso de residuos D-Ala-D-Ala en las
primeras capas del peptidoglicano, para poder acceder a su blanco que son los
monomeros de peptidoglicano. EI mecanismo molecular que influencia la variacion

en la biosintesis del peptidoglicano es desconocido.

Contrario a la frecuencia con la cual se han detectado las cepas VISA a nivel
mundial, la resistencia a vancomicina (vancomycin-resistant S. aureus, VRSA) es
escasa. EI VRSA presenta una CIM >32 ug/ml. EI mecanismo molecular de
resistencia a vancomicina esta dado por la modificacion de los residuos D-Ala-D-
Ala, generando un blanco molecular con una afinidad 1000 veces menor por la
vancomicina (Gonzalez-Zorn and Courvalin 2003). La modificacién del blanco esta
determinada por la adquisicion del operdn vanA, originariamente detectado en
Enterococcus fecalis resistente a vancomicina. El operon vanA esta constituido
por siete genes: vanR y vanS, genes encargados de la regulacion; vanH, vanA y
vanX, indispensables para la resistencia a glicopéptidos y dos genes accesorios
vanY y vanZ. El gen vanH y vanA codifican una deshidrogenasa y una ligasa
respectivamente, encargadas de la sintesis de los residuos D-Ala-D-Lactato. El
gen vanX codifica una D,D- dipeptidasa que destruye los dipéptidos D-Ala-D-Ala
en los precursores de la pared, para que la D,D-carboxipeptidasa remueva el
residuo D-Ala restante del extremo carboxilo terminal (Walsh 1993). El operon
vanA es tranportado por el transposon (Weigel, et al. 2003) TN1546 (Tenover, et
al. 2004).
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3.3.3 Resistencia a macrdlidos, lincosamidas y estr ~ eptograminas

Aunque los macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas (MLS) poseen
caracteristicas quimicas y estructurales diferentes se encuentran asociados en un
mismo grupo de antibidticos, ya que comparten su mecanismo de accién y de
resistencia generado por S. aureus. Los MLS inhiben la sintesis protéica por la
union a la subunidad ribosomal 50S produciendo la disociacion del complejo ARN
de transferencia y el sitio peptidil, bloqueando la elongacion del péptido (Mensa, et
al. 2003). Frente a este grupo de antibidticos S. aureus utiliza diferentes

mecanismos de resistencia:

A. Modificacion del blanco: la resistencia resulta por la N6-dimetilacion en un
residuo de alanina en el ARN ribosomal 23S que causa una disminucion en la
afinidad por el antibidtico. Las bases moleculares de resistencia por
modificacion del blanco estan dadas por los genes erm (A, B y C) que codifican
para una metilasa de ARNTr. Los genes ermA y ermB se encuentran localizados
en los transposones Tn554 y Tn551 respectivamente y se encuentran
integrados en el cromosoma bacteriano, por su parte el gen ermC esta

localizado en el plasmido pMS97 (Matsuoka, et al. 1998).

B. Expulsién del antibiotico: los genes mrsA y mrsB codifican para bombas de
eflujo que se encargan de la expulsion del antibitico desde el citoplasma al
espacio extracelular impidiendo la interaccion con su sitio blanco (Ross, et al.
1990).

C. Inactivacion del antibiotico: la estreptogramina B puede ser inactivada por una

hidrolasa codificada por el gen vatA y vatB (Lowy 2003).
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3.3.4 Resistencia a quinolonas

Las quinolonas son antibidticos sintéticos que ejercen un efecto bactericida
mediante la inhibicion de la sintesis de ADN, especificamente se unen a dos
enzimas implicadas en la sintesis de &cidos nucléicos, la ADN girasa y
topoisomerasa IV (Hooper 2001). Estas enzimas estdn constituidas por dos
subunidades A y dos B, codificadas por los genes gyrA y gyrB y grlA y griB,
respectivamente, conformando una molécula tetramérica. La resistencia a estos
antibidticos esta dada por la generacién de mutaciones puntuales a nivel del ADN
en los genes que codifican las subunidades, ocasionando un cambio en el
aminoacido que se encuentra en la zona de interaccion de la quinolona, lo que
disminuye la afinidad por el antibidtico. La adquisicion de la resistencia es gradual
y esta relacionada con el niumero de mutaciones no sinGnimas que se presentan

en la regidon determinante de resistencia a quinolonas (RDRQ).

3.4 RESISTENCIA A METICILINA

A diferencia de la penicilina, la meticilina es un pB-lactdmico semisintético resistente
al clivaje por accién de penicilinasas, debido a una modificacion de la estructura
del &cido 6-aminopenicilinico por la adicién de diferentes cadenas laterales que
generan una tension en la molécula (Figura 7), evitando el clivaje por

incompatibilidad espacial entre la penicilinasa y el antibiético (Lowy 2003).
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Figura 7. Estructura quimica del acido 6-aminopenicilinico y la meticilina
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(A) Acido 6-aminopenicilinico (penicilina). (B) meticilina. 1: anillo B-lactamico, 2:
anillo de tiazodialina y R: cadena lateral.

El mecanismo de resistencia requiere la adquisicién del gen mecA responsable de
la sintesis de una proteina de unién a penicilina modificada PBP2a que cataliza la
misma reaccion de los demas tipos de PBPs. En presencia de meticilina la PBP2a
es capaz de realizar la transpeptidacion entre las cadenas de peptidoglicano
permitiendo la division celular. La razon por la cual la PBP2a no es inactivada por
el antibiotico esta dada por una modificacion en el sitio de unidon que genera
disminucion de la afinidad por el antibiético. La presencia de la PBP2a, adicional a

la resistencia a meticilina, genera resistencia a todos los antibiéticos B -lactamicos.
3.4.1 Gen mecAy SCCmec

El gen mecA es el determinante de resistencia a meticilina, se encuentra

localizado en el cromosoma bacteriano y codifica para la PBP2a. Similar al
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mecanismo de resistencia presentado por el gen blaZ, el gen mecA esta asociado
a un complejo regulatorio constituido por los genes mecR1 y mecl que codifican
para la proteina MecR1 y Mecl (Archer and Bosilevac 2001). En presencia de
meticilina la proteina transmembranal detecta el antibiético y sufre un clivaje
autocatalitico en su porcion citoplasmatica, liberando una subunidad que presenta
actividad de metaloproteasa, la cual degrada el inhibidor que se encuentra
asociado al promotor del gen mecA, respectivamente, permitiendo la transcripcion
y traduccién de la PBP2a que sera transportada a la membrana celular para
cumplir su funcion en la sintesis de la pared celular (Archer and Bosilevac 2001,
Hiramatsu, et al. 2001; Zhang, et al. 2001) (Figura 8).

Figura 8. Induccion de la sintesis de PBP2-a en presencia de meticilina.
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La proteina represora Mecl se asocia con el ADN en la regiéon operadora bloqueando la
transcripcion de los genes mecA mecR1 y mecl, en ausencia del antibidtico la producciéon de
PBP2-a se da en bajas concentraciones. La unién de la meticilina a la proteina MecR1, un sensor
transmembranal que se cliva autocataliticamente y el fragmento liberado constituyen una
metaloproteinasa que degrada a la proteina represora a Mecl, activandose la transcripcién y por
consiguiente la traduccion de PBP2-a. Una vez en el citoplasma, PBP2-a atraviesa la membrana
celular y suple la funcién de transpeptidacién en el proceso de sintesis de la pared bacteriana.
Fuente: Tomado y modificado de Lowy 2010.
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El gen mecA forma parte de una estructura de casete dentro del cromosoma de S.
aureus denominado SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec)
(Katayama, et al. 2000). SCCmec es un elemento genético mévil de gran tamafio
que se inserta especificamente hacia la parte 3' de un marco de lectura abierto
(ORF) de funcion desconocida denominado orfX (Ito, et al. 1999). Su movilidad se
debe a la presencia de los genes ccrAB y ccrC que codifican las enzimas
recombinasas del casete, encargadas de la integracion y escision cromosomica de
SCCmec. Adicionalmente, SCCmec puede portar genes de resistencia a otros
antibioticos ubicados en las regiones entre los genes de las recombinasas y mecA,

o regiones J (junkyard) (Hiramatsu, et al. 2001; Katayama, et al. 2001).

Basandose en la organizacion de mec (genes mecA, mecR y mecl) y de genes
asociados, se han diferenciado cuatro clases de complejo mec (A-E), de los cuales
los complejos A, B y C son los mas frecuentes en S. aureus (Chongtrakool, et al.
2006). El complejo mec clase A es el Unico complejo que contiene el complejo
regulatorio completo mecl-mecR1-mecA, ya que en B y C el complejo regulatorio
presenta secuencias de insercion que cambian la disposicion de estos genes. La
clase B esta constituida por 1S1272-AmecR1-mecA y la clase C presenta 1S431-
AmecR1-mecA (Ito, et al. 2003). Adicionalmente de las clases de complejo mec se
han descrito cuatro diferentes alotipos (1-4) definidos por el tipo de ccr portado
(ccrAlB1, ccrA2B2, ccrA3B3, ccrA4B4 y ccrC). La combinacidon de la clase de
complejo mec y el alotipo de ccr ha permitido clasificar el SCCmec en ocho tipos
(I-v111) (Tabla 2). EI nimero en romano indica el orden en que fueron reportados.
Para mayor informacién el tipo de SCCmec debe ir seguido del tipo de complejo
ccr y la clase de mec entre paréntesis, con lo cual se designara como SCCmec
tipo | (2A), tipo Il (2A), tipo Il (3A), tipo IV (2B), tipo V (5C2), tipo VI (4B), tipo VII
(5C1), y tipo VIII (4A) (International Working Group on the Classification of

Staphylococcal Cassette Chromosome Elements 2009).
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Tabla 2. Tipos de SCCmec identificados en S. aureus

Tipo de SCCmec Complejo ccr* Clase mecA
| 1 (A1B1) B
I 2 (A2B2) A
1l 3 (A3B3) A
WY 2 (A2B2) B
Y, 5 (C) c2
VI 4 (A4B4) B
VI 5 (C) c1
Vil 4 (A4B4) A

LEl complejo de genes se indica entre parenthesis
Fuente: Tomado de (International Working Group on the Classification of Staphylococcal Cassette
Chromosome Elements 2009)

Diferencias estructurales y en composicion génica de las regiones J han sido
identificadas en los tipos de SCCmec més frecuentes. Cada tipo de SCCmec
puede ser clasificado con una mayor discriminacién en subtipos basado en los
polimorfismos o variaciones de las regiones J (Figura 9) (Kwon, et al. 2005).

