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1.1 LA ENFERMEDAD INFECCIOSA

Las enfermedades infecciosas han constituido siempre una amenaza continua
para la humanidad. Desde las plagas biblicas y la plaga de Atenas en la antigiiedad, a la
peste negra de la Edad Media, la pandemia de 1918 (“gripe espafiola™), y mas
recientemente, la pandemia de VIH/SIDA, las enfermedades infecciosas han ido
surgiendo o reapareciendo de una u otra forma desafiando a la Medicina (Fauci y col.,
2005).

Las infecciones, aunque han abandonado los primeros puestos que ostentaban en
el pasado, continlan siendo una importante causa de mortalidad en el mundo.
Actualmente, son la segunda causa de muerte tras las enfermedades cardiovasculares
(Biedenbach y col., 2004). Durante el siglo XX la mortalidad por enfermedad infecciosa
disminuyd de forma dréastica con el consiguiente incremento en la expectativa de vida.
Estos cambios se debieron principalmente a la aparicion de los antibidticos y a los
avances en técnicas diagnosticas y terapéuticas medicoquirdrgicas. Sin embargo, en las
ultimas décadas, estos esfuerzos se han visto contrarrestados por el aumento constante
del nimero de pacientes inmunodeprimidos, la aparicion de bacterias resistentes a los
antibidticos, las sobreinfecciones por hongos y virus, asi como el uso frecuente de

aparatos y procedimientos invasivos.

1.2 MULTIRRESISTENCIA ANTIBIOTICA

La constante exposicion de la flora bacteriana humana y animal a los
antibioticos, ha favorecido la seleccion de organismos resistentes a antibioticos y su
amplia diseminacién en la poblacion humana, y la transferencia de genes de resistencia
entre cepas bacterianas ha ampliado la lista de organismos resistentes. Esta exposicion
continua tiene lugar gracias al uso generalizado de antibioticos en el ser humano y en la
medicina veterinaria para el tratamiento o prevencion de infecciones, en animales de
granja para promocionar su crecimiento, y en varias ramas de la agricultura para el
control de enfermedades (World Health Organization, 1983).

El aumento de la resistencia a los antimicrobianos de los microorganismos es un
problema creciente de salud publica en todo el mundo y principalmente entre los

microorganismos que causan infecciones nosocomiales. La resistencia a los
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antimicrobianos conduce a un aumento de la morbilidad, la mortalidad y los costes
hospitalarios (Cercenado, 2010).

No existe una definicién universalmente aceptada de bacteria multirresistente
que sea aplicable a todos estos microorganismos; el concepto puede tener matices
diferentes en funcion del enfoque (clinico, microbiologico o epidemiolégico). Desde un
punto de vista general, la definicion debe incluir al menos dos condiciones: que exista
resistencia a mas de una familia o grupo de antimicrobianos de uso habitual, y que esa
resistencia tenga relevancia clinica (es decir, que suponga 0 pueda suponer una
dificultad para el tratamiento) y epidemioldgica (posibilidad de brotes epidémicos,
transmision del mecanismo de resistencia, etc.). Aceptando estas condiciones, y con las
excepciones de Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus pneumoniae y Salmonella
spp., el termino “microorganismo multirresistente” (MMR) se ha utilizado sobre todo
para bacterias clasicamente hospitalarias que han desarrollado resistencia a multiples
antimicrobianos, y que son capaces de ocasionar brotes, como Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (SARM), Enterococcus spp. resistente a glucopéptidos,
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEES) y
Acinetobacter baumannii 0 Pseudomonas aeruginosa resistentes a distintos grupos de
antimicrobianos. Ademas, se suele calificar como multirresistentes a bacterias intrinseca
0 naturalmente resistentes a multiples antimicrobianos, como Stenotrophomonas
maltophilia o Clostridium difficile (Rodriguez-Bafio y col., 2004).

La bacteria puede obtener la resistencia antibiotica, por la adquisicion horizontal
de genes de resistencia (portados frecuentemente por plasmidos y transposones), por
recombinacion cromosémica con ADN foraneo, o por mutaciones cromosémicas en

diferentes loci (Martinez y col., 2000).

1.3 CONCEPTOS DE INFECCION NOSOCOMIAL E
INFECCION ASOCIADA A LOS CUIDADOS SANITARIOS

La infeccion nosocomial (IN) se define de manera tradicional como aquella que
se desarrolla durante la hospitalizacion del enfermo y que no se hallaba presente o
estaba en periodo de incubacion, en el momento de admision en el centro. Si el periodo
de incubacién de dicha enfermedad es desconocido, se acepta que la infeccion tiene
caracter nosocomial cuando se desarrolla en cualquier momento tras la hospitalizacion,

aunque de forma arbitraria suele considerarse un periodo de tiempo minimo de 48 horas
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después del ingreso. Una infeccion ya presente en el momento del ingreso puede
catalogarse como nosocomial si esta relacionada directamente con un ingreso previo en
el mismo hospital o institucion sanitaria o en otros. La aparicion de una infeccion tras el
alta del paciente debe considerase infeccion hospitalaria si el contagio o colonizaciéon se
produjo durante la estancia del paciente en el hospital, aunque no se manifieste hasta
después del alta. De esta manera, las infecciones quirdrgicas que se desarrollan después
de que el paciente haya sido dado de alta, son ejemplos de este tipo de infecciones
(Girony col., 2002).

Sin embargo, en la actualidad, el concepto de IN se extiende también a aquella
infeccion que se relaciona con los cuidados sanitarios en un sentido amplio. Las camas
hospitalarias han disminuido como consecuencia del aumento de plazas en otras formas
de atencion sanitaria. Actualmente, la atencion hospitalaria estd relacionada con los
cuidados ambulatorios, la hospitalizacion a domicilio, los centros sociosanitarios y de
larga estancia, e incluso con las instituciones geriatricas. Los pacientes pueden salir del
hospital colonizados por bacterias resistentes y transmitirlos a otros pacientes atendidos
en esas estructuras alternativas. En todos estos ambitos asistenciales se genera un tipo
de infeccion que se parece mas a la nosocomial que a la comunitaria. Esto ha llevado a
cambiar el clasico concepto de Infeccién Nosocomial, por el mas actual de Infeccién
Asociada a los Cuidados Sanitarios (IACS) que engloba ambos tipos de infecciones.
Existe un importante desconocimiento sobre el verdadero impacto de estas infecciones
al no disponer de tanta informacion como la que tenemos referida a los hospitales. Por
todo esto, se entiende que no sea suficiente el mantener un estricto control de la IN y la
multirresistencia s6lo en el medio hospitalario, debe tenerse una vision mas global con

una coordinacion de los esfuerzos en los diferentes ambitos (Olaechea y col., 2010).

1.4 IMPACTO Y COSTES DE LA INFECCION
NOSOCOMIAL EN EL SISTEMA SANITARIO

Medir las consecuencias de las IN es complejo, sobre todo si nos preguntamos
por la mortalidad y morbilidad atribuible a este tipo de infecciones. Responder a la
pregunta de si el paciente fallece o tiene una estancia mas prolongada por la IN, requiere
valorar un conjunto de variables de confusion que influyen en distinto grado segun la
infeccion que se trate, y que pueden agruparse en factores vinculados con el paciente,

relacionados con la infeccidn y su agente etiologico, y los conectados con el tratamiento
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recibido y la evolucion posterior, en el que se incluyen protocolos de actuacion propios
de cada hospital en relacion con el alta y con la limitacion del esfuerzo terapéutico (Blot
y col., 2007). Aln asi, podemos encontrar estudios que se atreven a ofrecer ratios de
mortalidad atribuibles a la IN situados entre el 6% y el 9% (Schumacher y col., 2007;
Gastmeier y col., 2007; Roberts y col., 2010). Actualmente, se estima en los Estados
Unidos una incidencia de 2 millones de casos de Infeccion Asociada al Cuidado
Sanitario, de las cuales 90.000 terminan con el fallecimiento del paciente (Stone y col.,
2005).

La presencia de IN siempre se asocia a un incremento de la estancia hospitalaria
del paciente y de los costes consiguientes. En general, la IN se asocia a un incremento
de la estancia hospitalaria que oscila entre los 3 y los 11 dias segun los estudios
consultados (Erbaydar y col., 1995; Schulgen y col., 2000; Roberts y col., 2010; Hassan
y col., 2010). Evidentemente los datos varian de acuerdo con la localizacion de la
infeccion: con un mayor incremento de la estancia en las neumonias asociadas a
ventilacién mecanica (Warren y col., 2003) y bacteriemias (Pirson y col., 2005), y
menos en infeccion urinaria (Chant y col., 2011) o infeccion de herida quirdrgica
(Kirkland y col., 1999; Lissovoy y col., 2009), la adecuacion del tratamiento antibiotico
empirico y el patdgeno causante. Por todo ello, también el impacto econémico de la IN
varia de unas a otras situaciones sanitarias (Tabla 1). Algunos estudios en Estados
Unidos sittan la factura media atribuible a la IN en 10.375 $ por paciente, con un cifra
global para el pais de 4,5 a 16,6 billones de dolares al afio (Hassan y col., 2010; Stone y
col., 2005). En este computo se tienen en cuenta los gastos de personal, los
medicamentos administrados y las pruebas diagnosticas necesarias para el diagnostico
de la infeccion.

La IN y la multirresistencia a antibidticos, afecta al hospital en tres aspectos

(Olaecheay col., 2010):

1. Por la necesidad de que cada hospital disponga de equipos y programas de
vigilancia de las IN, que busquen especificamente aquellos patdgenos con mayor
multirresistencia y con posibilidad de transmision entre pacientes.

2. Porque hace que todo el hospital disefie e implante un programa de politica
antibiotica, ya que el mal uso de antibidticos es una de las causas de aparicion y
persistencia de MMR.

3. Necesidad de mantener aislados a los pacientes con infecciones o colonizaciones

por MMR, y por tanto, implica una mayor disponibilidad de camas,
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modificaciones arquitectonicas, consumo de recursos materiales e incremento

del personal para atender a estos pacientes.

Costes atribuibles Intervalo
($/ paciente)
Tipo de Media | Des. Tipica | Minimo Méximo
infeccion
Infeccpnl de 25 546 39.875 1783 134.602
herida quirargica
Infeccion en 36.441 37.078 1822 107.156
sangre
Neumonia
asoc'lad.a’ a 9969 2020 7904 12.034
ventilacion
mecanica
Infeccion del 1006 503 650 1361
tracto urinario

Tabla 1. Costes (en ddlares/paciente) atribuidos a la IN segun el lugar de la infeccion (Stone y col., 2005)

1.5 CONTRIBUCION DE LA EPIDEMIOLOGIA
MOLECULAR EN EL DIAGNOSTICO Y CONTROL DE LA
INFECCION NOSOCOMIAL Y COMUNITARIA POR
MICROORGANISMOS MULTIRRESISTENTES

La Epidemiologia es una rama de la ciencia que se dedica al estudio de las
enfermedades y los factores de riesgo que afectan a una poblacién humana, su
distribucion y control (Burton y col., 2005). El conocimiento derivado de los estudios
epidemioldgicos permite determinar la historia natural de las enfermedades, es decir, su
etiologia, frecuencia de aparicion, distribucion, vias y patron de diseminacion,
reservorios o factores que incrementen el riesgo de contraerla. Adicionalmente, ofrece
una alternativa para establecer mecanismos que permitan prevenir o controlar la
enfermedad, asi como la eficacia de dichas medidas y la magnitud del beneficio al
aplicarlas sobre la poblacién (Johnson y col., 2005). La Epidemiologia Molecular es una
disciplina que permite abordar los estudios a través de la utilizacion de técnicas
moleculares, combinando la epidemiologia analitica con métodos avanzados de
laboratorio (Mathema y col., 2006).

A través de la epidemiologia molecular se ha incrementado el conocimiento

sobre las bacterias, virus y parasitos causantes de enfermedades infecciosas. Se ha
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convertido en una disciplina importante en la investigacion de este tipo de
enfermedades, lo que implica un mejor conocimiento de su distribucién y la posibilidad
de diagnosticarlas con mayor rapidez y ofrecer un mejor tratamiento.

Los métodos para tipificacion de microorganismos pueden clasificarse en dos
grandes grupos: fenotipicos y genotipicos. Los métodos fenotipicos se basan en la
determinacion de caracteristicas bioquimicas y/o fisioldgicas. Historicamente
constituyeron la primera herramienta que permitié la comparacién de microorganismos
(Singh et al., 2006). Incluyen la determinacion de actividades enzimaticas, capacidades
metabolicas, determinantes antigenicos o susceptibilidad frente a antimicrobianos, entre
otros. Las técnicas de tipificacion genotipicas involucran el estudio del genoma del
microorganismo causal de la enfermedad, permitiendo analizar propiedades,
caracteristicas o polimorfismos genéticos presentes en los agentes etiologicos (Pfaller y
col., 1999).

Los métodos fenotipicos constituyen una herramienta de suma importancia para
la tipificacion de muchos patdgenos, no obstante, el alcance de estos procedimientos
puede encontrar serias restricciones. Los rasgos fenotipicos son susceptibles a la
influencia del ambiente, que pueden provocar variaciones en la expresion genética, por
lo cual, el resultado obtenido a través de la deteccion de este tipo de caracteres puede
presentar poca estabilidad, reproducibilidad o poder discriminatorio. Adicionalmente,
presentan la desventaja de encontrarse, en algunos casos, limitados a unas pocas
especies. Resultan ademas, poco practicos para el analisis de microorganismos de
crecimiento lento, dificultoso o no cultivables ya que, generalmente, requieren la
multiplicacién de los mismos, y resultan poco apropiados para determinar las relaciones
de clonalidad entre microorganismos, presentando una limitada capacidad de
identificacion a nivel de subespecie, subtipo o cepa (Versalovic y col., 2002).

Los métodos genotipicos estan basados en la deteccion del material genético del
organismo, por lo tanto son independientes de los cambios en el patron de expresion
genética y de las influencias ambientales, ofreciendo una alternativa con mayor
estabilidad y reproducibilidad. No requieren necesariamente el aislamiento y cultivo de
los microorganismos, siendo posible obtener los resultados en tiempos mas cortos v,
usualmente con mayor poder de resolucién, sensibilidad y especificidad que los
métodos fenotipicos. Los métodos de genotipificacién se han constituido en una
herramienta que complementa a los procedimientos fenotipicos, extendiendo los

alcances de la epidemiologia y permitiendo un mayor entendimiento de los problemas
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asociados al proceso salud-enfermedad, incrementando la posibilidad de implementar
medidas efectivas de control epidemioldgico (Versalovic y col., 2002).

La aparicion de un cuadro infeccioso en un paciente o de un brote en una
comunidad u hospital pone en marcha una serie de medidas destinadas a su control, y
éstas forman parte de un plan que se aplica en dos etapas. En primera instancia, se
realiza el aislamiento del patdgeno y su clasificacion. Conocido el microorganismo
responsable de la infeccion deben definirse con precisién su origen, la cadena
epidemioldgica que ha conducido a la infeccion y las medidas de control adecuadas. En
ocasiones, para identificar al patdégeno, su origen o las vias y patron de diseminacion, se
requiere determinar las similitudes o diferencias filogenéticas entre diversos aislados.
Para realizar este analisis se trabaja bajo el supuesto de que las cepas filogenéticamente
relacionadas se han derivado, recientemente, de la expansion clonal de un precursor
unico, por lo tanto poseen un nivel de similitud entre sus genotipos, significativamente
superior al que se encontraria entre cepas no relacionadas del mismo taxén, escogidas al
azar. Los aislados no relacionados clonalmente, tendran genotipos diferentes ya que
provienen de ancestros distintos (Sabria-Leal y col., 1992).

Los meétodos de tipificacion fenotipicos tienen un valor discriminatorio
insuficiente para definir las relaciones filogenéticas entre microorganismos de la misma
especie, no permitiendo establecer la clonalidad entre los aislados. En este sentido, las
técnicas de genotipicacion permiten determinar si los microorganismos analizados se
encuentran genéticamente relacionados y por lo tanto, pueden ser considerados como
representantes de una misma cepa o clon. Por esta razdn, su uso se ha popularizado a lo
largo de los afios, habiendo sido modificadas y perfeccionadas en el sentido de
incrementar su capacidad discriminatoria, reproducibilidad y versatilidad.

La determinaciéon de la clonalidad entre bacterias es Util en varias situaciones, por
ejemplo (Singh y col., 2006):

a. Para discriminar infeccién versus contaminacion, como por ejemplo el
caso de la bacteriemia causada por multiples cepas de Estafilococos
coagulasa negativos

b. En el caso de ser necesario evaluar el origen clonal frente a infecciones
recurrentes, y asi discriminar entre re-infeccién por el mismo clon o
infeccion por un clon distinto. Si el microorganismo causante del
segundo cuadro infeccioso es el mismo que causo la infeccidn original,

se puede considerar la posibilidad que se esté aplicando un tratamiento
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antimicrobiano inadecuado o poco efectivo, siendo necesario entonces la
implementacion de una terapia alternativa.

c. Para la evaluacion de la clonalidad entre aislados, cuando se estudian
brotes de infecciones intra o extrahospitalarias. Por ejemplo, para
establecer la relacion genética entre aislados de una misma fuente, pero
gue manifiestan diferencias a nivel fenotipico o, por el contrario, aislados
provenientes de distintos pacientes pero que muestran caracteristicas
fenotipicas similares. La confirmacion de la relacion genética entre estos
microorganismos permitiria determinar la fuente de la infeccion, el
namero de clones circulantes, el vehiculo, la ruta y el patron de
distribucion. El  conocimiento que brindan las técnicas de
genotipificacion permite la implementacion de nuevos programas que
contribuyan a la deteccion, control y prevencion de los brotes
infecciosos.

Los métodos moleculares para genotipificacion son variados y pueden estar
basados en el andlisis de polimorfismos de secuencias repetidas, de elementos variables
o del genoma completo de los microorganismos. Desde el punto de vista metodoldgico,
las técnicas moleculares para genotipificacion pueden clasificarse en tres grandes
grupos:

a) Aquellas basadas en el estudio y comparacion del electrocariotipo (de un segmento
del genoma o del genoma completo) mediante electroforesis de campo pulsado (PFGE).
b) Las relacionadas con la amplificacion de fragmentos de DNA por medio de la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), como es la rep-PCR.

c¢) Las que involucran la secuenciacion parcial del genoma de los microorganismos,
como son el MLST o el Spa typing.

Son muchas las aplicaciones de los métodos de tipificacion descritos
anteriormente. Han sido publicados numerosos articulos en los cuales, a través de las
técnicas de genotipificacion, se han obtenido resultados de importancia epidemiologica
en la infeccion nosocomial. Se ha logrado identificar toda una variedad de reservorios
del foco de infeccion entre los que se encuentran: material médico-quirdrgico,
mobiliario, soluciones empleadas en el tratamiento de los pacientes, o incluso, el
personal médico-asistencial (Stojowska y col., 2009; Denton y col., 2003; Rodriguez y
col., 1997). En el campo de la salud publica también han sido utiles estas técnicas. En el

afio 2007, mediante PFGE, se revelé como fuente de infeccion por Salmonella enterica,
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un grupo de roedores domeésticos (hamsters) vendidos por el mismo distribuidor a las
personas afectadas. Los patrones de bandas, obtenidos después de digerir el ADN
gendmico de las cepas aisladas de los pacientes, eran idénticos entre si, e indistinguibles
del obtenido a partir de los animales (Swanson y col., 2007), hecho que corroboraba su
asociacion. Otro ejemplo interesante lo reporta el grupo de Gardella y col. (2005),
quienes analizaron 40 cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM)
aislados de dos hospitales universitarios. Los resultados, obtenidos mediante Rep-PCR
y PFGE, demostraron que un clon de SARM multirresistente, habia sido desplazado por
un clon con un perfil de resistencia a antibioticos distinto, informacion que contribuy6
al tratamiento de pacientes con infecciones nosocomiales por SARM.

Los métodos genotipicos se han convertido en elementos esenciales en los
analisis epidemioldgicos, siendo poderosas herramientas que complementan las
estrategias utilizadas para combatir la dispersion de las enfermedades infecciosas. El
alcance de los resultados dependera, en buena medida, de la seleccion adecuada de la
técnica, de su correcta implementacién y, frecuentemente, de la aplicacion combinada
con diversos procedimientos. Estas técnicas no son un sustituto de los métodos
convencionales, utilizados de rutina en los estudios epidemioldgicos. Se plantean como
un nuevo elemento que cubre las limitaciones de las técnicas fenotipicas y permiten
fortalecer el campo epidemioldgico. De esta forma, muchas voces abogan por que el
analisis del genoma de los microorganismos debe ser incorporado como un instrumento
mas, cuyos resultados permitan a la Epidemiologia ampliar la dimension del analisis y

penetrar con mayor fuerza en la realidad infecciosa de una comunidad.

1.6 EL GENERO Staphylococcus

El género Staphylococcus esta ubicado junto a los géneros Micrococcus,
Planococcus y Stomatococcus dentro de la familia Micrococcaceae. Los miembros del
género Staphylococcus son cocos grampositivos, inmdviles y no esporulados, de 0,15 a
1,5 um de diametro; aparecen solos y en parejas, en cadenas cortas y tienen tendencia a
agruparse formando los racimos irregulares tridimensionales de los que deriva su
nombre (del griego staphulé, “con forma de uva”), indicativo de la habilidad para
dividirse en mas de un plano. Los estafilococos son microorganismos poco exigentes en
sus requerimientos nutricionales. Pueden crecer en muy diversas condiciones

ambientales, pero lo hacen mejor a temperaturas entre 30 y 37°C y a un pH préximo a la
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neutralidad. Son resistentes a la desecacion y a los desinfectantes quimicos, y toleran
concentraciones de NaCl de hasta el 12%. Salvo raras excepciones, los estafilococos son
anaerobios facultativos (Kloos y col., 1999). Se dividen en dos grupos: aquellos con la
capacidad para coagular el plasma (coagulasa positivos) y aquellos que no pueden
hacerlo (coagulasa negativos). De las seis especies de estafilococos coagulasa-positivos
identificadas, el Unico patdgeno importante para el ser humano es Staphylococcus
aureus. Cuando crecen en medios con sangre, las colonias tipicas de Staphylococcus
aureus presentan una consistencia cremosa, se pigmentan de un color amarillo o dorado
y se rodean de un halo de B-hemolisis o hemolisis completa. Algunas especies de
estafilococos coagulasa negativos (ECN) son agentes etioldgicos frecuentes de
infeccion en el hombre. Se conocen 28 especies de ECN, de las cuales Staphylococcus
epidermidis es la que se aisla mas a menudo. Le siguen en frecuencia Staphylococcus
hominis, Staphylococcus haemolyticus y Staphylococcus warneri. Staphylococcus
lugdunensis constituye una causa cada vez mas comudn de infeccion humana grave.
Staphylococcus saprophyticus es el estafilococo que se aisla con mayor frecuencia en
las muestras de orina. Las colonias de ECN desarrollan un aspecto variable en los
diferentes medios de cultivo en funcion de la especie. Por ejemplo, las colonias de
Staphylococcus epidermidis carecen de pigmentacion y no son hemoliticas en agar
sangre (Rogers y col., 2009; von Eiff y col., 2002; von Eiff y col., 2001).

Los estafilococos son colonizadores resistentes y ubicuos de la piel y las
mucosas del ser humano, y figuran entre los primeros patdgenos humanos identificados.
Causan diversos sindromes, entre ellos infecciones pidgenas superficiales y profundas,
intoxicaciones generalizadas e infecciones urinarias. Los estafilococos constituyen la
primera causa de bacteriemia, infecciones de la herida quirdrgica e infecciones de
protesis en los EE.UU (Lindsay y col., 2004). En Espafia se mantienen como primera
causa de bacteriemia representando el agente causal en el 45% de los casos, aunque en
la infeccion de herida quirtrgica no es el patdgeno predominante, aislandose so6lo en el
15% de las infecciones (EPINE 2010).

Staphylococcus aureus es el patdgeno humano mas importante del género.
Supone uno de los principales motivos de preocupacion en el &mbito de la salud pablica
por su capacidad de permanencia en sus reservorios, su transmisibilidad, su capacidad
destructora y su creciente resistencia a toda clase de antimicrobianos (Lindsay y col.,
2004).
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1.6.1 STAPHYLOCOCCUS aureus

Staphylococcus aureus ha sido reconocido como un importante patdgeno
humano, desde que Sir Alexander Ogston lo propusiera, por primera vez a finales del
siglo XVIII, como la principal y mas frecuente causa de la herida supurativa. Su
virulencia quedd evidenciada en el afio 1941 cuando se reportd que los ratios de
mortalidad asociados a la bacteriemia por Staphylococcus aureus en 122 pacientes del
Boston City Hospital eran del 82%. Evidentemente, la masiva introduccion y
distribucion de los antibidticos P-lactdmicos contribuyeron a descender de manera
importante estos indices de mortalidad. Durante la decada de los afios 80 y 90, se
publicaron numerosos trabajos que describian brotes de infecciébn nosocomial
producidos por Staphylococcus aureus en Espafia. Como ejemplo, tenemos el descrito
en el afio 1988 en las salas de cirugia del Hospital General Gregorio Marafion, que
posteriormente se propag0 por toda la institucion, llegando a causar un numero total de
infecciones de 245 hasta abril de 1990, con un indice de mortalidad del 30% (Parras y
col., 1991). Otro ejemplo fue el descrito en el Hospital Clinic de Barcelona, con un total
de afectados de 347 entre Septiembre de 1989 y Octubre de 1991 (Trilla y col., 1993).
Hoy en dia, y a pesar de la antibioterapia, Staphylococcus aureus sigue siendo uno de
los patogenos causantes mas frecuentes de infecciones en pacientes hospitalizados.
Ademas, el incremento de la resistencia a distintos antibioticos indica que esa
prevalencia continuara incrementandose en el futuro (Archer y col., 1998). Debido a
todo esto, es importante entender la naturaleza y patogénesis del microorganismo, de las
infecciones que provoca, Yy de las estrategias actualmente disponibles para la terapia y

prevencion.

1.6.1.1 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Staphylococcus aureus se recupera con facilidad a partir de las muestras clinicas.
Por lo tanto, no requiere métodos especiales en la toma o conservacion de las muestras
para diagnostico. EI exdmen directo de la muestra, mediante tincion de Gram y
microscopia, es de gran utilidad en fluidos habitualmente estériles y colecciones
purulentas, donde la presencia de cocos grampositivos, agrupados formando racimos, es
muy caracteristica del genero Staphylococcus, aunque no permite diferenciar

Staphylococcus aureus de ECN.
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Staphylococcus aureus crece en los medios sélidos habituales, formando las
colonias caracteristicas en un tiempo comprendido entre las 18 y 24 horas. También los
medios liquidos convencionales, en especial los utilizados para hemocultivos, recuperan
con facilidad a este microorganismo.

Una vez aislado, la identificacién se lleva a cabo mediante pruebas de:

1. Cultivo: observacion de una morfologia tipica de colonia (dorada y B-hemolitica
en agar sangre).

2. Bioquimica: catalasa positiva, coagulasa positiva, fermentacion del manitol,
fermentacion de la trehalosa, y produccién de una nucleasa estable al calor

(termonucleasa).

Figura 1. Imagen de microscopia electronica de barrido donde se aprecia el tipico crecimiento en racimo

de los estafilococos (www.ucm.es)

La habilidad para coagular el plasma mediante su coagulasa, es el método mas
ampliamente utilizado para la identificacion, pues permite diferenciar Staphylococcus
aureus de los ECN. Existen diferentes técnicas para la deteccion de coagulasa en
Staphylococcus. La prueba en portaobjetos para la coagulasa ligada o clumping factor es
la manera de obtener una rapida identificacion, y la prueba de la coagulasa en tubo con
plasma reconstituido que detecta coagulasa libre, es definitiva. Asi, siempre que se
sospeche la presencia de Staphylococcus aureus y el resultado de la coagulasa en porta
sea negativo, hay que confirmar por la técnica de coagulasa en tubo (Prats y col., 2005).
Las pruebas de aglutinacion de latex, como Slidex Staph Plus (Biomérieux) y
Staphaurex Plus (Murex Biotech), consisten en particulas de latex revestidas con 1gG
(unidas por proteina A), fibrindgeno (unidas por factor de agregacion), e IgG para
antigenos especificos de Staphylococcus aureus (Andriesse y col., 2011).
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La termonucleasa puede ser detectada usando un procedimiento de difusién en
agar metacromatico (Lachica y col., 1972). De la misma forma, como se tratarda mas
adelante, se ha descrito la identificacion rapida de Staphylococcus aureus mediante

amplificacion por PCR empleando cebadores que son especificos para esta especie.

1.6.1.2 COLONIZACION Y TRANSMISION

Los seres humanos constituyen el principal reservorio de Staphylococcus aureus
en la naturaleza. En nuestro organismo se evidencia al mismo tiempo como un
organismo comensal y un patogeno. Dado que las infecciones causadas por
Staphylococcus aureus son principalmente enddgenas, la colonizacion del hospedador
desempefia un papel basico en su epidemiologia.

Contacto directo Factores Individuo
Objetos contaminados  Factores microblanos

Colonizacl6n » | Transmision de colonizacion
- Alteraclon de plel y mucosas
— - Inmunodeficlencla
- Procedimlentos cruentos

Infeccion

Figura 2. Papel de la colonizacion en la epidemiologia de las infecciones causadas por Staphylococcus

aureus (Dominguez-Luzén y col., 2006)

El vestibulo anterior de las fosas nasales constituye el principal nicho ecoldgico
para Staphylococcus aureus. Aproximadamente el 20% de los individuos se encuentran
colonizados en sus fosas nasales de manera persistente por Staphylococcus aureus, vy el
30% lo son de manera intermitente (Edwards y col., 2012). Sin embargo, numerosos
otros sitios pueden ser colonizados, incluyendo las axilas, las ingles y el tracto
gastrointestinal. La colonizacion permite que la bacteria establezca un reservorio desde

el cual poder introducirse en el organismo, una vez son superados los mecanismos
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innatos de defensa, bien por afeitado, aspiracion, insercién permanente de un catéter, o
cirugia. La colonizacion claramente incrementa el riesgo para una posterior infeccion.
Aguellos individuos con infecciones por Staphylococcus aureus, se infectan
generalmente con su cepa colonizadora (Gordon y col., 2008). Como prueba, en un
estudio de bacteriemias los aislados de sangre fueron idénticos a los aislados nasales en
el 82% de los pacientes (Von Eiff y col., 2001). Por todo ello, una amplia mayoria de las
infecciones de heridas postoperatorias de todos los tipos obedece a una cepa de
Staphylococcus aureus presente en los orificios nasales antes de la intervencién
quirdrgica. Asi, un estudio demostré que la infeccion de una herida quirargica tras una
intervencion cardiotoracica resulta hasta 10 veces mas probable entre pacientes que
albergan antes de la operacién Staphylococcus aureus en las fosas nasales, que en las
demas personas (Kluytmans y col., 1997).

La colonizacion depende de diversos factores microbianos y del anfitrion, asi
como de la naturaleza de la microbiota no estafiloccica competidora. El estado de
portador se da sobre todo en las personas expuestas con frecuencia a los estafilococos y
en las que sufren heridas asiduas o cronicas del epitelio cutdneo. Asi, la tasa de
colonizacion maés alta se da entre el personal sanitario, los pacientes en hemodialisis, los
enfermos con diabetes de tipo I, en usuarios de drogas por via parenteral, en las
personas infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y en pacientes
que presentan enfermedades dermatoldgicas. Después de dos semanas en un hospital, la
tasa de colonizacion llega a aumentar hasta un 50% (Kluytmansy col., 1997).

La colonizacién también permite a Staphylococcus aureus poder transmitirse
horizontalmente entre individuos, por contacto directo o a través del contacto con
objetos inanimados contaminados, en los cuidados sanitarios y en la comunidad
(Gordon y col., 2008). Muchos casos de infeccion nosocomial se adquieren por la
exposicion a las manos de personal sanitario, después de que éstos hayan sido
transitoriamente colonizados con Staphylococcus aureus desde su propio reservorio o a

partir del contacto con un paciente infectado (Dominguez-Luzon y col., 2006).

1.6.1.3 FACTORES DE VIRULENCIA

El armamento de factores de virulencia de Staphylococcus aureus es muy
amplio, con productos tanto estructurales como secretados, que juegan un papel
primordial en la patogénesis de la infeccion. Un hecho importante en estafilococos es

que igual que un factor de virulencia puede tener amplias y distintas funciones en la
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patogénesis, multiples factores de virulencia pueden contribuir a una misma funcién. En
el establecimiento de la infeccion, Staphylococcus aureus tiene numerosas proteinas de
superficie que funcionan como receptores de adhesion a moléculas de la matriz
(frecuentemente reciben el nombre de adhesinas), y con ello a los tejidos del huesped.
Se denominan MSCRAMMSs (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive
Matrix Molecules). Las MSCRAMMSs unen moléculas como el colageno, fibronectina y
fibrindgeno, y diferentes MSCRAMMSs pueden adherirse al mismo componente tisular
del hospedador. Estos componentes parecen jugar asi un papel principal en la iniciacién
de infecciones endovasculares, Oseas, articulares o dispositivos protesicos. Se estima
que diferentes cepas de Staphylococcus aureus pueden tener diferentes conjuntos de
MSCRAMMs y debido a esto podrian estar predispuestas a causar ciertas clases de
infecciones (Hauck y col., 2006; Speziale y col., 2009). Por ejemplo, los dispositivos
como catéteres intravenosos centrales son rapidamente revestidos con componentes del
suero, tales como el fibrindgeno o la fibronectina, que permiten que los estafilococos se
adhieran a través de los mecanismos mediados por las MSCRAMMs vy elaborar
superficies glicoliticas (similares al glicocalix celular) que facilitan aun mas dicha
colonizacion. Asi, los catéteres intravenosos centrales de utilizacion a largo plazo, estan
frecuentemente implicados en la patogénesis de endocarditis nosocomiales (Cheung y
col., 1990; Vaudaux y col., 1993; Flock y col., 1996).