- SCCmec tipo | (1B): estd compuesto por el complejo ccr tipo 1 y la clase B del
complejo mec, tiene un tamafo de 34 Kb. Posee la secuencia de insercion

IS431 ubicada en la region J1. No porta genes de resistencia adicionales.

- SCCmec tipo II: tiene un tamafio de 54 Kb y esta constituido por el complejo
ccr tipo 2 y el mec clase A, la secuencia de insercion 1S431, el plasmido
pUB110 y el transposon Tn554. pUB110 porta los determinantes de resistencia
aadD y ble que confieren el fenotipo de resistencia frente a kanamicina y

bleomicina respectivamente.
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SCCmec tipo lll: es el de mayor tamaino con 67 Kb porque adicional al
SCCmec porta otro casete cromosomal denominado SCCHg, que confiere
resistencia a metales pesados como mercurio. EI SCCmec Il esta constituido
por ccr tipo 3, mec clase Ay porta el transposon Tn554, los plasmidos pT181y
pl256 y las secuencias de insercion 1S431 e I1S656. Adicionalmente tiene una
copia incompleta de un gen ccr entre dos elementos 1S431. El Tn554 porta los
determinantes de resistencia a espectinomicina y al grupo de MLS, genes spc

y ermA respectivamente y el pT181 confiere resistencia a tetraciclina (tet-K).

SCCmec tipo IV: es el casete mas pequefio de 21-24Kb por ello tiene una
mayor movilidad entre S. aureus. Compuesto por el ccr tipo 2 y el complejo
mec clase B, porta la secuencia de insercion 1S1272 y no tiene genes de

resistencia adicional ni factores de virulencia.
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Figura 9. Comparacion de los tipos de SCCmec encontrados en S. aureus.
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El complejo mecA clase A esta constituido por la regiéon génica reguladora completa (mecl-mecR1-
mecA). El clase B y C contienen genes regulatorios que tienen una IS: 1IS1272-AmecR1-mecA y
1IS431-mecA-AmecR1-1S431, respectivamente, el Tn554 porta genes de resistencia adicionales al
mecA, ermA y aad9 o spc que confieren el fenotipo de resistencia a eritromicina y
estreptomicina/espectinomicina. El Th4001 contiene el gen aacA-aphD que confiere resistencia a
aminoglicésidos, el plasmido pT181 de resistencia a tetraciclina (tet), Tn554 de resistencia al
cadmio (cadB y cadC) y el plasmido pUB110 a bleomicina (ble) y tobramicina (ant40). Fuente:

Tomada y modificada referencia (Malachowa and DeLeo 2010).
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SCCmec tipo V (5C2): tiene 25 Kb, constituido por ccrC, mec clase C2 (1S431-

mecA-2mecR1- 1S431) y un sistema de restriccion-modificacion (RM) tipo 1

(hsdR, hsdM y hsdS).

SCCmec tipo VI (4B): de 24 Kb porta ccr tipo 4, mec clase B. No porta genes

accesorios. Inicialmente fue clasificado como SCCmec tipo IV.

SCCmec tipo VIl (5C1): de 41.3 Kb, porta el complejo ccrC y mec clase C1
(IS431-mecA-2mecR1-1S431).

SCCmec tipo VIl (4A): de 32 Kb, porta mec clase A, el complejo ccr tipo 4y en
J2 el transposon Tn554 que tiene determinantes de resistencia a

espectinomicina y al grupo de MLS.
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4. SARM

4.1 EPIDEMIOLOGIA DE SARM

La meticilina fue el primer antibidtico B-lactamico semisintético utilizado en el
tratamiento de infecciones causadas por S. aureus resistente a penicilina ya que
permanece estable y biolégicamente activo en presencia de B-lactamasas. La
meticilina se introdujo al mercado Europeo en 1959 y tan solo un afio después de
iniciar su comercializacion en Inglaterra fueron aisladas las primeras cepas SARM
y en 1963 se describio el primer brote epidémico de infeccion nosocomial por
SARM en el Reino Unido (Stewart and Holt 1963).

Durante los afos siguientes, aislamientos de SARM fueron detectados en otros
paises de Europa y en la década de los 70s ya se informa un incremento de estos
aislamientos causando infeccibn nosocomial en el Reino Unido, Dinamarca,
Francia y Suiza (Benner and Kayser 1968; Chabbert and Baudens 1962; Parker
and Hewitt 1970; Rosendal, et al. 1976) y su deteccion en paises donde el
tratamiento con antibidticos B-lactamicos semisintéticos (estables frente a -
lactamasas) no habian sido implementados (Polonia, India y Turquia) y en otros
paises del mundo como Australia, Japén y Estados Unidos (Rountree and Beard
1968).

La rapida diseminacion de SARM fue favorecida por el uso indiscriminado de
antibioticos que ejercieron presion selectiva sobre cepas heteroresistentes y la
falta de programas de control en centros hospitalarios. Sin embargo, a finales de
los afios 70s se observé una disminucion en el nimero de aislamientos de SARM,
las razones que originaron este descenso son desconocidas, aunque la incursion
de un esquema de tratamiento antibiético razonable y una mejora en la practica

meédica posiblemente contribuyeron a esta disminucion (Ayliffe 1997).
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A mediados de la década de los 80 en Australia, Estados Unidos e Irlanda
emergieron nuevas cepas de SARM, asi como reportes de infecciones
esporadicas en otros paises y en 1981 se identifica en Londres, una cepa
epidémica conocida como EMRSA-1 (Epidemic Methicillin Resistant S. aureus), la
cual portaba un fago y un perfil de resistencia a antibioticos similar a una cepa
epidémica descrita en Australia. EMRSA-1 se diseminé desde Londres hacia el sur
de Inglaterra y fueron descritas inicialmente 16 cepas epidémicas mas en este
pais (EMRSA-1 a EMRSA-16) (Cookson and Phillips 1988).

En Estados Unidos los aislamientos de SARM aumentaron progresivamente desde
2,4% en 1975 hasta 29% en 1991. Panoramas similares se observaron en Europa
donde su frecuencia incrementdé desde <1% en 1980 hasta un 30% en 1991,
presentdndose prevalencias altas (30%) en paises del sur como ltalia, Grecia,
Francia y Espafia mientras que Holanda y Dinamarca reportaban prevalencias de
infeccidn mas bajas (6%) (Voss, et al. 1994; Westh, et al. 1992).

El programa de vigilancia epidemiolégica SENTRY reportd la prevalencia de
SARM en hospitales de paises en todo el mundo durante el periodo de 1997 a
1999, siendo para esa fecha en Estados Unidos del 34,2%, en Canada del 5,7%,
en América Latina del 34,9% y en Europa del 26,3%. Durante el periodo de 1998-
1999 en Sudéafrica la prevalencia fue del 40,4%, en Japén del 66,8% y en Australia
del 22,4% (Bell and Turnidge 2002).

En América Latina las infecciones por SARM en hospitales son un problema
creciente. Informacion recopilada por la Organizacion Panamericana de Salud
(PAHO Pan American Health Organization) durante el afio 2004 reporto
prevalencias de infeccidn por SARM en hospitales de Argentina 42% (n = 5851
aislamientos); Bolivia 36% (n = 1167); Chile 80% (n = 246); Colombia 47% (n =
4214); Costa Rica 58% (n = 674); Cuba 6% (n = 80); Ecuador 25% (n = 1363);
Guatemala 64% (n = 1483); Honduras 12% (n = 393); México 52% (n = 497);
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Nicaragua 20% (n = 296); Paraguay 44% (n = 980); Peru 80% (n = 1407); Uruguay
59% (n = 1431) y Venezuela 25% (n = 2114) (PanAmericanHealthOrganization
2004). Para el afio 2006 datos similares fueron reportados en la Asociacion
Panamericana de Enfermedades Infecciosas mostrando tasas de infeccion
nosocomial por SARM en Argentina 51%; Bolivia 55%; Brazil 54%; Chile 29%;
Ecuador 25%; Mexico 32%; Panama 28%; Paraguay 30%; Uruguay 24% vy
Venezuela 27% (Figura 10)

Figura 10. Porcentaje de aislamientos de SARM en estudios realizados en paises
de América Latina.
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En los paises sombreados se han detectado prevalencias >50% de SARM por lo
menos en un reporte. Fuente: Tomada y modificada (Guzman-Blanco, et al. 2009))

En Brasil, la frecuencia de aislamiento de S. aureus en hospitales es mayor que en
otros paises; en el hospital de Sado Paulo el 19% de las infecciones son causadas
por este patdégeno y de estos aislamientos el 60% son SARM. Sin embargo se

reportan prevalencias de SARM que varian en las diferentes areas geograficas del
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pais y el tipo de muestra del cual son obtenidos (Loureiro MM 2002). En Peru fue
reportado SARM como agente causal del 85% de las infecciones nosocomiales en
el 2002 en un hospital universitario en la ciudad de Lima (Seas, et al. 2006).
Prevalencias de infeccién nosocomial por SARM han sido reportadas igualmente
en México (48%), Venezuela (36%) y Chile (33%) (Otth, et al. 2008).