Una vez que Staphylococcus aureus se adhiere alos tejidos del huésped o
materiales protesicos, es capaz de crecer y persistir de diversas maneras. Una de ellas es
la capacidad para formar biofilms. Estos se definen como comunidades de
microorganismos que crecen adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo y
embebidos en una matriz extracelular que ellos mismos han sintetizado. Esta estructura
que Staphylococcus desarrolla en las superficies protésicas del huésped, le permite
persistir, evadiendo las defensas del huésped y los antimicrobianos. La habilidad para
formar vy residir en biofilms es una de las razones por las que las infecciones derivadas
de dispositivos protésicos pueden ser tan dificiles de erradicar, quedando en muchas
ocasiones la retirada de dicho dispositivo como Unica solucién (Donlan y col., 2002). In
vitro, Staphylococcus aureus puede también invadir y sobrevivir dentro de células
epiteliales, incluyendo las células endoteliales. Los estafilococos se adhieren de manera
firme mediante union especifica de adhesina y receptor de la superficie endotelial.
Estudios in vitro demuestran que despues de la fase de adherencia, los estafilococos son

fagocitados por células endoteliales. Teoricamente esta facultad le permitiria a
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Staphylococcus aureus ocultarse de las defensas del huésped, hecho que particularmente
se cree que ocurre en la endocarditis (Ogawa y col., 1985; Hamill y col., 1986).
Staphylococcus aureus también puede formar pequefias colonias denominadas SCVs
(Small Colony Variants), las cuales deben contribuir a la consecucion de una infeccion
persistente y recurrente. In vitro, las SCVs pueden esconderse en el interior de las
células sin causar dafos significativos en el huésped, quedando relativamente protegidas
de antibidticos y defensas del huésped. Mas tarde, pueden revertir al fenotipo salvaje y
virulento, ocasionando asi la infeccion recurrente (Proctor y col., 1995; Proctor y col.,
1998).

Staphylococcus aureus tiene muchas otras caracteristicas que le ayudan a evitar
el sistema inmunoldgico del huésped durante la infeccion. Asi una MSCRAMM
denominada proteina A, dispone de un dominio de union a ligando en su extremo N-
terminal, que reconoce y une especificamente la porcion Fc de inmunoglobulinas, hecho
que interfiere en el proceso de opsonizacion. Con esta misma finalidad muchos
estafilococos producen microcapsulas. La capsula puede inhibir la unién de anticuerpos
y, por lo tanto, la opsonizacion y la fagocitosis. De los 11 serotipos de polisacaridos
microcapsulares identificados, son los tipos 5 y 8 los que aparecen en el 75% de las
infecciones humanas. El estudio de la composicion quimica de cuatro de estos
polisacaridos antifagocitarios, incluyendo el 5 y el 8, pone de manifiesto su estrecha
relacion (Thakker y col., 1998; Lowy y col., 1998).

Durante la infeccién, Staphylococcus aureus produce numerosas enzimas, Como
proteasas, lipasas y elastasas, que invaden y destruyen los tejidos del huésped, pudiendo
asi metastatizar a otros tejidos. Staphylococcus aureus es también capaz de producir
shock septico, gracias a su capacidad para interactuar y activar el sistema inmune del
huésped y las vias de coagulacion. Peptidoglicanos y los acidos lipoteicoicos de la pared
celular juegan un papel primordial en esta funcion (Lowy y col., 1998).

Al margen de los componentes estructurales anteriormente descritos,
Staphylococcus aureus produce una gran cantidad de exoproteinas, la mayoria de ellas
durante la fase de crecimiento exponencial. Estas proteinas degradan los tejidos del
hospedador liberando nutrientes requeridos para el crecimiento de la bacteria y/o
permiten a la bacteria penetrar mas profundamente dentro de los tejidos (Dinges y col.,
2000). La mayoria de las cepas producen hemolisinas, nucleasas, proteasas, lipasas,
hialuronidasa y colagenasa. La hemolisina o (o a-toxina) es dermonecrdtica,

neurotoxica y lisa células animales, formando un poro en la membrana (Bhakdi y col.,
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1991). La B-hemolisina actia como esfingomielinasa, la y-hemolisina tiene actividad
leucocitolitica, y se ha sugerido que la d-hemolisina tiene propiedades surfactantes o
formadora de canales (Dinges y col., 2000). La quinasa estafilocécica o estafiloquinasa
(Sak) es una proteina con capacidad de interaccionar con el plasminogeno del
hospedador. EI complejo Sak-plasmindgeno promueve la formacién de plasmina activa,
una enzima proteolitica de amplio espectro que favorece la penetracion bacteriana en los
tejidos circulantes (Bokarewa y col., 2006). La hialuronidasa digiere el &cido
hialuronico presente en la piel, el hueso, el cordon umbilical, cuerpo vitreo del ojo y en
el liquido sinovial.

Algunas cepas de Staphylococcus aureus producen exoproteinas adicionales, que
como algunos componentes estructurales, pueden tener como funcioén in vivo la evasién
de las defensas del hospedador. Asi, una proteasa de serina tiene la habilidad de digerir
e inactivar los anticuerpos 1gG (Prokesova y col., 1992). Otra funcion de las proteasas
incluye la proteccion frente a péptidos antimicrobianos. Se ha propuesto que una enzima
modificadora de &cidos grasos destoxifica los &cidos grasos bactericidas (Mortensen y
col., 1992). La estafiloquinasa, ademas de unir y activar plasmindgeno, se ha descrito su
interaccion con a-defensinas, péptidos bactericidas originados y secretados por los
neutr6filos humanos. La estafiloquinasa se une a estas a-defensinas anulando sus
propiedades antibacterianas (Bokarewa y col., 2006). Otro ejemplo es el inhibidor
de complemento estafilococico (SCIN), que actua a nivel de la C3 convertasa (C3bBb),
estabilizando y atrapando al complejo en un estado inactivo, incapaz de continuar con la
cascada proteolitica de activacion (Garcia y col., 2010). La denominada proteina
inhibidora de quimiotaxis de Staphylococcus aureus (CHIPS), bloquea el fragmento del
complemento C5a receptor (C5aR) y el receptor del péptido formilado (IPA) en
neutrofilos, inhibiendo por tanto la respuesta de las células inflamatorias (Deisenhofer y
col., 1981; Gustafsson y col., 2009).

Algunas cepas de Staphylococcus aureus producen superantigenos (se unen a las
proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad MHCII, provocando una
activacion inespecifica de Linfocitos T). Un tipo de ellos son las enterotoxinas (SEs,
Staphylococcal Enterotoxin), responsables de la intoxicacion de alimentos. Hasta el
siglo pasado, Unicamente se habian descrito 5 variaciones antigénicas de SEs,
designadas con letras en mayuscula siguiendo el orden del abecedario segun el orden de
descubrimiento (SEA-SEE). Sin embargo a partir del afio 2000 diferentes grupos

aportaron nuevas nuevas variantes enterotoxigénicas, llegando en este tipo de
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nomenclatura hasta la enterotoxina SEO (Lina y col., 2004). Las distintas enterotoxinas
difieren en sus caracteristicas quimicas y moleculares, no asi en sus actividades
bioldgicas, mostrando todas la capacidad para estimular células CD4" y CD8" humanas,
efecto pirogénico, y la habilidad para potenciar el efecto letal de las endotoxinas
estafilococicas (Orwin y col., 2001). Originalmente, se designdé como enterotoxina toda
aquella con capacidad para inducir el vomito cuando se ingiere por via oral, jugando el
papel clave de la toxiinfeccion alimentaria por Staphylococcus aureus. Sin embargo,
recientemente algunos autores han publicado y designado como enterotoxinas a aquellas
proteinas con actividades bioldgicas similares a las ya descritas, pero sin ser probada su
capacidad para inducir el vomito. Logicamente, existe un numero muy limitado de
laboratorios que estén en condiciones de probar las propiedades eméticas de las
supuestas enterotoxinas. Asi se propuso que solo aquellas toxinas que inducen el vomito
tras su administracion oral en un modelo primate, sean designadas como enterotoxina o
SE. Las otras toxinas quimica y biolégicamente relacionadas, en las que no ha sido
testada la propiedad emética en estos modelos, pasan a denominarse toxinas similares a
enteroxina estafilocécica o SEI (Staphylococcal Enterotoxin-like). La mas
representativa de este ultimo grupo seria la toxina ssl1 (Lina y col., 2004). Ademas de
las enterotoxinas y las SEIl, existe otro tipo de superantigeno estafilocdcico muy
importante que es la toxina TSST1 (Toxic Shock Sindrome Toxin). Esta puede llegar a
producir un sindrome similar a la sepsis, promoviendo una secrecion y activacion
masiva de citoquinas, que terminan por ocasionar el denominado shock toxico (Moza y
col., 2007).

Algunas cepas Staphylococcus aureus producen y secretan epidermolisinas o
toxinas exfoliativas (ET, del inglés Exfoliative Toxin), capaces de causar los sindromes
de la piel escaldada o el impétigo ampolloso. Existen dos tipos, la ET de tipo A y la de
tipo B. La exotoxina PVL (Panton Valentine Leukocidine) presenta una actividad
leucocitolitica que le confiere a la cepa una destacada virulencia, relacionada
epidemioldgicamente con infecciones cutaneas severas y neumonias necrosantes. PVL
pertenece a un grupo de toxinas bi-componentes citoliticas formadoras de poro,
especificas de células mieloides, en especial macréfagos y neutrofilos, desencadenando
la apoptosis de este tipo celular y consiguiente liberacion de grandes cantidades de
mediadores inflamatorios (Ladhani y col., 1999; Dinges y col.., 2000; Kaneko y col.,
2004).
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Como ultimo factor de virulencia de Staphylococcus aureus, y uno de los de
mayor impacto, debemos referirnos a la diversa y cada vez mas amplia resistencia a
antimicrobianos. La descripcion de la resistencia a cada grupo de antibiéticos, y las

bases moleculares y genéticas de cada una de ellas se tratan en el apartado 1.6.1.6.

1.6.1.4 BASES GENETICAS Y MECANISMOS MOLECULARES DE
LOS FACTORES DE VIRULENCIA

Genoma de Staphylococcus aureus

El genoma de Staphylococcus aureus se compone de un Unico cromosoma
circular de 2.7-2.8 mpb, ademas de un surtido de elementos accesorios que juegan un
papel relevante en su capacidad patogénica (Mlynarczyk y col., 1998).

La comparacion entre los genomas de las diferentes cepas de Staphylococcus
aureus ha revelado gran homologia entre ellos, y que consisten en un componente
estable que contiene genes presentes en todas las cepas y también un componente
variable que abarca genes encontrados Unicamente en algunas de las cepas. Asi, una
investigacion preliminar sobre la diversidad genética de las cepas de Staphylococcus
aureus mediante el empleo de micromatrices de ADN, sugiere que aproximadamente el
22% del genoma de Staphylococcus aureus se compone de regiones variables
(Fitzgerald y col., 2001). Adicionalmente, gran parte de la diversidad encontrada se ha
asociado a grandes regiones de diferencia, muchas de las cuales se corresponden con
elementos génicos mdviles transferidos horizontalmente. De esta manera, se ha
propuesto que el genoma se compone de genes que conforman el nicleo del genoma, la
mayoria de los cuales estan asociados al metabolismo central, sintesis de ADN
(replicacién) y ARN; y genes accesorios o auxiliares, que originaran la diversidad inter
e intraespecie (Lany col., 2000). Estos ultimos juegan un papel crucial en la plasticidad
del genoma bacteriano, permitiendo a la bacteria ajustarse de manera eficiente a las
nuevas condiciones ambientales. La presion selectiva del ambiente conduce a una
seleccion natural de aquellos genes que permiten y promueven la supervivencia
bacteriana (Malachowa y col., 2010). Los genes accesorios comprenden
aproximadamente el 25% de cualquier genoma de Staphylococcus aureus, y la mayoria
consisten en elementos génicos moéviles (MGEs, Mobile Genetic Elements). Estos son
tipicamente identificados como fragmentos de ADN que codifican una amplia variedad
de factores de virulencia y elementos de resistencia, con mecanismos capaces de mediar

su propia transferencia e integracion en un nuevo ADN huésped. La transferencia de los
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MGEs entre las células es conocida como transferencia génica horizontal (HGT), a
diferencia de la transferencia vertical, en donde la informacion genética se transmite de
una célula progenitora a su progenie. La HGT ocurre entre procariotas, aunque se ha
descrito también entre procariotas y eucariotas, y entre eucariotas. Los MGEs pueden
consistir en secuencias de insercidn, transposones, fagos, plasmidos, islas de
patogenicidad y cassettes cromosomales. En el genoma de Staphylococcus aureus,
encontramos representacion de todos y cada uno de ellos.

Plasmidos

La penicilina fue el primer antibiotico producido en masa para el uso en
humanos. Aungue inicialmente su efectividad para el tratamiento de infecciones por
Staphylococcus aureus era muy alta, hoy en dia el 90% de las cepas de Staphylococcus
aureus que infectan humanos son resistentes a este antibiotico. La resistencia a
Penicilina es conferida por la enzima B-lactamasa, quien rompe el anillo B-lactamico de
este antibidtico. En Staphylococcus aureus esta enzima es codificada por el gen blaz,
regulado a su vez por los genes blal (codifica el represor Blal que se une al ADN de
blaZ impidiendo su transcripcién) y blaR (codifica BlaR, un transductor de sefial de la
presencia de antibidtico, de manera que en presencia de B-lactamicos degrada Blal
permitiendo la transcripcion y sintesis de p-lactamasa) (Chambers y col., 1997).

Mas recientemente, se han descrito cepas de Staphylococcus aureus que han
tomado elementos de resistencia a vancomicina, dando lugar a la emergencia de los
VRSA (del inglés Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus). Al contrario que la
resistencia intermedia a vancomicina (cepas VISA, con CMI= 4-8 pug/ml), cuyo
mecanismo no es bien conocido, la resistencia completa se encuentra bien caracterizada.
Asi, su ocurrencia se debe a la presencia y expresion del transposon Tn1546, que forma
parte estructural de un plasmido conjugativo (de Niederhdusemy col., 2011; Perichony
col., 2009; Courvaliny col., 2006).

No solo encontraremos plasmidos que medien resistencia antibidtica en
Staphylococcus aureus. También existen algunos que contienen genes codificantes de
toxinas. Por ejemplo, el pRWO001 contiene genes que codifican la toxina exfoliativa B
(ETA B) (Jackson y col, 1986). Sin embargo no es el unico elemento en el que se
encuentran estos genes, pues también se han descrito en fagos @ETA, en las islas
gendmicas vSAy, y en otro plasmido, el pETB (Kato y col., 2011; Yamaguchi y col.,
2002).

43



Bacteriofagos
Los fagos pueden tener un impacto importante en la expresion de factores de

virulencia a través de mecanismos de conversiéon lisogénica, tanto positiva como
negativa. En la positiva, la bacteria expresa los factores codificados por el genoma del
profago, una vez se inserta en el cromosoma bacteriano. Por contra, la conversion
lisogénica negativa ocurre cuando se produce la inactivacion de genes bacterianos
codificantes de factores de virulencia, al integrarse el ADN del fago dentro del
cromosoma bacteriano. Esto dltimo le ocurre por ejemplo a la B-hemolisina de
Staphylococcus aureus. Sin embargo, aunque se produzca la perdida de p-hemolisina
durante la lisogenia, estos profagos contienen genes que codifican proteinas
inmunomoduladoras, como el SCIN y el CHIPS (Van Wamel y col., 2006).
Bacteridfagos del grupo serotipo F se han descrito como mediadores de una simultanea
triple conversion lisogénica, que aporta a Staphylococcus aureus los genes codificantes
de B-lisina, enterotoxina A y proteina Sak (Coleman y col., 1989). La toxina PVL
también se encuentra codificada por un fago. De hecho algunos autores se refieren a
esta toxina como el fago-PVL (Kreienbuehl y col., 2011). Recientemente se ha descrito
al fago tipo 187 como portador de la toxinas TSST-1 y enterotoxina C (Piechowicz y
col., 2008).

Los profagos y las moléculas codificadas por estos, también trabajan en
asociacion con otros MGEs en Staphylococcus aureus. Por ejemplo, algunos profagos
mediante transduccion, permiten la movilidad de algunas islas de patogenicidad
estafilocdcicas. El ejemplo mas claro es la habilidad del fago 80o para mediar la
excision y transferencia de la isla SaPI1 a otro estafilococo. Algunos fagos también
tienen la habilidad, por el mismo fendmeno de transduccion, de transferir genes de
resistencia a antibidticos de una a otra célula. Como ejemplos, el plasmido pS194 con
un gen de resistencia a cloranfenicol y el plI258 para eritromicina, son transducidos por
los fagos @11 y @l1de, respectivamente.

Islas de patogenicidad

Islas de patogenicidad estafilococica (SaPls) son MGEs de 14-17 kb de tamario.
Hasta hoy, al menos 16 tipos de SaPls han sido descritas y secuenciadas,
considerandose a SaPI1 como el prototipo de todas ellas. Las SaPls constituyen una
familia génica con un nacleo de genes muy conservados. Estos genes principales
incluyen dos marcos de lectura codificantes de proteinas reguladoras de la transcripcion,

un gen codificante de una integrasa, y otro de una terminasa. Al margen de estos genes
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conservados, todas las SaPls, salvo algunas excepciones, contienen regiones
codificantes de toxinas. Asi el SaPI1 y SaPI2 codifican la toxina TSST-1, y las SaPI3 y
SaP14 hacen lo mismo con la enterotoxina B (Novick y col., 2003; Novick y col., 2007).
La movilidad y transmision entre células de las SaPls se lleva a cabo fundamentalmente
a través de bacteridfagos. Presentan seis sitios especificos diferentes para su integracion
en el genoma bacteriano, siempre en la misma orientacion, que reciben el nombre de
atts, y que coinciden con los lugares de excision de profagos (Novick y col., 2007).
Como ejemplo la excision y movilidad de SaPI es inducida por el fago 80a (Christie y
col., 2010). Existen diferentes hipdtesis que explican el origen y la evolucion de la
existencia de SaPls. Una de ellas propone la existencia de un elemento génico ancestral
comun, probablemente un profago, para todas las SaPls. A partir de éste, y por distintos
fendmenos de recombinacion, se generd la diversidad de SaPlIs que actualmente se
encuentran descritas (Yarwood y col., 2002).

Islas gendmicas

Dada que la composicién de las islas genémicas se caracteriza por conservar
genes de transposasa y tener un contenido en G+C que difiere del resto del genoma
estafilococico, una hipotesis actual es que estas regiones fueron uno de tantos tipos de
elementos moviles adquiridos por HGT (Ito y col., 2003; Dobrindt y col., 2004). Entre
las cepas de Staphylococcus aureus existen tres familias de islas genémicas cuyos
genomas han sido secuenciados. Estas se denominan vSAa, VSAB y vSAY. Las tres se
encuentran flanqueadas en su parte anterior por un gen de transposasa quebrado, y en su
parte posterior por un sistema de modificacion-restriccion (RM) tipo I. Los genes hsdM
y hsdS, que forman parte del RM tipo 1, se han encontrado en posicion yuxtapuesta a
las islas genomicas de Staphylococcus aureus, y se les atribuye la estabilidad de éstas
dentro del cromosoma del microorganismo (Waldron y col., 2006). La lipoproteina
estafilocdcica Ipl y el superantigeno ssl se encuentran en la isla vSAa (Lina y col.,
2004). En la vSAP encontramos genes codificantes de enterotoxinas, hialuronidasa y el
de la serin-proteasa estafilococica. La tercera isla gendmica vSAy, contiene un grupo de
genes codificantes de enterotoxinas similar al que se encuentra en vSAa (Gill y col.,
2005).

Cassettes cromosdmicos

Los cassettes cromosomicos estafilocdcicos (SCCs) son fragmentos
relativamente largos de ADN que siempre se insertan dentro del cromosoma de

Staphylococcus aureus dentro del gen orfX. Un SCC puede codificar resistencia a
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antibioticos y/o diferentes factores de virulencia. Considerando que muchos SCCs
codifican la resistencia a meticilina (SCCmecA), los SCCs pueden se clasifican en dos
tipos: los SCCmecA y los cassettes no-SCCmec (Mongkolrattanothai y col., 2004;
Zhang y col.., 2009). Las bases moleculares y propiedades biologicas del primero seran
explicadas ampliamente en el apartado 1.6.1.7.1, centrandonos ahora en los no-SCCmec

Los cassettes no-SCCmec contienen determinantes génicos importantes para la
virulencia y la supervivencia del Staphylococcus aureus. Como ejemplo, la cepa de
Staphylococcus aureus sensible a meticilina (SASM) 476, contiene un cassette que
codifica resistencia a cloranfenicol y é&cido fusidico (Holden y col., 2004). El
SCCmercury proporciona a la bacteria capacidad para resistir la accion del antiséptico
cloruro mercurico. Probablemente Staphylococcus aureus obtienen este cassette a partir
de un estafilococo coagulasa negativo por integracion de un plasmido que contiene
dicho cassette (Chongtrakool y col., 2006).

Algunas cepas de Staphylococcus aureus producen el polisacarido capsular 1,
molécula que confiere a la célula resistencia a la fagocitosis. Los genes que codifican la
sintesis del polisacarido 1 son localizados en un elemento SCC especial denominado
SCCcapl (Luong y col., 2002).

Secuencias de insercion

Aunque las secuencias de insercién (IS) puedan existir como elementos
independientes dentro del genoma de Staphylococcus aureus, la forma mas comdn de
presentacion es por pares formando parte de la estructura de un transposon (Tn). Las IS
se introducen dentro de diferentes loci y pueden causar cambios en la expresion de
genes en el cromosoma principal bacteriano. Generalmente inactivan la expresion de un
gen por su integracion directa dentro del marco de lectura de dicho gen (Jansen y col.,
2007). Por ejemplo, la region tcaRBA de Staphylococcus aureus se relacionaba desde
hace algin tiempo con el incremento de la resistencia a teicoplanina. Mediante el
analisis por Nothern Blot realizado en cepas con resistencia a Glicopéptidos (GISA) se
encontrd truncado el gen tcaA. Mas tarde se demostré que la responsabilidad de este
hecho recaia en la insercion de 1S256 (Maki y col., 2004). La activacion de genes por IS
suele mediarse a través de promotores que portan los propios elementos IS, o por la
formacion de un promotor hibrido con el promotor nativo del gen en particular. Como
ejemplo de esto dltimo, los elementos 1S256 e 1S257, que forman parte de los
trasposones Tn4001 y Tn4003 de Staphylococcus aureus, forman un promotor hibrido

que potencia la expresion del operon de resistencia a gentamicina y kanamicina (aacA-
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aphD), y del gen que codifica resistencia a trimetoprin (dfrA), respectivamente (Rouch y
col., 1987; Rouch y col., 1989).

Transposones

Los transposones (Tn) frecuentemente codifican para genes de resistencia a
antibioticos. Los transposones de pequefio tamafio usualmente se presentan en multiples
copias en el genoma de Staphylococcus aureus, bien insertados dentro del cromosoma
principal bacteriano, o bien dentro de diferentes clases de MGEs, como cassettes SCC o
plasmidos. El ejemplo mas descrito en Staphylococcus aureus es el del transposon
Tn554, al que se asocia con la resistencia a eritromicina, espectinomicina, lincosaminas
y estreptogramina en Staphylococcus aureus (Tillotson y col., 1989; Murphy y col.,
1983).

Los transposones largos, con tamafios superiores a las 18 kbp, se presentan
generalmente en copias unicas. Asi encontramos al Tn6009 que codifica resistencia para
tetraciclinas (Soge y col., 2008); el ya comentado anteriormente Tn4003 que otorga
resistencia a trimetoprim (Rouch y col., 1989); y el Tn4001 que codifica resistencia a

gentamicina, kanamicina y tobramicina (Byrne y col., 1989).

1.6.1.5 CUADROS CLINICOS Y MECANISMOS PATOGENICOS DE
STAPHYLOCOCCUS aureus

Staphylococcus aureus es un microorganismo que causa un amplio abanico de
infecciones, entre las cuales estan aquellas en las que el mecanismo patogénico
fundamental es la produccién de una toxina (intoxicacion alimentaria, sindrome de la
piel escaldada, sindrome del shock toxico) y otras que se consideran como infecciones
piogénicas, como por ejemplo las infecciones de la piel y partes blandas, incluyendo
foliculitis, forunculosis, celulitis e impétigo. De mayor trascendencia son las infecciones
invasivas (osteoarticulares, endocarditis, etc.). Otras infecciones son aquellas del tracto
respiratorio y del tracto urinario. La bacteriemia por Staphylococcus aureus, puede
ocurrir a partir de catéteres intravenosos entre otros muchos focos, y en ocasiones puede
facilitar la diseminacion del microorganismo a otras zonas del huésped (Musher y col.,
1994).

Bacteremia

Se trata de un cuadro clinico muy grave que consiste en el aislamiento del

patogeno en la sangre junto con sintomas clinicos.
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La célula endotelial es el eje central del proceso patogénico de la bacteriemia por
Staphylococcus aureus. No solo es un objetivo potencial para el microorganismo, sino
gue también su activacion contribuye a la progresion endovascular de la enfermedad.
Los estafilococos se unen con gran avidez a la superficie de las células endoteliales a
través de la interaccion especifica entre sus adhesinas (MSCRAMMS) y los receptores
de la superficie endotelial. Los estudios in vitro demuestran que después de la fase de
adhesion, los estafilococos son fagocitados por las células endoteliales. El entorno
intracelular protege a los estafilococos de los mecanismos de defensa del huésped, asi
como del efecto bactericida de los antibioticos. EI fendmeno contribuye al desarrollo de
infecciones persistentes y/o recurrentes (Lowy y col., 1998).

La bacteremia por Staphylococcus aureus esta asociada con una mortalidad
significativa y con complicaciones importantes, como la osteomelitis vertebral, la
endocarditis infectiva, o infecciones recurrentes. En una serie de 724 pacientes
consecutivos con bacteremia por Staphylococcus aureus, el 34% desarrollaron
infecciones metastasicas, el 12% recibieron diagnostico de endocarditis, y 157
finalmente murieron, situandose el ratio de mortalidad en el 22% (Fowler y col., 2003).
Los pacientes con infecciones por SARM complicadas con bacteremia, son
significativamente de mayor edad, con mas enfermedades subyacentes, y son mas
proclives a desarrollar una sepsis severa, que aquellos cuya bacteremia es provocada por
SASM. En consecuencia, los primeros presentan un mayor ratio de mortalidad que los
segundos (excepto en las neumonias) (Shurland y col., 2007). La publicacion de
estudios con conclusiones contrarias (Lowy y col., 1998; Romero-Vivas y col., 1995), ha
instalado una controversia acerca de si existe una asociacion directa e independiente
entre la mortalidad por bacteremia por Staphylococcus aureus y la resistencia a
meticilina.

En el ultimo estudio EPINE, Staphylococcus aureus se considera el tercer
microorganismo mas comun causante de infecciones bacteriémicas intrahospitalarias,
con el 10.5% de los casos, y el tercero también como causante de bacteremias
comunitarias, con el 10.4%. EI SARM, concretamente aparece como el responsable del
2.7% y el 1.4% de las bacteremias intrahospitalarias y comunitarias respectivamente
(EPINE, 2010). Los pacientes con mayor riesgo de presentar bacteriemia
intrahospitalaria son aquellos que estdn en hemodidlisis, los usuarios de drogas
inyectadas, y los pacientes diabéticos o con otras comorbilidades (Mitchell y col., 2005).

Una gran parte de las bacteriemias son las relacionadas con catéteres y otros
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dispositivos como marcapasos o Valvulas protésicas. La persistencia de fiebre
y/o bacteriemia después de 3 dias de la retirada del catéter y del inicio de la terapia con
antibidticos, sugiere un curso sumamente complicado que requerird en la mayoria de los
casos un tratamiento prolongado (Hill y col., 2007a). Las bacteriemias de la comunidad
se asocian con diabetes, infeccion por VIH, y hepatopatias cronicas (Bassetti y col.,
2011).

Endocarditis

Staphylococcus aureus ha sobrepasado a los estreptococos como causa principal
de endocarditis infecciosa, con una prevalencia alrededor del 31% (Hill y col., 2007b,
Fowler y col.,, 2005). Segun la ICE-MD (The International Collaboration on
Endocarditis Merged Database), Staphylococcus aureus es responsable del 34% de las
endocarditis sobre valvula nativa, con ratios de mortalidad significativamente mayores,
que para aquellas provocadas por otros patdgenos (Miré y col., 2005). En endocarditis
de valvula protésica, la prevalencia de Staphylococcus aureus disminuye hasta el 15-
29%, aunque sigue siendo el principal agente etiolégico (Hill y col., 2007b, Fowler y
col., 2005).

La endocarditis es una de las mas graves complicaciones de la bacteriemia por
Staphylococcus aureus. En la valvula dafiada, la adherencia de las células
estafilocdcicas al trombo constituido por plaquetas y fibrina que se ha formado en esa
valvula dafada, es mediada de manera fundamental por la union de las proteinas
MSCRAMNMs a las moléculas que quedan expuestas de la matriz extracelular. A partir
de ahi, Staphylococcus aureus inicia su colonizacion. Se ha demostrado in vitro, que los
cultivos humanos de endotelio de valvula cardiaca, una vez son infectados con
Staphylococcus aureus, comienzan a expresar factor tisular. Inducir la expresion de esta
proteina en la superficie endotelial, podria ser el mecanismo empleado por
Staphylococcus aureus para desencadenar la formacion del trombo y finalmente la
endocarditis en una valvula cardiaca que en principio no se encontraba dafiada (Drake y
col., 1988).

La endocarditis por Staphylococcus aureus ocurre con mas frecuencia en los
adictos a drogas por via parenteral, pacientes hospitalizados, pacientes ancianos, y por
ultimo en pacientes con valvulas protésicas. En los cuatro grupos, la sintomatologia
inicial puede limitarse a fiebre y malestar general, haciendo dificil su diagndstico
clinico. A diferencia de las endocarditis causadas por patdgenos menos virulentos, la

endocarditis por Staphylococcus aureus se caracteriza por un inicio rapido, fiebre
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elevada, frecuente implicacion de valvulas cardiacas nativas, y la ausencia de signos
fisicos en la fase inicial de la enfermedad (Chambers y col., 1983).

En un estudio con seguimiento de los pacientes durante seis meses, el 79%
presentaron al menos una complicacion, y entre las mas frecuentes se encontraban la
insuficiencia cardiaca (74%), embolismos cerebrales o periféricos (28%), shock séptico
(16%) e infecciones metastésicas (11%) (Hill y col., 2007b). Aunque las tasas de
mortalidad se han reducido en las tres Ultimas décadas, todavia la mortalidad es alta
oscilando entre 20-33% (Mylonakis y col., 2001; Hill y col., 2007b).

Shock séptico

Los eventos celulares que desencadenan el shock tdxico en la infeccion
estafilococica, son similares a los ocurridos durante la infeccion de una bacteria gram
negativa. En ambos casos, los monocitos y los macréfagos tienen un papel central,
aunque los leucocitos polimorfonucleares, las células endoteliales y las plaquetas,
también toman parte. Los monocitos liberan factor a de necrosis tumoral (TNF-a),
interleuquina-6 (IL-6), e IL-8, después del contacto con el acido lipoteicoico y el
peptidoglicano de la pared celular del estafilococo (Timmerman y col., 1993; Heumann
y col., 1994). En cambio, la expresion y liberacion de IL-1 e IL-6 por las células
endoteliales requiere la fagocitosis de la bacteria (Yao y col., 1995). Como resultado de
la activacion celular y la liberacion de citoquinas, son activadas las vias del
complemento y la coagulacion, el &cido araquidonico es metabolizado, y es liberado el
factor activador de plaquetas. Estos hechos causan fiebre, hipotension, coagulacién
intravascular diseminada, depresion de la funcion miocardica, y por ultimo fallo
multiorganico. Varios componentes estafilococicos parecen ser capaces de iniciar el
sindrome de sepsis. Los peptidoglicanos, especialmente cuando se combinan con los
acidos lipoteicoicos, y la toxina a, reproducen en modelos animales, muchos de los
hechos que ocurren en una sepsis, incluyendo hipotension, trombocitopenia, y
oxigenacion reducida. Por suerte, solo una minoria de las bacteremias o infecciones
locales por Staphylococcus aureus progresan a sepsis. Los factores de riesgo para que
esto ocurra incluyen edad avanzada, inmunosupresion, quimioterapia, y procedimientos
terapéuticos invasivos (Naber y col., 2009; Ferry y col., 2005).

Infecciones de las vias urinarias

Staphylococcus aureus es una causa poco comun de la infeccion del tracto
urinario en la poblacién general. Este aislamiento suele obtenerse en situaciones donde

el microorganismo asciende por el tracto urinario colonizandolo y provocando
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infeccion, pero generalmente de manera secundaria a una bacteremia o situaciones
sobrevenidas como endocarditis. La instrumentacion del tracto urinario y las practicas
terapéuticas invasivas, como su cateterizacion, incrementan el riesgo de una infeccion
por Staphylococcus aureus en el tracto urinario. La mayoria de los casos de bacteriuria
de Staphylococcus aureus no se asocian con sintomas propios de infeccion del tracto
urinario. La significacion clinica de una aislamiento de Staphylococcus aureus en orina
es inespecifica en muchos pacientes, ya que la bacteriuria se considera que ocurre de
manera concomitante con la cateterizacion urinaria a largo plazo. Asi la diferenciacion
entre bacteriuria asintomatica e infeccion real del tracto urinario es dificil de discernir
en este tipo de pacientes, fundamentalmente en pacientes ancianos (Muder y col., 2006).