En Colombia, reportes realizados por la red de vigilancia de resistencia
antimicrobiana han revelado que la prevalencia de SARM ha sido del 38% en
2001, 46% en 2002, 45% en 2003 y 2004, 38% en 2005 y 34% en 2006, sin
embargo en diferentes localidades de Colombia se reportan prevalencias de
infeccion variables desde 42% en Monteria, 50% en Bucaramanga (Toscano, et al.
2009) y mayores de 60% en el departamento del Valle (Jaramillo 1996).

4.2 CLONES EPIDEMICOS Y EVOLUCION

Algunas cepas de SARM son denominadas cepas epidémicas, SARM epidémico o
EMRSA (del inglés Epidemic Methicillin Resistant S. aureus) debido a que poseen
la capacidad de producir brotes hospitalarios en un tiempo corto, en hospitales
geogréaficamente distantes y se mantiene en dichos centros durante un periodo de

varios anos.

En un estudio realizado por Oliveira et al, publicado en 2001 se realizo la
tipificacion de 3067 cepas de SARM por electroforesis en campo pulsado (pulsed-
fiel gel electrophoresis, PFGE) y un grupo representativo de cepas fueron
analizadas por Multilocus sequence Typing (MLST), tipificacion de SCCmec y gen
spa. De las cepas analizadas por MLST el 68% se agruparon en 5 clones que
fueron definidos por estos autores como pandémicos (Oliveira, et al. 2001). En
estudios similares como el realizado por Enright utilizando una coleccién de 359
SARM fueron identificados 5 complejos clonales mayores (CC) (CC5, CC8, CC22,

CC45 y CC30) en los cuales se agrupaban la mayoria de cepas y 5 clones
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predominantes que tenian el mismo tipo de secuencia (sequence type, ST) y el
mismo SCCmec (Enright, et al. 2000). Estos clones se denominaron clon Ibérico,

Brasilefio, Hingaro, Nueva York/Japon y Pediatrico.

El clon Ibérico fue detectado en 1989 en Barcelona causando un brote en un
hospital universitario (Dominguez, et al. 1994), se disemind siendo detectado en
otros paises como Francia, Bélgica (Deplano, et al. 2000), Portugal (Sanches, et
al. 1995), Escocia, Italia (Mato, et al. 1998), Holanda, Alemania, Republica Checa,
Polonia, Suecia, Estados Unidos (Roberts, et al. 1998b)y Colombia (Cruz, et al.
2005). Este clon es identificado con el perfil alélico 3-3-1-12-4-4-16
correspondiente al ST247 y porta SCCmec tipo IA, segun la nomenclatura
estandar ST247-SARM-IA.

El clon Brasilefio (ST239-SARM-IIIA) fue descrito en 1992 en Brasil (Teixeira, et al.
1995). Este clon se ha extendido a los paises de Sur América como Argentina
(Corso, et al. 1998), Uruguay, Chile, Paraguay, Colombia y paises de Europa
como Portugal (Oliveira, et al. 1998), Republica Checa, Grecia, Finlandia,
Alemania, Irlanda, Holanda, Polonia, Suecia y el Reino Unido (Enright, et al. 2002)

y en paises de Asia como India (Arakere, et al. 2005).

El clon Hungaro (ST239-SARM:-III) se ha expandido en este pais desde 1993 (de
Lencastre, et al. 1997) e inicialmente se disemin6 a Taiwan, China (Aires de
Sousa, et al. 2003) , India (Arakere, et al. 2005) y Brasil (Vivoni, et al. 2006).

El clon Nueva York/Japon (ST5-SARM-II) fue identificado en Nueva York (Roberts,
et al. 1998a), Nueva Jersey y Pensilvania (Roberts, et al. 2000), en Canada,
Florida y en un hospital de Tokio. Igualmente ha sido detectado en Europa,
Finlandia, Irlanda y Reino Unido (Enright, et al. 2002)y recientemente en México
(Velazquez-Meza, et al. 2004) y Brasil (Melo, et al. 2004).
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El clon Pediatrico (ST5-SARM-1V) fue descrito en 1992 en un hospital pediatrico
de Portugal (Sa-Leao, et al. 1999) y posteriormente se ha encontrado en Polonia,
Estados Unidos (Roberts, et al. 1998a), Argentina (Corso, et al. 1998), Colombia
(Gomes, et al. 2001), Francia, Reino Unido (Enright, et al. 2002) y Espafia (Perez-
Roth, et al. 2004).

Con el fin de explicar el origen de estos clones de SARM se han realizado
estudios comparativos entre los primeros y los ultimos aislados e inicialmente se
postularon dos hipétesis. La primera sugiere que los SARM descienden de un
mismo ancestro comun que adquiere una sola vez el SCCmec. Sin embargo, la
segunda hipétesis, basada en la evidencia de los andlisis de tipificacion molecular
(MLST) que identifican diferentes SCCmec en un linaje particular, sugiere que los
SARM adquieren varias veces diferentes tipos de SCCmec hasta que logran la

estabilidad biolégica (Deurenberg, et al. 2007).

Es asi como por MLST el perfil alélico entre los clones Ibérico, Brasilefio y
Hungaro era muy similar, se diferenciaban maximo en dos loci, pero el SCCmec
portado era diferente, el Ibérico portaba el SCCmec-l y el Brasilefio y Hungaro
SCCmec-lll. Entre los clones Nueva York/Japon y Pediatrico el perfil alélico era
idéntico, sin embargo portaban SCCmec distintos (SCCmec-Il y SCCmec-IV
respectivamente). Estos resultados demuestran que la adquisicién del gen mecA
sucedié en momentos evolutivos diferentes para cada uno de los clones. Adicional
a la tipificacion molecular estos clones han sido caracterizados fenotipicamente
con lo cual su perfil de resistencia a antibiéticos fue evaluado. Con excepcion del
clon Pediatrico que solo es resistente a aminoglucoésidos, los demas clones

presentan resistencia a multiples grupos de antibi6ticos.
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Figura 11. Distribucion y diseminacion de los clones de SARM en paises de

América Latina y el Caribe.

Mexico
Clon Mexicanoy clon NY/J

Brasil
Trinidad y Tobago rasf

Clon MRSA-6

Clon Brasilefio

Un peqguefio nimero de aislamientos relacionados
con los clones: Hungaro, Pediatrico, NY/J, USAB00

Un peguefio nimero de ofros clones sin nombre
(SCCrmec Il y IV)

-

Paraguay
Clon Coordobés/Chileno
Clon Brasilefio

Colombia

Clon Pediatrico

Clon Cordobés/Chileno
Clon Brasilefio

Clon Ibérico
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Uruguay
Clon Brasilefio, clon Uruguayo, URE.
Un peguefic nimero de aislamientos similares
a MW2 (USA-400)

Chile

Clon Brasilefio
Clon Cordobés/Chileno

Argentina
Clon Brasilefio

|:| Diseminacién mayor del clon Brasilefio
Clon Cordobés/Chileno

|:| Diseminacion menor del clon Brasilefio

Clon Pediatrico (Variable resistente)

Un pequefio nimero de otros clones sin nombre
(ST5-MRSA-IVa o IVc)

Los paises con sombreado indican diseminacion del clon Brasilefio. En los paises
con sombreado gris oscuro no hay datos disponibles. Los clones subrayados
representan clones con multiresistencia a farmacos. MW2 = clon relacionado con
la cepa MW2; NY/J=relacionado con el clon NewYork/Japan, OSPC = clon
Oceania Southwest Pacific; UR6 = Uruguayan community outbreak MRSA clone;
WAL =Western Australia 1 MRSA clone. Fuente: Tomado y modificado (Guzman-
Blanco, et al. 2009)).

Otros clones reconocidos son EMRSA-15 y EMRSA-16, descritos inicialmente en
brotes hospitalarios en el Reino Unido. Actualmente han sido detectados en otros
paises como Grecia, México, Canada, Florida, Finlandia, Bélgica, Suecia,
Dinamarca y Espafia. El clon Cordobés/Chileno (ST5-MRSA-I) identificado en el
2002 en Argentina, también ha sido detectado en Chile, Paraguay y Colombia
(Figura 11). La mayoria de los aislamientos del clon Cordobés/Chileno presentan
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un fenotipo de multiresistencia a antibioticos. El clon USA-300 (ST8-SARM-IVa)
identificado inicialmente causando brotes en la comunidad, fue aislado por primera
vez en Estados Unidos y se diseminé rapidamente en Norte América (Moran, et al.
2006). USA-300 ha sido detectado en algunos paises de Europa como Alemania,
Reino Unido, Suiza y Espafia, asi como en Australia (Monecke, et al. 2008; Otter,
et al. 2009) y en paises de América Latina como Brasil, Costa Rica y Colombia
(Ribeiro, et al. 2007)

4.3 SARM-CO Y SARM-H

Durante mucho tiempo las infecciones causadas por SARM estuvieron restringidas
a hospitales y ocurrian en pacientes con factores de riesgo que favorecian la
colonizacién o infeccion por SARM, como el consumo elevado de antibioticos,
hospitalizacion prolongada (generalmente superior a 10 dias), internalizacion en
unidades de cuidados intensivos, edad avanzada, procedimientos quirlrgicos o
invasivos (catéteres intravenosos, sondas urinarias, traqueotomia), enfermedades
de base y el contacto con pacientes colonizados por SARM. Actualmente, SARM
no solo se encuentra en hospitales (SARM-H) sino que también puede estar

causando infecciones extrahospitalarias (comunitarias) (Skov, et al. 2012).