Infecciones de piel y partes blandas

Staphylococcus aureus se asocia con una gran variedad de infecciones de la piel
y las partes blandas. Entre ellas destacan algunas como foliculitis, que es una infeccién
superficial de foliculo piloso. La extension de esta infeccion a la zona perifolicular mas
profunda, produce el foranculo. Otras infecciones son el impétigo, que es una infeccion
superficial que afecta mas a los nifios 0 a los adultos inmunodeprimidos, y puede
aparecer como simple o ampolloso, y la celulitis que es una infeccion que se puede
extender més profundamente a tejidos subcutaneos. La dermis, la hipodermis y la fascia
superficial son las estructuras implicadas en estas infecciones. También Staphylococcus
aureus es un patdégeno que muy frecuentemente estd involucrado como causa de las
infecciones de la herida quirargica (Jurado y col., 2002).

Infecciones osteoarticulares

Las infecciones osteoarticulares se pueden dividir en: osteomielitis, artritis e
infecciones asociadas a implantes.

Se define como artritis séptica la infeccion de la articulacion nativa causada por
la llegada de bacterias patdgenas de forma directa o, con mayor frecuencia, por via
hematdgena. Los microorganismos causantes varian con la edad y las caracteristicas del
paciente, pero en general, Staphylococcus aureus es el microorganismo mas frecuente
tanto en los adultos de cualquier edad, como en los nifios (Shirtliff y col., 2002; Al
Shaadi y col., 2009). Ademas, Staphylococcus aureus es el agente causal en el 80% de
las articulaciones infectadas en pacientes con artritis reumatoide (Dubost y col., 1994).

La osteomielitis se define como la infeccion de la cortical, la médula o ambas
estructuras del hueso. Actualmente, se observa un aumento de su incidencia en relacién

con el aumento de pacientes politraumatizados, diabéticos con lesiones en los pies,
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pacientes con Ulceras por presion y portadores de implantes osteoarticulares. La
etiologia méas frecuente es bacteriana y con un claro predominio de los cocos
grampositivos, siendo Staphylococcus aureus el agente mas frecuente.

De todas las complicaciones que se pueden presentar tras la implantacion de una
protesis articular, la mas grave es la infeccidon, que requiere tratamientos largos y
complejos con una elevada morbilidad asociada. La infeccion de protesis articular se
asocia a un alto indice de recidivas y produce un elevado numero de fracasos
quirdrgicos que hacen necesarias las reintervenciones y en muchas ocasiones, la retirada
del implante. En algunas series, Staphylococcus aureus es responsable del 12-23% de
este tipo de infecciones (Cercenado y col., 2009).

Infecciones respiratorias

Staphylococcus aureus es un patégeno comdn entre las neumonias
intrahospitalarias. Es un cuadro grave que aparece secundariamente a una
broncoaspiracion en situaciones en las que Staphylococcus aureus coloniza la via
respiratoria, como determinadas infecciones viricas (gripe, sarampién), fibrosis quistica,
pacientes que residen en centros sociosanitarios o pacientes hospitalizados, sobre todo si
han estado sometidos a ventilacion mecanica. Se trata de una neumonia necrotizante con
rapida progresion, que puede llegar a alcanzar una mortalidad del 30-50% (Rodriguez-
Pardo y col., 2006).

En cuanto a la neumonia estafilococica de la comunidad, ésta suele observarse
con mas frecuencia después de una infeccién viral y frecuentemente estan producidas
por cepas de SARM portadoras de la LPV, tratindose en muchos casos de una
neumonia necrotizante que afecta a nifios y adultos jovenes. Se caracteriza por fiebre,
hemoptisis y leucopenia, con réapida progresion a distrés respiratorio y elevada
mortalidad (Hageman y col., 2006; Rodriguez-Pardo y col., 2006; Francis y col., 2005).

Toxi-infecciones estafilococicas

Sindrome del shock toxico:

Es un cuadro clinico similar al shock séptico por endotoxina bacteriana,
producido por la toxina TSST-1. Se trata de una toxina miembro de la familia de los
superantigenos, que se une de manera inespecifica a todas las regiones variables -2 de
las células T, causando una expansion clonal de éstas, que resulta en una liberacion
masiva de citoquinas por parte de macrofagos y células T, siendo las mas relevantes
TNF-a y la IL-1 (Bohach y col., 1990).
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Sindrome de la piel escaldada:

El sindrome de escaldadura estafilococica, o enfermedad de Ritter, fue descrita
por primera vez en 1878. Es una enfermedad cutdnea ampollosa causada por
Staphylococcus aureus productor de toxinas exfoliativas, ETA y ETB, ambas con
actividad proteasa y epidermolitica. La presentacion clinica es caracteristica. Se produce
un cuadro de descamacion intraepidérmica por diseminacion hematdgena de la toxina
desde lesiones cutaneomucosas. Entre los efectos secundarios estan la deshidratacion, la
sobreinfeccion de estas lesiones, y por ultimo la sepsis (Nso y col., 2008).

Intoxicacion alimentaria:

Se debe a la ingestion de alimentos contaminados por enterotoxinas producidas
por los estafilococos. El tiempo de incubacién es de 2 a 6 horas, los primeros sintomas
son nauseas y vomitos, y posteriormente con gran frecuencia también dolor abdominal y
diarrea (Jurado y col., 2002).

1.6.1.6 MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIBIOTICA EN
STAPHYLOCOCCUS aureus

Staphylococcus aureus es un buen ejemplo de la evolucion adaptativa de una
bacteria en la era de los antibioticos. Ha demostrado una habilidad Gnica para responder
rdpidamente a cada nuevo antibacteriano, con el desarrollo de diferentes mecanismos de
resistencia, empezando en los afios 60 con los de penicilina y meticilina, hasta el
momento actual, contra nuevos antibidticos como linezolid o daptomicina (Pantosti y
col., 2009).

Resistencia a antibiéticos B-lactamicos

El mecanismo de resistencia a penicilina ha sido explicado en el apartado
“Plasmidos”, y el de meticilina se abordara ampliamente en el apartado “Resistencia a
meticilina”

Resistencia a macroélidos, lincosaminas o estreptogramina (Grupo MLS)

Los antibidticos macrolidos como la eritromicina, las lincosaminas como
lincomicina y clindamicina, y la estreptogramina tipo B, funcionan deteniendo la
sintesis proteica, mediante su union a la subunidad ribosomal 50S que causa la
disociacion del complejo peptidil-ARNt durante la elongacion. La resistencia al grupo
de antibidticos MLS resulta de una dimetilacion en posicion N6 de un residuo de
adenina en el ARNr 23S, lo cual causa una reduccion en la afinidad de la subunidad 50S

por el antibidtico (Roberts y col., 1999).
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La resistencia inducible a los antibidticos MLS es frecuentemente codificada por
el gen de la ARNr metilasa, denominado erm(C), que se encuentra en pequefias copias
repetidas en el interior de plasmidos, siendo el prototipo el pE194 (Shivakumar y col.,
1981). Se ha descrito otro mecanismo de resistencia inducible a antibidticos MLS,
debido a un gen homdélogo denominado erm(A), combinado con resistencia al anillo de
aminociclitol de la espectinomicina mediada por el gen spc, y producida por la insercién
cromosomal del transposon Tn554. Existe también resistencia constitutiva a antibidticos
MLS. Esta se encuentra mediada por el gen erm(B), incluido en el transposon Tn551,
que a su vez es portado por el plasmido de resistencia plI258 (Jensen y col., 2009).

Resistencia a cloranfenicol

El cloranfenicol causa un efecto bacteriostatico por unién a la subunidad
ribosomal 50S e inhibe el paso de la transpeptidacion en la sintesis proteica. La
resistencia a cloranfenicol en Staphylococcus aureus es mas frecuente debido a la
actividad de una enzima de destoxificacion inducible, la cloranfenicol acetiltransferasa
(CAT). Los genes de CAT en Staphylococcus aureus se encuentran exclusivamente en
los plasmidos RC. Estos son fundamentalmente cuatro: pC221, pUB112, pC223 y
pC194; y se caracterizan por tener regiones de replicacion diferentes, lo que sugiere una
historia evolutiva distinta para cada plasmido (Schwarz y col., 2004).

Resistencia a fluorqguinolonas

La resistencia a fluorquinolonas emergi6 rapidamente en Staphylococcus aureus
(especialmente en SARM), poco después de la introduccion de ciprofloxacino. Hoy en
dia, la resistencia a ciprofloxacino puede ser considerada una marca inconfundible del
SARM intrahospitalario en muchas regiones del mundo, incluida Espafia. La resistencia
es debida a mutaciones espontaneas que causan un cambio de aminoacidos en enzimas
implicadas en la replicacion del ADN y que son las dianas de las quinolonas, la
ADNgirasa y la Topoisomerasa IV. Concretamente, en Staphylococcus aureus, la
resistencia se produce primero por una mutacion puntual en la subunidad GrlA de la
Topoisomerasa 1V, y secundariamente en la subunidad GyrB de la ADN girasa, que
inhabilitan la unidn del antibidtico. Posteriormente éste, por accién de bombas de la
membrana plasmatica, sera expulsado fuera de la célula. De hecho, en algunas cepas,
una sobreexpresion de la “proteina de membrana de flujo de salida asociada a
antibidticos”, también Illamada NORA, contribuye a un fenotipo de resistencia a

quinolonas méas importante. Muchas de las cepas de SARM, tienen al menos dos
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mutaciones, una en GrlA y otra en GyrB, suficiente para conferir resistencia (Schmitz y
col., 1998; Hooper y col.., 2002; Tanaka y col., 2000).

Resistencia a tetraciclinas

La tetraciclina y la minociclina inhiben la sinstesis proteica bacteriana, mediante
su union a la subunidad ribosomal 30S, e impidiendo la union del complejo aminoacil-
ARNLt al sitio especifico de union. EI mecanismo de resistencia a tetraciclinas en
Staphylococcus aureus, consiste en una via de expulsion del antibiético por bombas de
membrana de la familia tetA, siendo la méas importante la tetA(K). El gen que codifica
dicha proteina, se ha encontrado en plasmidos RC como el pT181, o en plasmidos de
multirresistencia mucho mas grandes que tienen una copia integrada del pT181 (Guay y
col., 1993). Se ha descrito en cepas de SARM una resistencia a tetraciclinas codificada
en el cromosoma, asociada a la integracion de estos plasmidos dentro de elementos
SCCmec tipo Ill, y flaqueados por la secuencia de insercion 1S257 (Ito y col., 2001;
Werckenthin y col., 1996).

Resistencia a aminoglucésidos

Los aminoglucosidos inhiben la sintesis proteica por su union a la subunidad
ribosomal 30S e inhibiendo la traslocacion del complejo peptidil-ARNt. EI mecanismo
de resistencia a aminoglucdsidos mejor conocido es la modificacion enzimatica de los
grupos amino del antibidtico por aminoglucosidasas, que hace inviable la union de la
molécula a los ribosomas. Existen dos tipos de aminoglucosidasas: las aminoglucosido
adeniltransferasa (AAD) y las aminoglucosidasa fosfotransferasa (APH) (Shaw y col.,
1993).

La resistencia a estreptomicina se asocia con un transposon localizado en el
cromosoma de Staphylococcus aureus, el Tn5405, el cual porta el gen aadE que
codifica la actividad AAD(6"). Tn5405 también porta genes de resistencia a neomicina
y kanamicina, concretamente el aphA-3, que codifica por la actividad APH(3")IIl. Este
gen se ha descrito también formando parte de la estructura del plasmido pWA1, donde a
su vez algunos estudios describen su asociacion con resistencia a estreptomicina, via
actividad AAD(3"") (Kayser y col.l, 1981; Derbise y col., 1997).

La resistencia a gentamicina y de antibidticos relacionados como amikacina,
tobramicina y netilmicina, es mediada por las actividades AAD(6") y APH(27),
codificadas por los genes aacA-aphD (Lyon y col., 1984). Por ello, la resistencia a
gentamicina debe asociarse con resistencia a todos los aminoglucosidos de utilizacién

clinica (la propia gentamicina, tobramicina, amicacina, netilmicina y ademas
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kanamicina, con la excepcién de la estreptomicina). Sin embargo, la situacion opuesta
no existe, es decir, no se debe asumir que la sensibilidad a la gentamicina implica
también sensibilidad al resto de los aminoglucésidos, puesto que la presencia de la
enzima ANT(47)(4”) que determina la resistencia a la tobramicina, también confiere
resistencia a kanamicina y amicacina, pero nunca a gentamicina. Esta ultima forma de
resistencia es frecuente entre las cepas de SARM de los hospitales esparioles y del resto
de Europa (Morosini y col., 2012).

Los genes que codifican las enzimas inactivadotas de aminoglucdésidos, son
transportados por el transposon Tn4001, que a su vez se encuentra formando parte de
los plasmidos multirresistencia pSK1 y pSK41, o del propio cromosoma de
Staphylococcus aureus (Lyon y col., 1984).

Sulfonamidas y Trimetoprim

Las sulfonamidas y el trimetoprim son antibidticos sintéticos que interfieren en
diferentes pasos de la ruta de sintesis de novo del tetrahidrofolato, el cual es un
precursor esencial de mdltiples aminoacidos y nucleétidos. Las sulfonamidas son
analogos estructurales del acido p-aminobenzoico e inhiben competitivamente la
dihidropteorato sintasa, que cataliza la conversion del p-aminobenzoico a acido
dihidropteroico. El trimetoprim tiene una elevada afinidad por la enzima dihidrofolato
reductasa (DHFR), que cataliza la ultima reaccion de la via de sintesis del
tetrahidrofolato, y sobre la cual lleva a cabo una inhibicion competitiva (Huovinen y
col., 1995; Skold y col., 2001). Los aislados clinicos de Staphylococcus aureus que son
resistentes a sulfonamidas, han mostrado tener mutaciones cromosémicas en el gen que
codifica para la dihidropteorato sintasa, con las que disminuye su afinidad por estos
antibioticos. La resistencia intermedia a trimetoprim en Staphylococcus aureus es
mediada por mutaciones cromosomicas en el gen dfrB, el cual codifica la DHFR. Sin
embargo, una elevada resistencia a trimetoprim es mediada por un plasmido, el pSK639,
el cual porta el gen dfrA, que codifica una DHFR con afinidad reducida para
trimetoprim (Tennent y col., 1988; Young y col., 1987).

Linezolid y daptomicina

Linezolid y daptomicina son dos antibioticos relativamente nuevos,
especialmente indicados para el tratamiento de infecciones por SARM. Actualmente en
Espafia la ocurrencia de resistencias en Staphylococcus aureus para estos antibioticos es

testimonial (Goméz-Garcés y col., 2010; Picazo y col., 2011a), sin embargo, cada vez
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es mayor el nimero de trabajos que comunican la aparicion de cepas resistentes en otros
paises.

Hace pocos afios aparecieron los primeros trabajos que informaban sobre la
aparicion de cepas de Staphylococcus aureus (todas eran SARM) resistentes a linezolid.
Este es un antibidtico que inhibe la sintesis proteica por su unién al dominio V del
ARNr 23S de la bacteria. La primera resistencia a linezolid en Staphylococcus aureus
fue reportada en una cepa de SARM aislada a partir de un paciente afectado de
peritonitis (Tsiodras y col., 2001). Presentaba una mutacion puntual de una guanina por
una citosina (G2576T) en la secuencia codificante para el sitio de union a linezolid en la
subunidad ribosomal. En afios posteriores se han descrito aislados resistentes a linezolid
con otra mutacién (T2500A). Asi, hoy en dia, la resistencia se asocia a multiples y
diversos genes mutantes de ARNr 23S. Uno de los més reportados es el gen cfr que
codifica una de las ARNr 23S metiltransferasa. Se ha sugerido que la ocurrencia de
multiples genes mutantes podria ser debida a una recombinacion homdloga entre cepas
con genes mutantes y cepas salvajes, bajo la presion selectiva del linezolid (Meka y col.,
2004). La resistencia de SARM a linezolid se ha descrito generalmente en pacientes
tratados con este antimicrobiano durante largos periodos, pero también como
consecuencia de la diseminacion plasmidica de la resistencia a linezolid o por
diseminacion clonal entre pacientes hospitalizados generalmente en UCI (Cercenado y
col., 2010). En el afio 2010, el grupo de Picazo y col., en un estudio sobre actividad
comparativa de daptomicina, describe el hallazgo de una cepa SARM con resistencia a
linezolid. En ese mismo afio se describe un brote de Staphylococcus aureus resistente a
Linezolid (LRSA) en la UCI de un hospital espafiol, con 12 pacientes afectados en
apenas dos meses. La resistencia a linezolid debida a mutacion en cfr se demostro en
todos los aislados. Entre las muestras de los potenciales portadores pertenecientes al
equipo sanitario, una de ellas fue positiva para LRSA. Asi este brote se asocié a
transmision nosocomial y un uso extensivo del linezolid (Sanchez-Garcia y col., 2010).