Los casos de infeccion por SARM en comunidad, estan relacionados con una
reciente hospitalizacién, con tratamiento antibiético previo 6 con un contacto con
personas que han estado hospitalizadas recientemente. Los portadores nasales
de S. aureus juegan un papel importante en la epidemiologia y patogénesis de la
enfermedad por SARM, actuando como reservorios de este microorganismo. Del
30% al 60% de los individuos pueden ser colonizados permanentemente por S.
aureus en las fosas nasales y el 100% de la poblacion ha sido portadora nasal en
alguin momento de su vida (van Belkum, et al. 2009). Los portadores nasales

permanentes constituyen el principal reservorio de SARM adquirido en comunidad.
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El primer brote de SARM adquirido en comunidad se describié en Detroit en 1980-
81 y se caracteriz6 porque mas de la mitad de los pacientes afectados eran
consumidores de drogas por via parenteral. Aunque el origen de este brote no se
pudo identificar, se cree que el uso compartido de jeringas pudo ser la causa de la
transmisién cruzada (Saravolatz, et al. 1982). Las primeras cepas de SARM
adquirido en comunidad son aisladas a finales de 1990s, obtenidas de nifios
colonizados o con infecciones por SARM sin presentar factores de riesgo o

relacion con el &mbito hospitalario (Herold, et al. 1998).

El interés sobre SARM comunitario (SARM-CO) fue mucho mayor luego de la
muerte de cuatro nifios en Minessota y Dakota del norte causada por cepas de
SARM comunitario, confirmando el peligro potencial de la adquisicion de
infecciones por SARM comunitario y la alta virulencia que poseen estas cepas
((CDC) 1999). Las infecciones por SARM-CO varian desde infecciones de piel y
tejidos blandos hasta casos severos de neumonia necrotizante, fascitis
necrotizante, tromboflebitis séptica y sepsis. Casos de bacteremia y sindrome de
choque séptico por cepas de SARM-CO en UCI neonatal han sido descritos,
destacando el hecho de que los microorganismos que circulan en la comunidad
pueden llegar a causar infecciones serias y convertirse en un patdégeno

nosocomial.

La severidad en los cuadros clinicos observada en los casos de SARM-CO se ha
relacionado con la presencia de factores de virulencia adicionales como PVL. A
esta leucocidina se le asigné un papel determinante en infecciones por SARM en
la comunidad y se encontro en el 77% de los aislamientos de SARM-CO. PLV se
asocia principalmente a procesos inflamatorios de piel y tejidos blandos y
neumonia necrotizante, debido a su actividad leucotéxica y dermonecrética (Gillet,
et al. 2002; Lina, et al. 1999).
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Otros genes que han sido asociados con SARM-CO son los genes de resistencia
a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas el SCCmec tipo IV y V y algunas
enterotoxinas (sek y seq). SCCmec IV 6 V junto con PVL han sido postulados
como marcadores moleculares de SARM-CO presentandose de una manera
estable entre la mayoria de este tipo de aislamientos, sin embargo en algunos
paises, el porcentaje de positividad para PVL entre aislamientos de SARM-CO es
inferior a 5% (O'Brien, et al. 2004).

A diferencia de SARM-CO, SARM-H asociado a infecciones nosocomiales porta el
SCCmec | o Il, adicionalmente presenta un perfil de multiresistencia a antibioticos
y no posee factores de virulencia adicionales (PVL) (Okuma, et al. 2002). Se han
descrito diferentes definiciones para clasificar las infecciones por SARM
comunitarias y nosocomiales segun la presencia de factores de riesgo y el tiempo
en el que fue aislado el microorganismo luego de la hospitalizacion y se han
clasificado como infeccion adquirida en comunidad (IAC) e infeccion nosocomial
(IN) y en algunos casos en infeccidén asociada al cuidado de la salud (IACS) (Tabla
3).

4.4 INFECCIONES NOSOCOMIALES CAUSADAS POR SARM-CO

Las IN por SARM son generalmente causadas por aislamientos con caracteristicas
fenotipicas y genotipicas correspondientes a cepas SARM-H. Sin embargo, desde
la emergencia de las cepas SARM-CO, la trasmision nosocomial de este tipo de
aislamientos ha sido documentada en Estados Unidos (Popovich, et al. 2008),
algunos paises Europeos como Francia (Donnio, et al. 2004) e Italia (Campanile,
et al. 2011) y de América Latina como Brasil, Argentina, Uruguay (Benoit, et al.
2008) y Colombia (Buitrago G 2008).

Uno de los primeros reportes fue realizado en dos hospitales de Estados Unidos,

en los cuales, se describieron brotes de infeccibn en mujeres en periodo de
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puerperio causados por cepas SARM-CO (Saiman, et al. 2003). Igualmente, la
proporcion de aislamientos de SARM que portaban el SCCmec tipo IV se
incrementd de <20% en 1999 a 50% en 2004 en un hospital de Estados Unidos
(Maree, et al. 2007) y en ese mismo afio en Atlanta se detecté a USA-300, un clon
SARM-CO, como agente causal del 20% de las bacteremias por SARM (Seybold,
et al. 2006).

En Colombia, un estudio realizado por Alvarez et al., en el cual se incluyeron
aislamientos de SARM obtenidos de pacientes recluidos en 5 hospitales de tercer
nivel de Bogot4, se reportd que el 39% de las IN fueron causadas por aislamientos
con caracteristicas de SARM-CO (SCCmec tipo IV y PVL +), constituyendo un
porcentaje mucho mayor al observado en otros paises de América Latina como
Uruguay (21%) (Alvarez, et al. 2010).

Tabla 3. Clasificacion del origen de las infecciones por SARM

Origen de la Infeccion Criterios de clasificacion

A. Enfermedad clinica por evidente al ingreso

Infeccién adquirida en la _ _ _
) B. Aislamiento de SARM en las primeras 72 horas
comunidad

C. Ausencia de factores de riesgo

D. Enfermedad clinica no evidente

E. Aislamiento de SARM después de las primeras 72

horas de hospitalizacién

o . F. Presencia de factores de riesgo: Hospitalizacion,
Infeccién nosocomial

intervencién quirdrgica o tratamiento prolongados con
antibidticos en los Ultimos 6 meses, uso de catéteres,
fibrosis quistica o diabetes mellitus y conviviente con

trabajadores de la salud

Fuente: Tomado de (Cohen, et al. 2007)
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5. TIPIFICACION DE SARM

5.1 FUNDAMENTO Y APLICACIONES

La tipificacion de microorganismos ha sido una herramienta ampliamente difundida
en los dltimos afios y utiliza una gran variedad de técnicas que comparan
independiente de su fundamento dos 0 mas microorganismos, de tal modo que se
puede reconocer la relacion entre ellos y en algunos casos vincularlos
epidemiolégicamente o asociarlos con un ancestro comun. Inicialmente estos
estudios se basaban en comparaciones fenotipicas como propiedades
antigénicas, metabdlicas o de resistencia antibibtica, sin embargo este tipo de
andlisis son limitados al tratar de establecer diferencias o similitudes entre

microorganismos.

Actualmente existen multiples meétodos desarrollados y aplicados para la
tipificacion molecular de microorganismos basandose en técnicas de bandeo y
secuenciacion y pueden diferenciarse en: 1) Analisis de ADN extracromosomico,
2) Restriccion de ADN cromosémico y deteccion de secuencias por hibridaciéon
(sondas), 3) Macrorrestricciones de ADN cromosomico, 4) Amplificacién de
secuencias genéticas con o sin restriccion, 5) Analisis de ADN por secuenciacion y

6) Perfil de hibridacion de multiples secuencias (Soll, et al. 2003).

5.2 TECNICAS DE TIPIFICACION

La técnica de tipificacion a aplicar depende de la situacion epidemiologica
especifica a estudiar, la rapidez necesaria en la emision del resultado y la
capacidad tecnologica de cada laboratorio. Entre las técnicas de tipificacion
utilizadas para el analisis epidemiolédgico de S. aureus y que en la actualidad son
ampliamente usadas se encuentran la electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE), la tipificacion del gen spa y las MLST.
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5.2.1 PFGE

La PFGE se basa en la digestion del ADN cromosdmico utilizando la enzima de
restriccion Smal, seguida por electroforesis en gel de agarosa en un gradiente de
voltaje que es alternado en diferentes direcciones. Los patrones de bandeo
obtenidos son analizados usando un paquete de software especializado
(GelCompar 1l, UPGMA) que diferencian y posteriormente agrupan patrones
similares, tomando como criterio que los aislamientos que posean el mismo perfil
de PFGE son considerados como idénticos, aislamientos que presentan
diferencias de una a tres bandas, estan probablemente relacionados, aislamientos
con diferencias de cuatro a seis bandas estan posiblemente relacionados y los que
presenten mas de seis bandas diferentes se consideran como no relacionados.
Estos criterios son aplicables so6lo para el analisis de un pequefio niumero de
aislamientos obtenidos durante un estudio epidemiolégico de brotes hospitalarios
0 comunitarios durante un corto periodo de tiempo (1 a tres meses), donde

presumiblemente, la variacion genética es limitada.

5.2.2 Tipificacion del gen spa

El gen spa codifica para la proteina A que forma parte de la pared bacteriana de S.
aureus y es uno de los factores de virulencia portado en casi el 100% de este
género bacteriano. En este gen se reconoce una region altamente polimorfica
conocida como region hipervariable X. Los polimorfismos ubicados en esta region
han sido ampliamente utilizados en la caracterizacion de SARM y en el estudio de
brotes hospitalarios y a diferencia de otros marcadores presenta un amplio poder

de discriminacion con alto rendimiento y reproducibilidad.
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5.2.3 MLST

La MLST se basa en la amplificacién y posterior secuenciacion y analisis de
secuencia de fragmentos de siete genes codificantes de proteinas constitutivas,
implicadas en rutas metabdlicas indispensables para la supervivencia de S. aureus
(arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi y ygiL). Un alelo distinto es asignado a cada una de
las diferentes secuencias de cada gen y el perfil alélico en conjunto es designado
como tipo de secuencia (ST). Esta técnica comparte las ventajas de las
metodologias basadas en amplificacion por PCR y secuenciacién, presentando

una mayor reproducibilidad y resolucion.