La daptomicina es un antibiotico lipopeptidico, con un Unico mecanismo de
accion que implica la union e insercion dentro de la membrana citoplasmatica en
presencia de concentraciones fisioldgicas de iones calcio. La resistencia a daptomicina
se asocia con varias mutaciones puntuales, que habrian ido apareciendo en respuesta a la
presion selectiva de daptomicina, en al menos tres proteinas diferentes: MprF (una
lisisfosfatidilglicerol sintasa), YycG (una histidina quinasa) y Rpo (forma parte de la

RNA polimerasa). Esta mutaciones dan como resultado un incremento en la diferencia
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de potencial a través de la membrana citoplasmatica bacteriana y una reduccion de la
capacidad de la molécula de daptomicina para unirse a su receptor especifico en esa
membrana (Vikram y col., 2005; Friedman y col., 2006; Kaatz y col., 2006). Algunos
indicadores de la resistencia a daptomicina la asocian a cepas SARM con sensibilidad
reducida a vancomicina y persistencia bacteriémica. Asi, recientemente, se publico un
trabajo que describia como una cepa SARM con sensibilidad heterorresistente e
intermedia a vancomicina, desarrolla una resistencia a daptomicina (a pesar de ser en
principio sensible) en el marco de una bacteremia persistente secundaria a una
osteomelitis vertebral (Van Hal y col., 2011a).

Resistencia a vancomicina

Durante la emergencia generalizada de SARM, la vancomicina ha representado
la piedra angular de la terapia para infecciones por este microorganismo. En los ultimos
quince afos, el fendbmeno al que tanto se le temia, finalmente ha ocurrido: la aparicién
de cepas que no son susceptibles a vancomicina, que se muestran con una resistencia
intermedia (cepas VISA, del inglés vancomycin intermediate Staphylococcus aureus), o
peor aun, una resistencia completa a este antibidtico (cepas VRSA, del inglés
vancomycin resistance Staphylococcus aureus) (Pantosti y col., 2007). De acuerdo con
el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), las cepas VISA son aquellas que
presentan una concentracion minima inhibitoria (CMI) entre 4-8ug/ml, mientras que las
cepas VRSA son aquellas que presentan una CMI > 16ug/ml (Appelbaum y col., 2007).
Hay que puntualizar que la resistencia no se desarrolla en pasos, es decir, que las VISA
no progresan a VRSA, ni estas Ultimas provienen de las primeras, si no que son
fendmenos independientes y ademas presentan mecanismos completamente diferentes.
La primera cepa VISA se registro en Japon en 1996, para después pasar a reportarse
también en otros paises (Tenover y col., 2001).

Puede ocurrir que cuando se realiza un test de sensibilidad a glicopéptidos de
rutina en el laboratorio, algunas cepas que se muestran como sensibles, contengan
subpoblaciones con resistencia intermedia o resistencia completa a vancomicina. Es
decir, son susceptibles a vancomicina porque tienen una CMI < 4pug/ml, pero hay una o
varias subpoblaciones celulares con una CMI > 4 pg/ml. A este fenomeno se le
denomina heterorresistencia y se habla de cepas h-VISA. Suele darse en cepas con CMI
entre 1-4 pg/ml (Tenover y col., 2001; Appelbaum y col., 2007; Cercenado y col.,
2010). Algunos autores sugieren que la colonizacién o infeccion con VISA puede ser

precedida por infeccion con h-VISA, y luego la exposicion prolongada al antibidtico

58



Ileva a la aparicion de una poblacién con resistencia uniforme (Hiramatsu y col., 1997,
Appelbaum y col., 2007). Desde un punto de vista biologico, el status h-VISA conferiria
una ventaja de supervivencia a Staphylococcus aureus, ya que si bien dosis terapéuticas
de vancomicina eliminan el 99.9% de la poblacion, la fraccion restante sobrevive y es
capaz de crecer a concentraciones de antibidtico de 4 ug/ml o superiores. Estas células
VISA gastan gran cantidad de energia para engrosar la pared celular y tienen una
adaptabilidad evolutiva menor que las cepas VSSA, por lo cual tienden a revertir al
fenotipo h-VISA una vez cesa la presion del antibiotico. Sin embargo, cuando se
exponen nuevamente a vancomicina generan mutantes resistentes con una alta
frecuencia, lo que asegura la supervivencia de la cepa (Rodriguez y col., 2005). Asi
pues, el fendbmeno h-VISA es muy importante para la epidemiologia de la resistencia a
glicopéptidos en Staphylococcus aureus, pues las células resistentes presentes en una
mayoria de poblacion sensible, pueden seleccionarse durante el tratamiento con
vancomicina. Ademas, existen varios trabajos que alertan sobre el fracaso terapéutico
con vancomicina en infecciones producidas por cepas h-VISA y por cepas con CMI
boderline entre las categorias de susceptibilidad y resistencia intermedia (Liu y col.,
2003). Por esto, se ha recomendado a las sociedades cientificas bajar los puntos de corte
para vancomicina en Staphylococcus aureus. Asi el Comité Europeo para Test de
Susceptibilidad Antibiotica (EUCAST) ha disminuido recientemente el punto de corte a
una CMI > 2ug/ml para la definicion de VISA (http://mic.eucast.org) (Morosini y col.,
2010).

Los informes de h-VISA son mas frecuentes entre cepas resistentes a meticilina.
En un estudio con 7.920 cepas de Staphylococcus aureus aisladas en diferentes paises
en el periodo de 1997 a 2001, se encontrd una frecuencia 43 veces mayor de h-VISA en
las cepas resistentes a meticilina (2.16%) que en las cepas sensibles (0.05%); este hecho
sugeria que estas cepas mas expuestas a los glucopéptidos tendrian mayor capacidad
para desarrollar el fendmeno h-VISA (Liu y col., 2003). Se estima que las cepas h-VISA
son mas comunes que las reportadas en la bibliografia cientifica, debido a la dificultad
que entrafia detectarlas en el laboratorio con los métodos rutinarios (Rodriguez y col.,
2005). Actualmente no hay un método estandarizado para identificar las cepas h-VISA.
El Analisis Poblacional (PAP) se ha propuesto como la técnica mas precisa. Sin
embargo la naturaleza laboriosa de esta técnica y el requerimiento de un costoso equipo
electronico para siembra en espiral en medio sélido, la hacen poco practica para la

mayoria de laboratorios. En su lugar han aparecido nuevos procedimientos,
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técnicamente menos complejos, basados en los valores de CMI obtenidos mediante E-
test en medios sélidos de agar, como son el GRD E-test o el Macrométodo (MET), con
porcentajes de sensibilidad y especificidad entre el 89-98% vy el 55-97%,
respectivamente, segun los estudios (Walsh y col., 2001; Voss y col., 2007; Yosuf y col.,
2008; Van Hal y col., 2011), lo que les permite presentarse como buenas herramientas
de cribado.

La resistencia intermedia a vancomicina ha sido asociada a la presencia de una
pared celular engrosada. Esta pared es rica en cadenas de peptidoglicano no reticuladas
y que muestran un dipéptido D-Ala-D-Ala, diana de la vancomicina, completamente
libre. Sin embargo, las dianas “correctas” de la vancomicina son los dipéptidos D-Ala-
D-Ala pertenecientes a los precursores de los peptidoglicanos en formacion, y situados
en las capas internas de la pared celular. Es aqui donde la vancomicina ejerce su accién
bactericida bloqueando la incorporacién del precursor al peptidoglicano en
construccién. De esta manera, los residuos D-Ala-D-Ala de la pared celular engrosada,
actan como sefiuelos para la vancomicina, blogueandola en la parte externa de la
pared, e impidiendo que llegue a unirse a sus “verdaderas” dianas. Ademas, esto
provoca la acumulacion de vancomicina y la obturacion de la pared, lo que a su vez
dificulta la penetracion de otras moléculas de vancomicina hasta los niveles mas
internos. Ningun rasgo genético ha sido hasta la fecha relacionado directamente con el
fenomeno VISA. Sin embargo, se ha descrito el gen regulador accesorio agr como
regulador de la virulencia en estas cepas. La pérdida de las funciones agr ha sido
relacionada con una ventaja selectiva para la supervivencia celular en presencia de
vancomicina (Cui y col., 2006; Sakoulas y col., 2003).

Mientras el mecanismo de resistencia de las cepas VISA no se conoce de manera
completa y en profundidad, el correspondiente a las cepas VRSA se conoce
perfectamente. Estas cepas han adquirido el aparato genético completo para resistencia a
glicopéptidos de los enterococos resistentes a vancomicina (VRE). Por lo tanto, las
bases genéticas y bioquimicas de resistencia son idénticas a las descritas para VRE
(Courvalin y col., 2006). Hasta este momento, se han descrito 6 cepas de VRSA, todas
son SARM Yy todas pertenecientes al grupo clonal USA. Todas han adquirido el operon
vanA que confiere elevado nivel de resistencia a los glicopéptidos, tanto teicoplanina
como vancomicina. Este operdn contiene dos genes ensamblados, el vanA y el vanH,
implicados en la sintesis de un precursor de peptidoglicano modificado. Esta alteracion

consiste en que en lugar de contener el dipéptido terminal D-Ala-D-Ala, contiene el D-
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Ala-D-Lac, con una afinidad por la vancomicina sensiblemente inferior a la mostrada
por el péptido salvaje. Ademas el operon cuenta con un gen accesorio, denominado
vanX, encargado de eliminar en la pared celular la existencia de posibles dianas D-Ala-
D-Ala susceptibles de unirse a vancomicina. EI mecanismo de resistencia se encuentra
bajo la actividad reguladora de dos genes, el vanS y el vanR, que se activan y permiten

la transduccidn de los genes vanH, vanA y vanX, solo en presencia de vancomicina.

vanA operon
]
T 1
IR,  ORF{ ORF2 vanR vanS  vanH vanX  vanY vanZ IR,
L Il Il | 1 I
| I | |
Transposicion Regulacion Resistencia Proteina accesoria

a glicopéptidos

Figura 3. Estructura del transposon Tn1546. La region rosa con las secuencias ORF1 y ORF2 seran las
responsables de la movilizacién del transposon, el cual se encuentra delimitado por las secuencias
repetidas invertidas correspondientes (ILr e IL,). La regién en azul, formada por los componentes vanR y
vans sera la encargada de la regulacion del operon. En morado, los tres genes esenciales para la
resistencia a vancomicina: vanR, que codifica una deshidrogenasa para la produccion del lactato, vanA,
que codifica una ligasa para la produccion del péptido diana alterado, y vanX que codifica una
dipeptidasa que elimina los péptido diana salvajes. La region verde, con vanY y vanZ, parece tener un

papel importante en la resistencia a teicoplanina (Pantosti y col., 2007)

El operon vanA se incluye en un transposon de 11kb llamado Tn1546 (Fig. 3).
Los estudios moleculares sugieren que la transferencia horizontal de Tn1546 de VRE a
VRSA ha ocurrido in vivo, probablemente durante una infeccion mixta provocada
simultaneamente por los dos microorganismos, y vehiculizado por un plasmido. La
replicacion ineficiente de los plasmidos enterocécicos en las cepas de SARM podria
contribuir a mantener limitado el nimero de VRSA detectados en el mundo hasta el dia
de hoy (Weigel y col., 2003; Tenover y col., 2004; Weigel y col., 2007).

A pesar de la emergencia sobre la aparicion de cepas VISA, VRSA y h-VISA, la
vancomicina sigue siendo hoy en dia uno de los antibioticos mas utilizados para el
tratamiento de la bacteriemia por SARM, asi como de otras infecciones menos graves
producidas por este microorganismo. Sin embargo, el fracaso del tratamiento con

vancomicina no es infrecuente, incluso cuando las cepas de SARM son completamente
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sensibles a la vancomicina segun los criterios del CLSI, es decir, CMI < 2. Se ha
descrito una reduccién en la eficacia de la vancomicina frente a SARM cuando las CMI
de vancomicina son elevadas, aunque dentro del rango de sensibilidad (CMI 1-2 pg/ml),
lo que sugiere que elevaciones moderadas en las CMI podrian explicar algunas
evoluciones clinicas no satisfactorias (Soriano y col., 2008). Por otra parte, multiples
estudios han demostrado discrepancias entre los resultados de las pruebas de
sensibilidad in vitro a la vancomicina (sensible o resistente) y la evolucién clinica en
pacientes infectados por SARM Yy tratados con este glucopéptido. Por este motivo, es
frecuente que a los laboratorios de microbiologia se les solicite la determinacion del
valor exacto de CMI de vancomicina por un método de referencia (microdilucion en
caldo) o por métodos alternativos (E-test). En este sentido, algunos estudios han
demostrado que la mortalidad asociada a la bacteriemia por SARM es
significativamente mayor si se obtienen valores de CMI de vancomicina > 1 mg/l por E-
test. Con todo esto, los aislados de SARM que actualmente reportan una CMI para
vancomicina en el intervalo de 1 a 2 pg/ml, recibirdn el nombre de cepas con
“sensibilidad disminuida a vancomicina” (Cercenado y col., 2010).

Las cepas de SARM han respondido a la presion ejercida por el consumo de
vancomicina con un abanico de cambios metabolicos que incluye ademéas de la
resistencia a vancomicina (en sus distintos fenotipos anteriormente descritos), la
tolerancia. La tolerancia a glucopéptidos presenta dos caracteristicas comunes con la
heterorresistencia: la ausencia de su determinacion en rutina por parte del laboratorio y
la disminucion de la actividad antimicrobiana que puede tener implicaciones clinicas.
Otra caracteristica en comun con la heterorresistencia es que la disminucion de la
actividad antimicrobiana que ambas conllevan no queda reflejada en el valor de la CMI,
por lo que, en ausencia de su determinacion especifica, su presencia no es conocida por
el clinico. La tolerancia a un antibi6tico puede definirse como la capacidad de las
bacterias para sobrevivir en un ambiente con dosis letales de ese antibidtico, pero no
crecer, es decir, el antibiotico frente a esa cepa, pierde su capacidad bactericida,
manteniendo la capacidad bacteriostatica. Se considera que existe tolerancia cuando el
valor del cociente concentracion bactericida minima (CMB) y la CMI (CMB/CMI) es >
32 6> 16 (en este caso con una CMB de vancomicina > 32 pg/ml). Esto implica que las
concentraciones séricas obtenidas tras dosis estandar superan el valor de la CMI,

pudiendo no superar el valor de la CMB (Aguilar y col., 2009).
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En estudios epidemioldgicos recientemente publicados en Estados Unidos, la
tolerancia a vancomicina y teicoplanina fue del 6.1% y 18.8% respectivamente en
Staphylococcus aureus (Traczewski y col., 2009). Sin embargo, estos porcentajes
aumentan cuando se trata exclusivamente de aislados causantes de cuadros clinicos
serios. Asi, aumenta hasta el 20% cuando el estudio se limita a bacteremias o
endocarditis (Perry y col., 1999; Sader y col., 2009). El Gnico estudio publicado hasta la
fecha, que valora la incidencia de la tolerancia a glucopéptidos en Staphylococcus
aureus en Espafa, es un estudio multicéntrico realizado sobre la base de mas de 187
aislados SARM causantes de bacteremia, donde el 9.6% de las cepas resultaron
tolerantes a vancomicina (Picazo y col., 2011b).

Mecanismos de resistencia para otros antibigticos

La resistencia a acido fusidico, esta asociada con mutaciones en el gen fusA, de
localizacion cromosomica, el cual codifica el factor G de elongacion, diana del acido
fusidico; y la adquisicion del fusB, cuyo mecanismo de resistencia ain se desconoce
(Pantosti y col., 2007).

La resistencia a rifampicina ocurre rapidamente, si la droga es usada en
monoterapia, de manera que se recomienda que sea utilizada siempre en asociacion con
otro agente. La resistencia es debida a mutaciones puntuales en los genes que codifican
para la subunidad B de la ARN polimerasa dependiente de ADN (rpoB), diana de
rifampicina, que ocasiona un descenso de la afinidad por este agente (Maranan y col.,
1997).