Aunque la PFGE ha sido considerada la técnica de referencia para la tipificacion
de S. aureus, su uso ha venido siendo reemplazado por técnicas basadas en
secuenciacion debido a problemas de reproducibilidad entre Ilaboratorios,
protocolos de manejo muy exigentes, realizacion de numero de muestras
reducido, uso de equipos especializados y menor poder de discriminacion. Por su
parte la MLST comparte las ventajas de las metodologias basadas en PCR y
posterior secuenciacion, presentando un alto poder de discriminacion, maneja una
nomenclatura estandar internacional que permite la comparacion con las
diferentes cepas tipificadas a nivel mundial. Actualmente esta metodologia es
ampliamente usada en estudios evolutivos y es considerada el “gold standard”

para la evaluacién de evolucion molecular de S. aureus.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer el o los complejos clonales de los aislamientos de SARM obtenidos de

pacientes pediatricos del Hospital Universitario de Santander (HUS).

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar los aislamientos de SARM mediante secuenciacion de genes
multilocus (MLST) e identificar el tipo de secuencia (ST)

2. Establecer la relacion entre los complejos clonales, el tipo de spa y de
SCCmec

3. Asociar los tipos de secuencia (ST) obtenidos con las caracteristicas clinicas y

epidemioldgicas de los pacientes.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se disefid un estudio descriptivo, en el que se incluyeron aislamientos de SARM
obtenidos de pacientes pediatricos que fueron internados en el Servicio de
Infectopediatria del Hospital Universitario de Santander, que presentaron
infecciones locales o sistémicas por SARM durante el periodo de tiempo
comprendido entre enero de 2007 a enero de 2008 y que cumplieron con los
siguientes criterios: 1. Aislamiento de S. aureus con resistencia a oxacilina en
cualquier secrecion corporal y 2. Consentimiento informado por parte de padres o

cuidadores responsables.

7.2 IDENTIFICACION DE SARM

La identificacion inicial de SARM se determiné en el Laboratorio Clinico del
Hospital Universitario de Santander, utilizando el sistema automatizado para

microbiologia BD Phoenix™ 100.

Todos los SARM recolectados fueron cultivados en agar BHI (brain-heart infusion)

y conservados por criopreservacion a -70°C con glicerol al 20%.

7.3 EXTRACCION DE ADN CROMOSOMICO

El ADN cromosomico fue aislado de un cultivo masivo de S. aureus crecido
durante toda la noche en 15 ml de BHI. El cultivo se centrifugd a 4.000 rpm, el
precipitado bacteriano fue resuspendido en 3 ml de 0.5 mM EDTA pH 8 y para el
debilitamiento de la pared bacteriana se adicionaron las enzimas lisozima y
lisostafina a concentraciones de 20 mg/ml y 2 mg/ml respectivamente,

incubandose a 37°C por 1 hora. Para completar la lisis bacteriana se adicioné
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proteinasa K (20 mg/ml) y se incubé a 56°C por 30 minutos. La precipitacion de
proteinas se realiz6 con 5 M acetato de sodio y centrifugacion a 14.000 rpm. El
ADN fue recuperado por precipitacion con isopropanol y centrifugacion a 14.000
rpm. Finalmente el ADN fue resuspendido en 100 pl de TE 1X (10 mM Tris-HCI pH
8, 1 mM EDTA pH 8). La concentracion y pureza del ADN se determin6 por
espectrofotometria (260/280nm).

7.4 IDENTIFICACION MOLECULAR DE SARM

La confirmacion de los aislamientos de SARM fue realizada mediante la deteccion
de dos genes, el gen nuc, especifico de especie y el gen mecA, determinante de

resistencia a meticilina.

El gen nuc codifica para una nucleasa termoestable (thermonuclease, TNase,
DNase), con funcion de endonucleasa que degrada éacidos nucléicos (ADN vy
ARN). La deteccion de este gen se realizd mediante amplificacion por PCR
utilizando los iniciadores nucA-F y nucA-R que generan un amplificado de 299 pb
(Tabla 4). De la misma manera se realizé la deteccidén del gen mecA, determinante
de resistencia que codifica para la PBP2a, enzima con baja afinidad a los
betalactdmicos producida por todas las cepas de SARM. Para la deteccién del gen
mecA se utilizaron los iniciadores mA2 e 1S2 que limitan una region de 533 pb
(Tabla 4).

Se realizaron amplificaciones independientes en un volumen final de 20 pl que
contenian buffer de reaccién a una concentracion final de 1X, 2.5mM de MgCly,
200 pM de cada desoxinucledtido trifosfatado, 0.5 yM de cada iniciador (nuc,
nucA-F y nucA-R y mecA, mA2 y I1S2), 1 unidad de Taq DNA polimerasa y 1 yl de
ADN bacteriano. La amplificacion se realizé en un termociclador Biorad con las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por

30 ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C por 1 minuto, anillamiento a 55°C por 1
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minuto y extensién a 72°C por 1 minuto y extension final a 72°C por 2 minutos. En
las dos reacciones de amplificacion se utiliz6 como control positivo se la cepa
NRS100 (Cepa COL).

Tabla 4. Secuencia de iniciadores que amplifican los genes nuc y meca

- . Tamafio del .
Iniciador Secuencia . Referencia
Amplificado
nuc-F 5-AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC-3’ 979 o (Brakstad, et
P al. 1992)

nuc-R 5'-GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-3

mA-2 5-AAC GTT GTA ACC CCA AGA-3’ (Okuma, et al.

533 pb
1S-2 5-TGA GGT TAT TCA GAT ATT TCG ATC TC-3' 2002)

7.5 CARACTERIZACION GENOTIPICA DE LOS AISLAMIENTOS DE SARM

7.5.1 MLST

La MLST se basa en el analisis por secuenciacion del ADN de fragmentos (450-
500 pb) de siete genes codificantes de proteinas constitutivas (“housekeeping
genes”) implicadas en rutas metabdlicas indispensables para la supervivencia de
S. aureus (arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi and yqiL). En la MLST se realizan cuatro
fases luego de la extraccion del ADN bacteriano: 1) Amplificacion de los
fragmentos génicos, 2) Purificacién de los amplificados, 3) Secuenciacion de ADN

y 4) Andlisis de secuencia.

Las cepas control utilizadas en la técnica de MLST fueron las siguientes:

(Cedidas por NARSA, Network on Antimicrobial Resistance in S. aureus.)

69



- NRS100 (Cepa COL, ST250, SCCmec-I, t008)

- NRS70 (Cepa N315, ST5, SCCmec-ll, t002)

- NRS123 (Cepa MW2, ST1, SCCmec-1V, t128)

- NRS71 (Cepa E-MRSA-16, ST36, SCCmec-Il, t018)
- NRS106 (Cepa RN4220/pG01, ST8, mecA negativo)

A. Amplificacién de los fragmentos génicos

Los fragmentos de ADN fueron amplificados por PCR. La reaccion de
amplificacién fue desarrollada en un termociclador DNAEngine® marca Bio-Rad.
Cada reaccion de PCR contenia 10 ng de ADN, 8,7 pmol de iniciadores para cada
uno de los genes (Tabla 5), 250 pM de cada desoxinucledtido trifosfatado
(dNTPs), buffer 1X, MgCl, 1,5 mM y 2 unidades de Tag DNA polimerasa,
llevandose a un volumen final de 50 ul con agua.

Las condiciones de amplificacion fueron: 4 minutos de desnaturalizacion inicial, 30
ciclos de amplificacién (1 min a 94°C, 1 min a 55°C y 1 min a 72°C) y se finaliz6

con una fase de extensién a 72°C por 4 minutos.

Tabla 5. Iniciadores para la amplificacion de los fragmentos génicos en la MLST.

) o ) Tamafo
Gen Producto génico Iniciadores Secuencia (5'-3") .
amplificado
) arcC-F TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC
arcC Carbamato quinasa 456pb
arcC-R AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
Shikimato arokE —F ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
aroE ) 456 pb
deshidrogenasa aroE-R GGTGTTGTATTAATAACGATATC
) . glpF-F CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
glpF Glicerol quinasa 465 pb
glpF-R TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
) _ gmk-F ATCGTTTTATCGGGACCATC
Gmk Guanilato quinasa 429 pb
gmk-R TCATTAACTACAACGTAATCGTA
bt Fosfato pta-F GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 474 ob
a
acetiltransferasa pta-R GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA P
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Tamafho

Gen Producto génico Iniciadores Secuencia (5'-3") o
amplificado
Toi Triosafosfato tpi-F TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 402 pb
isomerasa tpi-R TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
0 Acetil coenzima A yqiL-F CAGCATACAGGACACCTATTGGC
va acetiltransferasa yqiL-R CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC 516 pb

B. Purificacion de los amplificados

Los productos de PCR fueron purificados mediante el sistema de QIAquick

(Qiagen, Izasa), segun las instrucciones del fabricante.

C. Secuenciacion de ADN

La reaccidon de secuenciacion de los productos de PCR fue llevada a cabo en el
centro de servicios de Macrogen Inc. en Seul, Korea. Para cada gen se realizaron
dos reacciones de secuenciacion una para cada hebra de ADN, en una de estas
reacciones se utilizd el iniciador 3'-5 y en la otra el complementario 5-3’,
utilizando placas de microtitulacién, en un volumen de 20 pl. Se utilizaron los
mismos iniciadores utilizados en la amplificacion. La reaccion de secuenciacion
fue desarrollada en el DNA Engie Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler (BIO-RAD)
usando el ABI BigDye(R) Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied
Biosystems), siguiendo los protocolos suministrados por el fabricante. La
purificacion de la reaccidbn de secuenciacion para remover terminadores no
incorporados y dNTPs fue realizada segun recomendaciones de Applied
Biosystems. Finalmente las muestras fueron inyectadas para ser secuenciadas en
un ABI 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems).
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D. Andlisis de secuencia

Las secuencias obtenidas para cada gen fueron alineadas con los alelos
publicados en la base de datos MLST (http://www.mlst.net/databases/default.asp)
utilizando el software Clustal W con el fin de identificar los cambios de nucleétidos,
inserciones y delecciones que se pudieron producir en las cepas analizadas,
delimitar el fragmento génico exacto a analizar y poder editar la secuencia. Una
vez editadas, las secuencias se compararon con los alelos almacenados en la
base de datos MLST y para cada gen se obtuvo un alelo y el perfil alélico

correspondio al tipo de secuencia (ST) para cada cepa.

Los ST obtenidos fueron analizados con el software eBURST V3 para determinar
el genotipo ancestral y los genotipos que descienden del mismo. eBURST V3
utiliza un modelo sencillo para predecir la evolucién bacteriana en el cual el
genotipo ancestral es el mas frecuente en la poblacion y se diversifica para
producir un conjunto de genotipos estrechamente relacionados que son
descendientes del genotipo ancestral, este grupo hace referencia a un complejo

clonal (CC) determinado.

7.5.2 Tipificacion de SCCMEC

El tipo de SCCmec se determin6 segun las combinaciones del complejo mec vy el
complejo ccr mediante reacciones de PCR independientes, utilizando los
iniciadores y las condiciones reportadas previamente (Chongtrakool, et al. 2006;

Oliveira and de Lencastre 2002)

7.5.3 Tipificacion del Gen SPA

La tipificacion de la regién polimorfica X del gen spa se realizd mediante

amplificacion  por PCR utlizando los iniciadores  spa-1113f 5'-
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TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC-3' y spa-1514r 5'-
CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT-3' que amplifican un fragmento entre 300 y 500
pb, que varia en tamafio en relacion con el numero de repeticiones. Los
amplicones fueron secuenciados usando los mismos iniciadores utilizados en la
PCR (Shopsin, et al. 1999).

El tipo de spa fue identificado mediante comparacion bioinformatica utilizando la
base de datos SeqNet.org, un servidor centralizado que contiene
aproximadamente 3900 tipos de spa de 60.000 aislados de S. aureus provenientes

de 52 paises, utilizando el software Ridom StaphType (Harmsen, et al. 2003).
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8. RESULTADOS

8.1 CARACTERIZACION MEDIANTE MLST

El analisis de tipificacion mediante MLST permitio la asignacion de ST en 51 de los
53 SARM evaluados en este estudio. En la Tabla 6 se muestran los alelos
correspondientes a cada uno de los genes estudiados y el perfil alélico y ST al que
corresponden. Los dos aislamientos restantes presentaron electroferogramas con

ambigliedades que impidieron hacer el andlisis de secuencia.

Tabla 6. Perfil alélico de las cepas de SARM

Perfil alélico
ST N° de aislamientos (%)
arcC aroE glpF gmk pta tpi yqiL
3 3 1 1 4 4 3 8 34 (64.7)
1 4 1 4 12 1 10 5 9 (19.6)
1 3 1 14 11 51 10 80 1(1.9
22 1 14 23 12 4 31 88 2(3.9)
3 1 1 8 1 1 1 188 1(1.9)
3 32 1 1 4 4 3 254 2 (3.9)
3 106 1 1 4 4 3 552 1(1.9)
3 3 1 88 4 4 3 931 1(1.9)
Total aislamientos con ST asignhado 51

Todos los perfiles alélicos obtenidos y sus alelos correspondientes se encontraban consignados en
la pagina www.milst.net.

Se identificaron 8 STs diferentes entre los aislados, el ST 8 fue el mas frecuente
(34/51) seguido por el ST 5 (9/51). Los STs que compartian el 100% de identidad

genética en 5 de los 7 alelos fueron agrupados en un mismo complejo clonal y el
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genotipo ancestral probable fue establecido utilizando el software eBURST V3
distribuyéndose en un grupo y 4 “singletons” (ST5, ST 88, ST 188 y ST 80). El
grupo generado fue constituido por el ST 8 como genotipo fundador (ancestral), el
ST 254, ST 552 y ST 931 como variantes en un solo locus (SLV, Single Locus
Variant) con respecto al ST8 (Figura 12 (A)).

Para identificar si se presentaba una gran de diferencia entre los STs a escala de
nucledtidos, una red minima de expansion fue generada (Figura 12 (B)). Esta
metodologia no toma en consideracién eventos de recombinacion, analiza todas

las mutaciones o variaciones de nucleétidos presentes entre las muestras.

8.2 TIPIFICACION DE SCCMEC

En la Tabla 7 se resumen los resultados de la tipificacibon SCCmec. El tipo de
SCCmec més frecuente fue SCCmec IV con 79% (42 aislamientos), seguido por

SCCmec | 15 % (8 aislamientos) y 3 aislamientos no fueron tipificables.

Tabla 7. Tipos de SCCmec identificados entre los aislamientos de SARM

N° de aislamientos  Tipo de Complejo ccr Complejo mec
n (%) SCCmec 1 2 A B
8 (15,1) | + _ ) N
42 (79,2) IV ; + ] N
3(5,7) NT
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Figura 12. Distribucion de los STs detectados.
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(A) Analisis por eBURTS V3 de los datos de MLST de los aislamientos analizados en este estudio.
El numero representa el ST. Los STs unidos por lineas pertenecen al mismo complejo clonal. El
tamafio de los circulos es directamente proporcional al nimero de aislamientos que presentan el
ST representado. (B) Red minima de expansién de los datos de MLST de los mismos aislados

analizados en (A). Los circulos representan los STs con el nimero en su interior. Los puntos
representan cambios de nucleétidos entre los STs adyacentes.

76



8.2.1 Asociacion entre STs y el tipo de SCCmec

Con la caracterizacion en cada aislamiento del tipo de SCCmec y ST se logré la
identificacion de diferentes clones de SARM. En la Tabla 8 se observa la

distribucion de SCCmec-IV y SCCmec-I| entre los 8 genotipos identificados.

Entre los aislamientos correspondientes al genotipo ST8 se observé que el 91,1%
de los SARM portaban SCCmec-IV (31/34) y 5,8% SCCmec-l (2/34),
identificAndose el clon ST8-SARM-IV conocido como USA 300 y el clon ST8-
SARM-I. Entre los aislamientos de ST 5 el mismo porcentaje (44,4%) portaron
SCCmec-IV y SCCmec-I, correspondiendo a los clones ST 5-SARM-IV y ST5-
SARM-I o clones Pediatrico y Cordobés/Chileno, respectivamente.

Otros clones menores fueron identificados en los aislamientos de SARM entre los
cuales estan el clon ST80-SARM-IV, ST88-MRSA-IV, ST188-SARM-IV, ST254-

MRSASARMIV, ST254-SARM-I, ST552-SARM-IV y ST931-SARM-I.

Tabla 8. Distribucion de los tipos de SCCmec entre los STs identificados

Tipo de SCCmec *
ST

W | NT
4 (10) 4 (50) 1(33,3)
31 (77,5) 2 (25) 1(33,3)
80 1(2,5)
88 1(2,5) - 1(33,3)
188 1(2,5)
254 1(2,5) 1(12,5)
552 1(2,5)
931 - 1(12,5)

'En cada columna se presenta el nimero absoluto de aislamientos y entre paréntesis el porcentaje
correspondiente.
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8.3 TIPIFICACION DEL GEN SPA

Mediante la tipificacion del gen spa fueron identificados 10 tipos de spa (Tabla 9)
entre los cuales se distribuyeron los aislamientos de SARM. Se identificaron dos
secuencias de repeticiones que no han sido reportadas (NR) en la base de datos
Spa Server correspondiendo a dos nuevos posibles tipos de spa. De los 53
aislamientos uno no se pudo tipificar por esta metodologia ya que no se
identificaron las regiones conservadas en 5 y 3’ indispensables para la

delimitacion de la region a analizar.

Tabla 9. Tipos de spa identificados en los aislamientos de SARM

Tipo de spa
Repeticiones n (%)
Nomenclatura Ridom Nomenclatura Kreiswirth

1008 YHGFMBQBLO r11rl9r12r21r17r34r24r34r22r25 4(7,5)
1024 YGFMBQBLO r11r12r21r17r34r24r34r22r25 30 (56,6)
{044 UJGBBPB r07r23r12r34r34r33r34 1(1,9)
1149 TO2MEMDMGMGMK r26r30r17r13r17r20r17r12 8 (15,1)
1189 UJGFMB r07r23r12r21r17r34 1(1,9)
1635 YHGFMBO r11rl9r12r21r17r34r25 1(1,9)
1705 YBQBLO r11r34r24r34r22r25 1(1,9)
t1814 UGFMBBBPB r07r12r21r17r34r34r34r33r34 2(3,8)
2953 YGFMBQBLOO r1lrl2r21r17r34r24r34r22r25r25 1(1,9)
t4088 TO2MDMGMGMK r26r30r17r20r17r12r17r12r17r16 1(1,9)
NR.1L - r11r19r12r12r34r22r24r34r22r25 1(1,9)
NR-2% - r11r12r156r17r34r24r34r22r25 1(1,9)

'NR, No reportado. La secuencia de repeticiones identificada no ha sido reportada en la base de
datos de Spa Server.

8.3.1 Asociacion entre ST y tipo de spa

Los tipos de spa identificados se encontraron distribuidos entre los 10 ST
asignados. La mayoria de los aislamientos con genotipo ST 8 fueron tipificados
como spa t024 (24/34), seguido por t008 (4/34) y se identificaron dentro de este
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genotipo en menor proporcion cinco tipos de spa adicionales, t1635, t1705, t2953
y dos tipos de spa no reportados (NR-1 y NR-2). Dentro del grupo de los ST 5 se
asignaron dos tipos de spa t149 (8/9) y el t4088 (1/9). Otros tipos de spa fueron
identificados con menor frecuencia el t044, t189 y t1814 (Tabla 10).