La resistencia a clindamicina se debe a una clase de genes denominados erm,
los cuales codifican la metilacién de un residuo de adenina de la regién de ADN que
codifica el ARNr 23S, y confiere resistencia, no solo a clindamicina, sino a un grupo
méas amplio de antibacterianos como eritromicina, lincosaminas y estreptogramina. El
gen erm(A) es transportado por el Tn554-like, mientras que el erm(C), usualmente se
encuentra localizado en un plasmido, mas comun entre los SASM (Renushri y col.,
2010).
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MECANISMO
AGENTE GEN DE -
DE ELEMENTO GENETICO
ANTIMICROBIANO | RESISTENCIA RESISTENCIA
erm(A) ARNr adenina N- Tn554
Grupo MLS erm(B) 6- Tn551/pl258
erm(C) metiltransferasa pE194
Cloranfenicol cat Clqranfen|col pC221,pC223,pUB112,pC194
acetiltransferasa
griA Topoisomerasa
Y
: gyrB ADN girasa
Fluorquinolonas Bombas de fiujo MC
norA de salida
multidrogas
Espectinomicina spc espectinomicina Tn554
acetiltransferasa
Bombas de flujo
Tetraciclina tet(A)K de salida Pt181
multidrogas
Estreptomicina
aadE adeniltransferasa Tn5405
- (AAD(6")
Estreptomicina Aminoglucosido
aadD adeniltransferasa
(AAD(3)) Tn5405/pWA1
- Aminoglucésido
Neomicina,
Kanamicina aphA-3 fosfotransferasa
(APH(3))
Gentamicina, aacA AAD(6")
Tobramicina aphD APH(2") Tn4001/pSK1/pSk2
. . dfrA pSK239
Trimetoprim 4fB DHFR MC
reduccion de la
Linezolid gen ARNr23S afinidad por MC
ARNr 23S
Daptomicina MprF, YycG, MprF, YycG, MC
Rpo Rpo
Vancomicina, precursores con
Teicoplanina operon vanA D-Ala-D-Lac Tn1546
Meticilina, Oxacilina mec A PBP2a Cassette SCCmec
Ac. Fusidico fusA, fusB Factor G ,de MC
elongacion
Subunidad p de
. - RNApol
Rifampicina rpoB dependiente de MC
DNA
Clindamicina erm meulaggg RNAr Tn554-like

Tabla 2. Ejemplos de fendmenos de resistencia a antimicrobianos en Staphylococcus aureus
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1.6.1.7 STAPHYLOCOCCUS aureus RESISTENTE A METICILINA

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) permanece hoy en dia
como uno de los principales agentes patdgenos bacterianos en humanos
multirresistentes, causante de complicaciones importantes en infecciones de la piel y
tejidos blandos, y graves infecciones adquiridas en el hospital, especialmente
bacteremias, endocarditis y neumonias asociadas a ventilacion mecanica (NAVM).

En Espafia, la ultima estimacion sobre prevalencia de SARM con respecto al
total de aislados de Staphylococcus aureus, fue del 29% (Vindel y col., 2009).
Actualmente se estima que SARM causa al afio 171.200 infecciones asociadas a
cuidados sanitarios (IACS) en Europa, lo que corresponde al 44% del total. También se
estima que las infecciones por SARM causan 5.400 muertes anuales asociadas al
cuidado sanitario, y la dilacion de la estancia hospitalaria en alrededor de un millon de
dias entre todos los pacientes que adquieren la infeccion (Gould y col., 2012).
Diferentes trabajos cifran este aumento de la estancia hospitalaria entre 10 y 26 dias por
paciente (Ben-David y col., 2009; Goetghebeur y col., 2007). Esto por supuesto
conlleva un exceso de gasto importante para los sistemas de salud, en forma de medidas
de control especiales, tratamientos caros y vigilancia extensiva. Existen diferentes
trabajos que calculan el gasto hospitalario por paciente infectado por SARM. Los
resultados oscilan entre los 12.000 y 39.000$, variacion asociada al contexto de los
diferentes sistemas de salud (que incluso se producen dentro de un mismo pais), y el
ensayo metodologico elegido, como comparar los costes con los casos de SASM o
frente a los de pacientes sin infeccién alguna (Gould y col., 2010). Asi, en el afio 2010
se publicaron los resultados de un estudio estadounidense que incluia alrededor de 700
pacientes, infectados por SARM y SASM en proporcion similar. EI coste medio por
paciente infectado por SARM fue de 34.657$, frente a los 15.923$ de los infectados por
SASM. El ratio de mortalidad era significativamente mayor para los primeros con un
23.6% frente a un 11.5% (Filice y col., 2010). Un estudio similar realizado unos afos
antes en Canada, obtuvo un coste por paciente infectado por SARM de 12.216%,
atribuyendo un 81% a la hospitalizacion, un 13% a las medidas de vigilancia y control
epidemioldgico, un 4% a la terapia antibiotica y un 2% a las investigaciones del
laboratorio (Goetghebeur y col., 2007). Se calcula que en la Union Europea el coste
hospitalario adicional atribuible a las infecciones por SARM alcanza los 380 millones €
al afo (Gould, 2010).

65



1.6.1.7.1 BASES BIOQUIMICAS, MOLECULARES Y GENETICAS DE
LA RESISTENCIA A METICILINA

La célula de estafilococo se encuentra rodeada, como todas las bacterias gram
positivas, por una pared celular con 20-40 nm de ancho y cuya principal molécula
estructural es la mureina o peptidoglicano (PG), el cual se dispone tridimensionalmente
constituyendo una red o malla reticulada. EI PG es un polimero constituido por residuos
alternos de dos derivados de azucares, el acido-N-acetilmurdmico (NAM) y N-
acetilglucosamina (NAG), unidas por puentes B-1,4-glucosidicos. Unidas al grupo
carboxilo del NAM, hay cadenas peptidicas constituidas por cuatro aminoacidos: L-
alanina, D-glutamina, L-lisina y D-alanina. Las cadenas de PG estan conectadas entre si
a través de estos tetrapéptidos. En Staphylococcus aureus, los tetrapéptidos de las
cadenas de PG adyacentes, se unen por puentes transversales de pentapéptidos de
glicina (que unen el grupo &- amino de la L-lisina con el grupo carboxilo de la D-
alanina, Fig. 4). Estos son preformados en el citoplasma por las proteinas FemX, FemA
y FemB, que también se encargaran de unir la glicina del extremo del pentapéptido, a la
L-lisina del tetrapéptido del NAM (Fig. 4). El establecimiento definitivo del puente de
pentaglicinas entre los tetrapéptidos de NAM de cadenas de PG adyacentes, se
denomina transpeptidacion, y es llevada a cabo en la superficie externa de la membrana
citoplasmatica, en una reaccion catalizada por las proteinas de union a penicilina o
PBPs.

Glycan chain 1

L-Ala L-Ala
|

o-Glu o-Glu oc-Ala
| |

5Gly — L-Lys 5Gly—1-Lys p-Ala

| | |

p-Ala o-Ala -1 Gly — Gly— Gly— Gly— Glyl— L-Lys Stem peptide
| I

o-Ala o-Glu

Pentaglycing cross-bridge |
L-Ala
4

et (IENAC H MurNAC — GicNAc | .
Glycan chain 2

Figura 4. Una representacion esquematica de un puente cruzado entre dos cadenas de mureina en la capa
de PG de un S.aureus (Stapleton y col., 2002)

En Staphylococcus aureus se han descrito cuatro PBPs: PBP1, PBP2, PBP3 y
PBP4. Todas poseen dos dominios, uno involucrado en la reaccion de transpeptidacion
y el otro implicado en la transglicosilacion de la cadena de mureina. El antibitico B-

lactdmico actua inhibiendo el dominio de transpeptidacion de las PBPs, interfiriendo de
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esta manera en la construccion de los puentes cruzados entre las cadenas de PG. Sin
estos, la pared celular es inestable y débil mecanicamente, se producira la liberacion de
contenido celular, y la bacteria muere (Georgopapadakou et al., 1986; Giesbrecht y
col., 1998; Berger-Béachi y col., 1998).

Genéticamente, la diferencia de un SARM con un Staphylococcus aureus
sensible a meticilina (SASM), es la presencia en el cromosoma bacteriano de un largo
fragmento (40-60 kb) de ADN foraneo, al que se le conoce con el nombre de elemento
mec, y la presencia en éste, del gen mecA, que codifica para una proteina de union a
penicilina de 75 KDa denominada PBP2a o PBP2". Hasta la fecha, no se ha descrito un
equivalente alélico del gen mecA en las cepas de Staphylococcus aureus susceptibles a
meticilina (Berguer-Bachi y col., 1999; Stapleton y col., 2002).

El origen de la resistencia a meticilina no esta del todo claro. Un homologo de
mecA con una similitud de 88% de los aminoacidos con el gen mecA de Staphylococcus
aureus se ha identificado en Staphylococcus sciuri. Cabe destacar que este homologo
del gen mecA es ubicuo en esta especie y fenotipicamente se expresa como sensible a
meticilina (Couto y col., 1996; Wu y col., 2001). Por lo tanto, se piensa que el gen mecA
se ha originado en ECN y probablemente de una cepa estrechamente relacionada con
Staphylococcus sciuri. Los estudios de secuenciacion del gen mecA demuestran una
secuencia muy conservada entre diferentes cepas de SARM y de ECN resistentes a
meticilina. Esto hace pensar que todas las cepas estafilococicas resistentes a meticilina
descienden de un unico clon ancestral que adquirié el gen mecA. Probablemente la
transposicion es el mecanismo de transferencia horizontal para la adquisicion de mecA,
segun los estudios publicados hasta el momento. Una 0 mas copias de la secuencia de
insercion 1S431 (también conocida como 1S257) ubicadas al lado del complejo mec
dentro del cassette cromosomico, con dos IR (invert repeats) en los extremos y dos
genes conocidos como ccrA y ccrB que codifican para recombinasas, son las razones
que apoyan la idea de que el gen mecA y su ADN asociado, son moviles (Berguer-
Bachi y col., 1999; Stapleton y col., 2002).

El principal mecanismo de resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus se
produce a través de la expresion de la proteina foranea PBP2a, a la cual no se puede unir
la meticilina, y toma el mando de las reacciones de transpeptidacion de las PBPs
enddgenas. La sintesis de PBP2a normalmente se encuentra regulada para que el nivel
de expresion sea bajo, sin embargo este puede potenciarse si se producen mutaciones en

los genes reguladores, mecl y mecRL1.
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Los genes mecR1 y mecl son reguladores de la transcripcion localizados
inmediatamente corriente arriba del promotor del gen mecA. El gen mecl codifica Mecl,
una proteina homodimérica de union a ADN que reprime la expresion del gen mecA
mediante bloqueo de la region promotora. EI gen mecR1 codifica MecR1, una proteina
transmembrana (metaloproteasa dependiente de Zn?*) que actlia como transductor de
sefial en presencia de antibidticos B-lactamicos. En ausencia de antibiotico, Mecl se
encuentra fijado al promotor mecA, inhibiendo su expresion. Bajo presion selectiva,
MecR1 detecta la presencia de antibiotico y desencadena su respuesta hidrolizando el
dimero Mecl, el cual se desune del promotor permitiendo la expresion del gen mecA
(Sharma'y col., 1998).

Se ha descrito que las cepas que presentan secuencias intactas y por tanto, una
completa funcionalidad de los genes mecR1 y mecl, presentan una fuerte represion en la
expresion de PBP2a, ya que el gen mecA esta reprimido efectivamente por Mecl. Estas
cepas pueden llegar a mostrarse susceptibles a meticilina. Sin embargo, parece probable
que los polimorfismos de mecl y las mutaciones en el promotor de mecA se encuentren
en muchos aislados clinicos de SARM, reflejando una presion selectiva positiva
ejercido por los P-lactdmicos sobre los mutantes que carecen o presentan menor
actividad represora. Para estas cepas, la cantidad de PBP2a producida les es suficiente
para conferirle una ventaja evolutiva sobre las demas, en aquellos medios con presencia
de meticilina (Chambers y col., 1997). El caso méas extremo lo ejemplifican las cepas
COL de SARM, en las que se ha descrito una deleccion que afecta al dominio de unién
del antibidticlo de mecR1 y la completa eliminacion de mecl, lo que origina una
expresion constitutiva de PBP2a (Fig. 5) (Niemeyer y col., 1996).

mecR1 mecl

- 1kb

Figura 5. Diagrama esquematico del operén mecRI-mecl. Se muestra como la deleccion de 1 Kb descrita
en las células COL, elimina la porcion 3° de mecR1 que contiene su dominio de unién a penicilina, y todo

el gen mecl (Niemeyer y col., 1996)
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Hay que indicar que la expresion constitutiva de la resistencia a meticilina
requiere, no solo las alteraciones en los genes mecR1 y mecl ya indicadas, sino también
la ausencia de los genes reguladores de B-lactamasas (blal y blaR1), los cuales son
capaces también de reprimir mecA (Hackbarth y col., 1993).

Entre el caso de las cepas COL y aquellas en las que las secuencias de los genes
reguladores estan intactas, se pueden encontrar cepas que expresan diferentes niveles de
resistencia, incluso subpoblaciones resistentes a elevadas concentraciones de meticilina,
dentro de una poblacion con sensibilidad al antibidtico. Es lo que se denomina
resistencia heterogénea, analoga a la que puede mostrar Staphylococcus aureus con
respecto a la vancomicina (Markova y col., 2008).

Actualmente se considera al conjunto compuesto por el gen mecA, los genes del
operon regulador mec y las secuencias de insercion, una unidad denominada “complejo
génico mec”. El conjunto de genes ccr, que codifica recombinasas especificas de sitio
responsables de la movilidad del complejo génico mec, constituyen otra unidad
denominada “complejo ccr”. Los dos complejos, constituyen en conjunto un elemento
génico de Staphylococcus denominado cassette SCCmec. Este se describe como una
isla gendmica con un tamaio entre 21 y 67 kb, que se integra en el cromosoma siempre
al final del extremo 3" de la region orfX, un punto de lectura abierta de funcidn
desconocida, que se localiza cerca del origen de replicacion de Staphylococcus aureus
(Baba y col., 2002).

Segun la distribucion de mecl, mecR1, y la posicion exacta de 15431, el
complejo mec se puede clasificar en seis tipos diferentes (IWG-SCC, 2009):

e Clase A - Down 1S431-mecA-mecR1-mecl Up -

e Clase B - Down 1S431-mecA-mecR1-1S1272 Up -

Clase B2 - Down 1S431-mecA-mecR1-Tn4001-1S1272 Up -
Clase C2 - Down 1S431-mecA- mecR1-1S431 Up -

Clase C1 - Down 1S431-mecA-mecR1-1S431 Up -

Clase D - Down 1S431-mecA- mecR1 Up —

De la misma manera, para el complejo génico ccr, se han identificado cinco

tipos diferentes: Tipo 1, ccrB1-ccrAl; Tipo 2, ccrB2-ccrA2; Tipo 3, ccrB3-ccrA3; Tipo
4, ccrB4-ccrB4; Tipo 5, ccrC (Zhang y col., 2005).

Segun la combinacion encontrada en los SCCmec, de tipo de complejo génico
mec con tipo de complejo génico ccr, se han descrito para SCCmec ocho variantes hasta
la fecha (Tabla 3).
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Complejo Complejo

mec ccr SCCmec
B 1 | (1B)*
A 2 Il (2A)
A 3 Il (3A)
B 2 IV (2B)
Cc2 5 V (5C2)
B 4 VI (4B)
C1 5 VIl (5C1)
A 4 VIl (4A)

Tabla 3. Tipos de cassette SCCmec en funcion del tipo de complejo mec y complejo ccr.

* Otras denominaciones aceptadas

ecr complex (type 1) mee complex (class B)
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Figura 6. Representacién esquematica de los complejos génicos ccr y mec que constituyen los SCCmec

tipo I, 11 y 11 (arriba, centro y abajo, respectivamente) (Ito y col., 2001).

La regidn del cassette mec que no comprende a los complejos génicos mec y ccr,
se le denomina region J. Esta region contiene genes y pseudogenes que no parecen ser
esenciales, exceptuando algunos genes de resistencia a antibioticos B-lactdmicos y
metales pesados (Zhang y col., 2005). Ocurre que dentro de algunos tipos de SCCmec,
se pueden encontrar variantes en base a la secuencia de la region J, que son clasificadas
como subtipos. Estos incluyen por ejemplo el SCCmec IA, que se diferencia del
SCCmec | por la presencia del plasmido pUB110 integrado corriente abajo del complejo
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mec; el SSCmec IlIA, que se diferencia del SSCmec I1l por la ausencia del plasmido
pT181 y los elementos 15431 flanqueantes; y el SCCmec tipo IlIB que carece de las
copias integradas del Tn454, del plasmido pT181 y del operédn mec con sus IS asociadas
(Oliveira y col., 2002). Variantes del SCCmec tipo IV son el SCCmec IVa, IVDb, IVcy
IVd, que se diferencian en sus secuencias nucleotidicas del extremo izquierdo del
complejo ccr (region L-C). El IVc tiene una copia integrada del Tn4001 flanqueada a
cada lado por la I1S256. El IVVa porta integrado el pUB110 (May col., 2002).

El SCCmec tipo | se disemino en cepas de SARM recolectadas a principios de la
era antibiotica, en la década de los afios 60, y a excepcion del gen mecA, no posee genes
de resistencia adicionales (Hiramatsu y col., 2001). Los SCCmec tipo Il y 11l emergen
en la década de los afios 80 y son portadores de otros genes de resistencia accesorios. En
ambos tipos de SCCmec se encuentra insertado el Tn554, aunque en diferentes lugares,
el cual confiere resistencia a eritromicina y espectinomicina. Ademas, en ambos tipos
hay integrados pequefios plasmidos movilizables entre secuencias de insercion 1S431,
ubicados corriente abajo del gen mecA. En el tipo 1l se encuentra el plasmido pUB110
que confiere resistencia a tobramicina y bleomicina, mientras que en el tipo Il se
encuentra el plasmido pT181, que codifica resistencia a tetraciclina. Los SCCmec tipo
IV y V, al igual que ocurriera con el SCCmec tipo I, no poseen genes de resistencia
adicionales. A diferencia de los tipos I, Il y 111, detectados en cepas de SARM de origen
hospitalario, los tipo IV y V se descubrieron en cepas de origen comunitario (May col.,
2002; Ito y col., 2004).