Tabla 10. Distribucion de los tipos de spa entre los STs identificados

Tipo de spa *

ST

t008 t024 t044 t149 t189 t1635 t1705 t1814 12953 t4088 NR-1 NR-:

8(889) - - - - T1aLy

8 4(12,1) 24 (72,7) ; - - 113 1@ - 13 - 13 1
80 ; ; 1 (100)
88 ; ; ; - - - ~ 2(100)
188 ; ; . ; 1 (100)
254 ; 2 (100)
552 ; 1 (100)
931 ; 1 (100)

'En cada columna se presenta el nimero absoluto de aislamientos y entre paréntesis el porcentaje
correspondiente

8.4 CLONES DE SARM Y LAS INFECCIONES EN EL SERVICIO DE
INFECTOPEDIATRIA DEL HUS

El origen de la infecciéon por SARM fue definido segun la presencia o no de

factores de riesgo clasificandose en infeccién adquirida en comunidad (IAC) e

infeccion nosocomial (IN).
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Figura 13. Relacion entre los clones de SARM y el origen de infeccion
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Tabla 11. Relacion entre los clones de SARM vy el origen de infeccion

Infeccién adquirida

Clon 1 Infeccién nosocomial®
en comunidad
ST 5-SARM-IV 4 (50) 3(37,5)
ST 5- SARM - - 3 (75)
ST 8- SARM -IV 12 (38,7) 12 (38,7)
ST 8- SARM - 2 (100) -
ST 80- SARM -IV - 1(100)
ST 88- SARM -IV - 1 (100)
ST 188- SARM -IV - 1 (100)
ST 254- SARM -IV 1 (100) -
ST 254- SARM -I 1 (100) -
ST 552- SARM -IV 1 (100) -
ST 931- SARM -| 1 (100) -

' En cada columna se presenta el nimero absoluto de aislamientos y entre paréntesis el porcentaje

correspondiente
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Tabla 12. Infecciones causadas por clones de SARM

Infecciones de piel Infeccion Otras
Clon Primarias® Secundarias? osteoarticular infecciones®
ST 5- SARM -1V 1 2 - 1
ST 5- SARM -I 2 - - -
ST 8- SARM -1V 12 8 4 3
ST 8- SARM -I 2 - - -
ST 80- SARM -1V - 1 - -
ST 88- SARM -1V - 1 - -
ST 188- SARM -1V - 1 - -
ST 254- SARM -1V 1 - - -
ST 254- SARM -I| - 1 - -
ST 552- SARM -1V 1 - - -
ST 931- SARM -I - - 1 -

! Incluye abscesos, celulitis, forunculosis, piodermitis, onfalitis, impétigo y piomiocitis.

2 Incluye infeccion en quemaduras de 1° y 2° grado, mordedura, celulitis secundaria a escabiosis e
infeccién en herida quirdrgica.

El 43,4% de los SARM analizados en este estudio estuvieron relacionados con IN
(23/53) y el 37,7% con IAC. Por la falta de datos clinicos y epidemioldgicos 10
infecciones no pudieron ser clasificadas (18,9%). En la Figura 14 se relacionan los
clones de SARM identificados con el tipo de infeccién (IAC o IN). Los clones ST 8-
SARM-IV y ST 5-SARM-IV asi como los clones menores causaron tanto IAC
como IN (Figura 14 y Tabla 11).

Las principales manifestaciones clinicas estuvieron asociadas a infecciones de piel
de primero y segundo grado (42,2% y 33,3% respectivamente), infeccidon
osteoarticular (11,9%) y en menor proporcién otros tipos de infeccién (9,5%) como
bacteriemia, neumonia, peritonitis y shock séptico. Las infecciones de piel (de
primero y segundo grado) y osteoarticulares fueron causadas en su mayoria por el
clon ST 8-SARM-1V constituyendo el 60,6% y el 80% respectivamente (Tabla 12).
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9. DISCUSION

S. aureus y en general los microorganismos de tipo bacteriano poseen una
conocida habilidad para generar cambios genéticos rapidos y estabilizarlos en su
genoma. Esta caracteristica hace indispensable realizar la tipificacion fenotipica y
genotipica de los aislamientos obtenidos para realizar una vigilancia
epidemiolégica que permita entender el comportamiento y distribucion de los
microorganismos patogenos y de esta manera establecer medidas apropiadas de

control de la infeccion y su diseminacion.

La caracterizacion molecular de los aislamientos de SARM adelantada en este
trabajo constituye el primer estudio de tipificacibn molecular de este tipo de
aislamientos realizado en nuestra region, y el primer estudio que combina tres
técnicas diferentes para realizar una caracterizacion mas completa en un alto

namero de aislamientos de SARM en el pais.

Entre los aislamientos se identificaron 8 perfiles alélicos o STs, dos de los cuales
ya habian sido detectados anteriormente en Colombia, el ST5 y ST8 (Alvarez-
Olmos, et al. 2009; Arias, et al. 2008; Mendes, et al. 2010; Olarte, et al. 2010;
Reyes, et al. 2009). Cabe sefalar, que estos dos ST fueron caracterizados en
estudios previos basados principalmente en PFGE, donde se seleccioné un
namero limitado de cepas representativas de los pulsotipos para ser
caracterizados por MLST; obtenidos ya sea de un grupo de mayor numero de

aislamientos o en estudios donde se evaluaron aislamientos individuales.

ST8 fue el perfil alélico encontrado con mayor frecuencia en nuestro estudio y
teniendo en cuenta que los aislamientos pertenecientes a este genotipo portaron
en su mayoria SCCmec tipo IV, podria definirse como un complejo clonal
dominante (ST8-SARM-IV); el cual se relaciona genéticamente con el clon USA-

300 que presenta un ST y tipo de SCCmec idéntico (Moran, et al. 2006).

82



Inicialmente el clon USA-300 fue identificado en Estados Unidos causando IAC,
sin embargo algunos casos de IN también han sido reportados. Aunque este clon
rapidamente se diseminé por Norte América (Moran, et al. 2006) en los paises
europeos como Alemania, luego de la deteccion inicial, su aislamiento ha sido
infrecuente (Monecke, et al. 2008), al igual que en Reino Unido (Otter, et al. 2009),
Suiza (Monecke, et al. 2007) y Australia, sin embargo en este Ultimo pais el
namero de aislamientos tiende a aumentar (Monecke, et al. 2009). Por su parte en
América Latina, ha sido detectado en Brasil (Ribeiro, et al. 2007) y en Costa Rica
(Goering, et al. 2008), correspondiendo a un pequefio numero de los aislamientos

de SARM en esos paises.

Arias et al. reportaron a USA-300 como un clon predominante en Colombia al
caracterizar 12 aislamientos obtenidos en 4 ciudades del pais que pertenecientes
al mismo pulsotipo y ST de dicho clon (Arias, et al. 2008), lo cual concuerda con lo
observado en este trabajo donde la mayoria de los aislamientos corresponden a
clones genéticamente relacionados con USA-300. El hecho de encontrar un alto
porcentaje de este tipo de aislamientos ratifica la diseminacion y predominancia
del clon en el pais y constituye un dato importante de la epidemiologia molecular
de los aislamientos circulantes en Bucaramanga, especificamente los obtenidos
en el HUS.

Al igual que lo descrito previamente para USA-300, la mayoria de las infecciones
causadas por el clon ST8-SARM-IV fueron infecciones de piel y tejidos blandos y
en algunos casos presenté compromiso osteoarticular (2 casos) y bacteriemia (2
casos). Adicionalmente, USA-300 ha sido caracterizado por presentar infecciones
de rapida progresion hacia enfermedades mas severas como fascitis necrotizante,
bacteriemia y artritis (Bocchini, et al. 2006; Mongkolrattanothai, et al. 2003). Esta
capacidad es relacionada con la presencia de varios factores de virulencia, dentro
de los cuales el papel de PVL ha sido ampliamente estudiado, como una toxina

gue genera incremento de la respuesta inflamatoria y dafio tisular directo, sin
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embargo en algunos estudio su papel en la patogénesis de la infeccion por SARM
ha sido cuestionado (Bubeck Wardenburg, et al. 2008; Voyich, et al. 2006).

Un estudio realizado por nuestro grupo evaluoé la frecuencia de los genes de PVL
en aislamientos de SARM, incluyendo a los caracterizados en este trabajo y se
observo una frecuencia génica del 91%. Las IOA y bacteriemias causadas por los
clones ST8-SARM-IV podrian relacionarse con la presencia de la PVL en estos
aislamientos, sin embargo se debe tener en cuenta que los aislamientos
analizados aqui fueron obtenidos en un centro hospitalario de alta complejidad
donde son remitidos pacientes en estado critico o avanzado de infeccion, con lo
cual la severidad podria deberse al tiempo de evolucion de la enfermedad y no a

la presencia de factores de virulencia de la cepa aislada.

Otros clones identificados en este estudio fueron genéticamente similares a los
clones Pediéatrico y Cordobés/Chileno los cuales tienen el mismo perfil genético
ST5, pero difieren en el tipo de SCCmec portado, siendo SCCmec tipo IV y

SCCmec tipo | respectivamente.

En la actualidad, el clon Pediatrico (ST5- SARM-IV) se ha establecido en varios
paises europeos y de América Latina (Gomes, et al. 2001) (Corso, et al. 1998).
Inicialmente fue reportado en Portugal en un hospital pediatrico y alli este clon se
caracterizo por ser sensible a la mayoria de los antibiéticos, mostrando resistencia

solo frente a betalactamicos y alta frecuencia en infecciones pediatricas.

En Colombia, Gémez et al evaluaron 76 SARM, observando que adicional a la
resistencia frente a antibiéticos de tipo betalactamico (penicilina y oxacilina), los
aislamientos presentaban resistencia a ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina,
gentamicina, rifampicina, tetraciclina, cloranfenicol y trimetropin sulfametoxazol y
se reporto el clon Pediatrico como un clon multirresistente. En concordancia con lo

expuesto por Gomez, los clones identificados como ST-5-SARM-IV en este
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estudio, fueron resistentes a los antibioticos nombrados anteriormente a excepcion
de tetraciclina y el trimetropin sulfametoxazol, confirmando la multirresistencia que

a diferencia de lo reportado en otros lugares presenta este clon en el pais.

Por otra parte, el clon Cordobés/Chileno (ST5- SARM-I) fue detectado por primera
vez en Chile en 1997 y Argentina en 1999, convirtiéndose en el clon predominante
en estos paises. La mayoria de los aislamientos de este clon presentan un perfil
de resistencia a multiples farmacos y han sido vinculados a brotes de infecciones
hospitalarias en Cordoba y Buenos Aires (Gardella, et al. 2005; Jeric, et al. 2006;
Sola, et al. 2006; Sola, et al. 2002; Sola, et al. 2008). Luego de su deteccion,
rapidamente se disemind hacia Colombia (Cruz, et al. 2005) y Paraguay (Mayor, et
al. 2007). Su deteccion en nuestro pais fue inesperada ya que en Sur América el
clon diseminado predominantemente es el Brasilefio y adicionalmente Chile y
Colombia no comparten limites geograficos, por lo cual la emergencia de un clon
inicialmente detectado en un lugar distante como Chile no habia sido

contemplada.

Al igual que lo reportado previamente en Colombia (Buitrago G 2008; Espinal P
2008), los aislamientos del clon ST5-SARM-I presentaron resistencia a multiples
farmacos (ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina y trimetropin
sulfametoxazol) y todos estuvieron relacionados con IN. El predominio del clon
Cordobés/Chileno en hospitales podria ser explicado por la seleccién antibidtica a
la cual estdn sometidas las cepas circulantes en los centros hospitalarios, llevando
al incremento de cepas cada vez mas resistentes a un mayor numero de

antibioticos.

Como se ha discutido, la asignacion del tipo de SCCmec en combinacién con los
resultados de MLST complementa la caracterizacion de las diferentes cepas,
facilitando la comparacién con cepas analizadas en otros estudios. Se ha descrito

gue el tamafio del SCCmec estéa relacionado con su facilidad para transferirse (Ito,
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et al. 2001). De acuerdo con esta hipotesis, el SCCmec mas pequefio se
encontraria asociado a un mayor numero de STs. Asi de los dos tipos de SCCmec
detectados entre los aislamientos el de menor tamafo corresponde al SCCmec
tipo 1V (22kb) y se encontré asociado con 7 STs y el SCCmec tipo | (40kb) con 4
STs. Los otros tres tipos de SCCmec buscados en este estudio (SCCmec-ll,
SCCmec-lll y SCCmec-V) no fueron detectados, con lo cual los aislamientos que
no pudieron ser clasificados en base al SCCmec podrian ser portadores de alguno
de los otros tipos (SCCmec VI-VIII) recientemente identificados que no fueron

buscados en este estudio.

El SCCmec tipo IV fue encontrado en la mayoria de los aislamientos analizados,
siendo portado por todos los genotipos identificados a excepcion de ST931. En
Colombia, varios estudios de tipificacibn de SCCmec han sido realizados,
incluyendo tanto aislamientos obtenidos de IN como de IAC, detectandose con
mayor frecuencia los SCCmec tipo IV y SCCmec tipo | (Mendes, et al. 2010;
Olarte, et al. 2010; Reyes, et al. 2009). Al igual que en nuestro estudio, el tipo IV
es uno de los elementos mas frecuentemente observados en cepas SARM
adquiridas en hospitales en otros paises, aunque inicialmente el SCCmec tipo IV
fue descrito junto con la deteccién de PVL como un marcador molecular para la
clasificacion de aislamientos de SARM-CO (Ito, et al. 2004), la identificacion de
cepas SARM portadoras del SCCmec tipo IV causando infecciones en hospitales
ha sido masiva (Benoit, et al. 2008). Los resultados obtenidos en este trabajo y en
anteriores realizados en nuestro grupo, donde fueron detectadas cepas portadoras
del SCCmec tipo IV y PVL positivas causando en gran proporcion IN, ratifica que
la tipificacion de estos marcadores no es suficiente para la clasificacion de las
cepas aisladas como SARM-CO o SARM-H. Ademas, debido a la diseminacién
gue han tenido estos aislamientos en distintos escenarios, es indispensable la

evaluacion de caracteristicas epidemioldgicas para definir el origen de la infeccion.
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Con el fin de complementar la caracterizacion molecular de los clones
identificados en este estudio se incluyé la tipificacion de la region X del gen spa
identificAndose entre los SARM doce tipos diferentes. En Colombia son pocos los
aislamientos que han sido tipificados por esta metodologia, sin embargo han sido
asignados tres tipos de spa: spa TIMEMDMGMGMK en un aislamiento con
genotipo ST8-SARM-I correspondiente al clon Cordobés/Chileno y t008 y t024, en
aislamientos ST-SARM-IV 6 USA-300 (Mendes, et al. 2010). Este reporte fue
realizado a partir de 7 aislamientos caracterizados por PFGE que pertenecian a
los pulsotipos LAT-C y LAT-G (pulsotipos correspondientes a los clones
Cordobés/Chileno y USA-300 respectivamente).

El spa t024 fue encontrado con mayor frecuencia en los aislamientos de SARM y
estuvo restringido al Unico grupo clonal identificado (genotipo fundador predicho:
ST8), lo que ratifica la estrecha correlacion que hay entre el tipo de spa y el ST.
Adicionalmente, el genotipo ST8 pudo ser discriminado en 5 tipos de spa: t024,
t008, 11635, t1705 y t2953. Lo anterior ha sido descrito en otros estudios donde se
ha comparado el poder de discriminacion entre la tipificacion del gen spa y MLST,
observandose que varios tipos de spa corresponden a un solo ST, pero en su
mayoria se distribuyen dentro de un mismo complejo clonal (Cookson, et al. 2007,
Enright, et al. 2002; Hallin, et al. 2007; Strommenger, et al. 2008).

Entre los tipos de spa identificados en este estudio se encontraron dos secuencias
de repeticiones que no habian sido reportadas en las bases de datos de spa
(SpaServer.com), NR-1 y NR-2. La identificacion de estos dos nuevos tipos de spa
podria en parte explicarse por la variabilidad genética de este locus debida a su
alta tasa de mutacion (Shopsin, et al. 1999); que conlleva a variaciones entre
cepas relacionadas, como las pertenecientes a un mismo clon; en este caso dos
cepas con el mismo genotipo ST8- SARM-IV. Sin embargo, con el fin de validar los
resultados y asignar un consecutivo en las bases de datos de spa

(SpaServer.com) es necesaria la confirmacion de estos resultados y de esta
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manera poder asegurar que los dos tipos de spa NR correspondan a nuevos tipos

de spa originados en nuestra region y poder realizar el reporte correspondiente.

Las infecciones causadas por los clones de SARM identificados en este trabajo,
fueron clasificadas en tres tipos: infecciones de piel de primero y segundo grado,
IOA y otros tipos de infeccion. Esta clasificacion fue realizada en base a reportes
previos realizados por nuestro grupo donde se observé que las infecciones
causadas por SARM en pacientes pediatricos aislados en el HUS son en su
mayoria infecciones de piel de primero y segundo grado (40%) como celulitis y
abscesos subcutaneos e I0A (Sosa, et al. 2010) (56%). De acuerdo a lo descrito,
los clones de SARM causaron con mayor frecuencia infecciones de piel de primero
y segundo grado (42,2% y 33,3% respectivamente), sin embargo en este estudio
las I0A fueron observadas en menor proporcion (11,9%) a lo descrito por Sosa et
al. Aunque otro tipo de infecciones de mayor severidad se presentaron con menor
frecuencia (9,5%), es importante resaltar la capacidad de invasion potencial que
tiene el SARM para llegar a tejidos mas profundos e inclusive causar infecciones
sistémicas en pacientes pediatricos. Por otra parte no se encontraron diferencias
entre IAC e IN y los clones identificados ya que se encontraron igualmente

asociados con los dos origenes de infeccion.
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CONCLUSIONES

Se identificaron 8 ST entre los aislamientos de SARM, 4 de los cuales fueron
agrupados en un complejo clonal cuyo genotipo fundador predicho fue el ST8 del

cual se diversificaron 3 SLV.

Mediante la caracterizacibn molecular de los aislamientos de SARM se
identificaron 11 clones, de los cuales el ST8-SARM-IV, clon genéticamente

relacionado con la USA-300 fue el predominante entre la poblacion.

Se confirmo la presencia de clones de SARM previamente reportados en el pais
como el clon Pediétrico (ST5- SARM-1V), Cordobés/Chileno (ST5- SARM-I) y USA-
300 (ST8- SARM-1V), asi como la deteccion de 8 clones que no habian sido
identificados entre los cuales estuvieron el clon Europeo ST80 y el clon epidémico
UK-EMRSA-10.

La tipificacion del gen spa permiti6 una mayor discriminacion de los aislamientos
pertenecientes al genotipo ST8, corroborando la alta tasa de variabilidad que

presenta este locus.

Se identificaron dos secuencias de repeticion que no han sido reportadas en las
bases de datos del SpaServer.com, las cuales podrian corresponder a nuevos
tipos de spa originarios de los aislamientos del Hospital Universitario de

Santander.
Se determind que los aislamientos de SARM se distribuyeron proporcionalmente

entre los origenes de IAC e IN y causaron principalmente infecciones de piel de

primero y segundo grado.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios de replicacién en la poblacion adulta del HUS y el personal que
labora en este con el fin de dilucidar la epidemiologia molecular del SARM en esta

institucion de salud.
Adelantar las técnicas de tipificacion realizadas en este estudio en los contactos
del paciente, para establecer si hay relacion de entre los aislamientos de SARM de

los contactos y el caso.

Realizar una tipificacién de mayor resolucién que permita discriminar los subtipos
del SCCmec tipo IV identificado en los aislamientos de SARM.
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