Otros factores ambientales y genéticos aparte del SCCmec también influyen en
la resistencia a meticilina. Los estudios empleando inactivacion por insercién, han
permitido identificar varios genes housekeeping estafilococicos necesarios para la
resistencia a meticilina. Mutaciones en los factores esenciales para la resistencia a
meticilina, factores fem (Factors Essential for Methicillin Resistance), o auxiliares,
factores aux (del inglés auxiliary), inhiben la formacion del precursor del PG. Las
proteinas FemA, FemB y FemX afaden residuos de glicina en el puente de
pentaglicinas entre las cadenas de PG (Berger-Bachi y col., 1998). Se ha comprobado
que la amidacion del glutamato en el péptido naciente es inhibida en mutantes femC,
que la formacion de glucosalina-1P se ve inhibida en mutantes femD, y que la
formacion del precursor se bloquea en el paso de adicion de lisina en mutantes femF
(Ludovico y col., 1998; Jolly y col., 1997; Gustafson y col., 1994). Otro tipo de factor

que puede tener influencia en la resistencia a meticilina es el gen ilm, que codifica una
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proteina de membrana lipofilica, la cual afecta a los niveles de ratio de lisis bacteriana
en presencia de meticilina, aunque se desconoce a través de qué proceso bioquimico. La
insercion del transposon Tn918 en dicho gen provoca una reduccion de la resistencia a
meticilina de alto nivel y homogénea, a un fenotipo heterorresistente. A los genes
denominados reguladores globales agr y sar, se les otorga un efecto modulador en la
resistencia heterogénea a meticilina. La correlacion entre la reduccion del nivel de
resistencia maximo alcanzable en los dobles mutantes agr-/sar- , y la reduccion de los
niveles de PBP1 y PBP3, conducen a la hipdtesis de que las PBPs enddgenas podrian

contribuir parcialmente a la accion de la PBP2a (Berger-Bachi y col., 1999).

16.1.7.2 TRANSMISIBILIDAD Y MEDIDAS DE CONTROL
EPIDEMIOLOGICO DE SARM

En los hospitales, el principal reservorio de SARM son los pacientes infectados
o colonizados. Las fosas nasales, heridas y el recto, son los sitios mas comunes de la
colonizaciodn de los pacientes en la atencién aguda o en los cuidados cronicos (Herwaldt
y col., 1999). El personal sanitario, aunque puede servir como reservorio de SARM y
puede albergar el microorganismo durante meses, actua principalmente como
mecanismo de transmision mediante sus manos contaminadas a partir de los pacientes
infectados o colonizados, las zonas de infeccion o colonizacién propias, y de los
instrumentos o superficies ambientales contaminados con liquidos corporales que
contengan SARM (Tabla 4). Por tanto, parece razonable que los intentos de controlar la
propagacion de SARM se hayan basado principalmente en tres estrategias: la higiene de
las manos de los trabajadores sanitarios, la mejora en la utilizacion de los antibiéticos, y
la deteccion y el aislamiento de los pacientes infectados o colonizados para aplicarles
medidas de contencién (Asensio y col., 2006).

El aislamiento de los pacientes de cuidados intensivos en habitaciones
individuales, o su agrupamiento (cohorting), no ha demostrado una reduccion de la
diseminacion de SARM. Y maés aun, en una revision sistematica reciente de la literatura
médica sobre la eficacia de las medidas de aislamiento para SARM, los autores
concluyen que no existen estudios lo suficientemente bien disefiados para analizar la
efectividad de cada una de esas medidas por separado aunque, probablemente, los
programas que incluyen este tipo de medidas pueden reducir la prevalencia de SARM

incluso en ambientes con concentraciones endémicas (Cepeda y col., 2005).
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Elevar el nivel general de adherencia a las precauciones bésicas evitaria la
adopcion de otras medidas mas costosas, ya que el cumplimiento de las precauciones
estandares con una adecuada higiene de las manos, complementada con las
precauciones de contacto para los pacientes infectados o colonizados deberia contener la
diseminacion de SARM en la mayor parte de las ocasiones (Asensio y col., 2006). La
recomendacion actual del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades de
EE.UU. (CDC) sobre la higiene de las manos, es la utilizacion de friegas con productos
basados en alcohol (Boyce y col., 2002).

o Permanencia hospitalaria prolongada

o Exposicién a antibiéticos de amplio espectro

o Exposicion a gran nimero de agentes antimicrobianos

o Terapia antimicrobiana de larga duracién

o Permanencia en unidades de cuidados intensivos o quemados
o Presencia de herida quirtrgica

o Proximidad a otro paciente con SARM

Tabla 4. Factores de riesgo para la adquisicion de una infeccion nosocomial por SARM
(Herwaldt y col., 1999)

En cuanto a la presion selectiva de los antibioticos, cada vez se acumulan mas
argumentos que relacionan el uso de determinadas clases de antimicrobianos de amplio
espectro (fluorquinolonas, cefalosporinas de tercera generacién y carbapenemes) y la
prevalencia de SARM. Esta restriccion deberia complementar otras medidas que
promueven la buena utilizacion de los antimicrobianos tales como la realizacion de un
diagnostico etiologico réapido y preciso, la optimizacion de la terapia empirica y
profilactica basada en la informacién local, el evitar el tratamiento de las
contaminaciones o de las colonizaciones (mediante antibioterapia sistémica), o la
suspension del antibidtico cuando la infeccion ya no es probable o ya se ha curado
(Monnet y col., 2005).

Otro medio para evitar la transmision de Staphylococcus aureus ha sido la
eliminacién del estado de portador nasal, la que ahora se puede lograr, al menos
temporalmente, con tratamiento antiestafilocécico local u oral. Se debe tener cuidado al

utilizar compuestos antibacterianos a los cuales los estafilococos sean y permanezcan
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sensibles. Debe comprenderse que la prevencion puede ser solo de corta duracion,
siendo la recolonizacion la regla con el tiempo. Mupirocina al 2% intranasal aplicada
dos veces por dia durante 5 dias, parece el agente topico mas efectivo, tanto en el caso
de SASM como en el caso de SARM, y resuelve el 91% de los casos de portacion nasal
estable. Rifampicina y ciprofloxacino, y sus combinaciones, han mostrado ser
sustancialmente eficientes, con una recidiva parcial en todos los casos con un
seguimiento de 1 mes (Amerlaan y col., 2009).

La ultima y mas actual medida para la contencién de la infeccion por SARM es
identificacion genotipica de las cepas SARM aisladas y producoras de infeccion, y el
posterior analisis epidemioldgico. La contribucidn de la epidemiologia molecular en el
control de la infeccion por SARM serd ampliamente tratada en el siguiente apartado.

Las normas de consenso para el control de la infeccion por Staphylococcus

aureus en general y por SARM en particular, quedan citadas en la Tabla 5.

¢ Higiene de manos de los trabajadores sanitarios

e Mejora en la utilizacion de los antibiéticos

o Deteccidn y aislamiento de los pacientes y personal colonizado
¢ Eliminacion del estado de portador nasal

o |dentificacion genotipica de las cepas SARM y su analisis epidemiolégico

Tabla 5. Cuadro de medidas para prevenir la extension de SARM entre los pacientes infectados

1.6.1.7.3 TIPIFICACION MOLECULAR DE SARM

El protagonismo de SARM en la infeccién nosocomial, las graves infecciones
que de ella pueden derivar, su implicacion en la infeccion asociada a los cuidados
sanitarios en el ambiente extrahospitalario, y el aumento progresivo de aislamientos de
cepas de SARM con resistencia a glucopéptidos o nuevos antibidticos como
daptomicina o linezolid, revela la importancia del uso de medidas de control de la
infeccion por SARM en el ambiente sanitario. Segun lo dicho en el apartado anterior, la
activa vigilancia, las precauciones en el manejo y contacto con los pacientes, asi como
la concienciacion de una buena higiene de manos del personal sanitario, son algunas de
las estrategias recomendadas para conseguir descender la ocurrencia nosocomial de

SARM. Sin embargo, la microbiologia siempre considerd importante para conseguir
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limitar la propagacion de SARM, desarrollar paralelamente métodos que permitieran
tipificar las cepas productoras de enfermedad, y de esta manera, obtener informacion
acerca de los reservorios, fuentes de infeccion y forma de transmision de cada una de
ellas, asi como poder distinguir la ocurrencia de reinfecciones. Los primeros métodos
surgieron en los afios 50 y 60, siendo todos meétodos fenotipicos. Los que mayor
trascendencia tuvieron fueron: tipificacion segun los perfiles de sensibilidad antibidtica,
de manera que las cepas con perfiles diferentes eran “antibiotipos” diferentes (Shittu y
col., 2006; Krynski y col., 1966); y el fagotipaje, es decir, el tipaje de las celulas en
funcidn del perfil de fagos que son capaces de causarles lisis bacteriana (del Valle y col.,
1999; Williams y col., 1952). Sin embargo, la exactitud y el poder discriminatorio de
estos métodos, fueron superados por las técnicas de tipaje basadas en el analisis del
genoma celular, que irrumpieron a finales del siglo pasado. Inmediatamente surgieron
diferentes publicaciones que demostraron los beneficios de la incorporacion rutinaria
del analisis y tipaje molecular de las cepas de SARM, en los programas hospitalarios de
control de la infeccién nosocomial. En esta linea, se realiz6 un estudio a finales de la
pasada década (Hacek y col., 1999) con el objetivo de determinar los beneficios, tanto
médicos como econdmicos, de un programa de control de infeccion nosocomial que
incluye la determinacion rutinaria de la clonalidad microbiana en los laboratorios
clinicos, mediante un andlisis por endonucleasas de restriccion (REA). La aplicacion
exhaustiva de las medidas preventivas de higiene en aquellos lugares donde se
demostraba la ocurrencia de un brote, el cuidado posterior en el manejo de esos
pacientes y el tratamiento de los posibles reservorios, result en un descenso del 23% en
el nimero anual de pacientes que adquirieron una infeccion hospitalaria por SARM
(Hacek y col., 1999). De esta manera se sientan las bases sobre las cuales muchos
autores recomiendan el tipaje molecular de las cepas de SARM, y el posterior estudio de
los diferentes clones, como un arma valiosa para rastrear y limitar la propagacion de
este microorganismo.

El sistema de analisis molecular de las cepas de SARM debe tener una serie de
caracteristicas para que resulte util en la consecucion de los objetivos. Asi, para cada
aislado, el sistema debe proporcionar un resultado interpretable, preferiblemente basado
en criterios objetivos. Los resultados deben ser reproducibles de un dia para otro, asi
como entre diferentes laboratorios, y permitir la diferenciacion de cepas no

relacionadas. Es importante que el método se pueda estandarizar y por tanto, de manera
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ideal, debe ser técnicamente sencillo y rapido, y con un coste econdémico efectivo para
los laboratorios (Shutt y col., 2005).

En la actualidad, son ya varios los métodos moleculares que han sido ensayados
y usados para el estudio de la relacion entre aislados de diferentes especies patdgenas,
tanto bacterianas como fungicas. A finales de la década de los ochenta emergieron un
grupo de técnicas, que con el tiempo revelaron una serie de limitaciones importantes.
Entre ellas se incluyen el analisis de plasmidos, ribotipaje por PCR, amplificacion de
fragmentos de longitud polimorfica (AFLP), la amplificacion con cebadores al azar de
regiones polimorficas de ADN (RAPD), o la electroforesis en campo pulsado (PFGE)
(Olive y col., 1999). El andlisis plasmidico es facil de implementar, pero con frecuencia
no tiene poder discriminante porque muchas especies bacterianas tienen pocos 0 no
tienen plasmidos o por el contrario diferentes especies bacterianas portan los mismos
plasmidos (Seifert y col., 1994). El tipaje por analisis molecular de los ARNr por PCR
no es capaz de distinguir entre diferentes subtipos dentro de la misma especie
microbiana (Clementino y col., 2001). EI AFLP produce resultados en forma de perfiles
muy complejos dificiles de interpretar. RAPD, a pesar de su alto poder discriminatorio,
demuestra una pobre reproducibilidad intra e interlaboratorio, posiblemente debido a la
corta longitud de los cebadores y a su baja temperatura de anillamiento en la reaccion de
PCR (Versalovic y col., 2002).

En los dltimos afios, se han revelado una serie de técnicas moleculares basadas
en la biologia gendmica especifica de Staphylococcus aureus, que han resultado
ventajosas para el genotipado de los aislados de SARM, con respecto a estas técnicas
mas generales anteriormente descritas. Asi disponemos del analisis molecular del gen de
la proteina A estafilocdcica (spa typing), que se ha convertido en una herramienta de
primera linea para la tipificacion epidemioldgica de rutina, y la combinacion de los
resultados obtenidos con el tipado mediante secuencia multilocus (MLST) y el anélisis
molecular del cassette cromosdmico mecA de Staphylococcus aureus (SCCmec), que
ofrecen una exactitud y reproducibilidad muy cercanas a la técnica que es considerada,
hoy por hoy, el método de referencia para el analisis epidemiolégico local a corto plazo,
la electroforesis en campo pulsado post-digestion con Smal (PFGE) (Vindel y col.,
2009).

La PFGE es la técnica mas usada y considerada actualmente el ““gold standard”’,
gracias a su excelente poder discriminatorio. La mayor ventaja es que los resultados de

la PFGE han sido correlacionados con la informacion clinica y se han publicado guias
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con los criterios para su correcta interpretacion. Ademas, su elevada reproducibilidad,
los estudios realizados entre diferentes laboratorios, y la estandarizacion de protocolos
técnicos y de la interpretacion de los resultados, ha hecho posible la creacion de una
extensa base de datos para diferentes especies microbianas patogenas, entre ellas
SARM. Sin embargo, la PFGE tiene desventajas acusadas. La méas importante es el
tiempo requerido para obtener resultados finales, que dependiendo del protocolo
escogido puede variar entre 2 y 4 dias. Otra desventaja es que la interpretacion de sus
resultados es bastante subjetiva, pues se basa en el andlisis visual de un patron de
bandas electroforéticas. Esto hace de la PFGE un metodo que requiere de personal
experimentado y adiestrado, tanto para la interpretacion de los resultados, como para el
desarrollo de la técnica, pues se trata de una herramienta compleja y laboriosa (Ross y
col., 2005). Esto altimo ha lanzado a los expertos en el campo, a buscar técnicas con el
mismo poder discriminatorio que la PFGE, pero mas rapidas y sencillas, que se adapten
mejor al trabajo rutinario de un hospital, donde la celeridad en la emision de resultados
es pieza clave. Entre ellas aparece el anlisis de amplificacion de secuencias repetitivas

o0 rep-PCR, método de genotipaje a evaluar en este trabajo.

1.6.1.7.3.1 Electroforesis en campo pulsante (PFGE)

Durante los afios 70, se observo que bajo la accion de un campo eléctrico, las
moléculas de ADN se reorientaban y desplegaban avanzando en direccion al polo
positivo. Cuando el campo eléctrico cesaba, las moléculas de ADN se relajaban
recuperando su estado inicial. La aplicacion de un segundo campo eléctrico, con una
orientacion distinta del primero, obligaba al ADN a cambiar su conformacion y a
reorientarse de nuevo para poder avanzar en la direccion del segundo campo eléctrico.
El tiempo requerido para que tuviera lugar esta reorientacion era dependiente de la
longitud de la molécula, esto es, de su peso molecular (den Dunnen y col., 1993). Tras
un cambio de orientacion del campo eléctrico, las moléculas grandes tardan mas tiempo
en alinearse y poder comenzar el avance a traves del gel, de lo que tardan las moléculas
de ADN mas pequefias. Mientras que los campos eléctricos que se alternen tengan la
misma intensidad y voltaje, la migracion final del ADN sera en linea recta, aunque el
patron final de separacion de los fragmentos revelard la suma de todos los avances
cortos en zig-zag que ha realizado el ADN. Este principio fue el que llevé al grupo de

Schwartz en el afio 1984 a la descripcion de las técnicas de PFGE (Schwartz y col.,
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1984) y su utilidad en la separacion de moléculas grandes de ADN, capaz de separar
moléculas de un tamafio entre las 10 kb y 10 Mb.

Desde la primera descripcion del sistema, se han realizado modificaciones de la
técnica original, disefiandose diferentes sistemas de PFGE que varian en la forma y en
la orientacion en que los campos eléctricos son aplicados al gel (Carle y col., 1984; Chu
y col., 1986). Todos los sistemas son capaces de separar un amplio rango de moléculas
de ADN de diferentes tamafios, aunque difieren en la velocidad de separacion y en la
resolucion obtenida en un rango de peso molecular dado. De todos los sistemas
desarrollados el mas extendido ha sido el CHEF (del inglés Clamped Homogeneous
Electric Field). Sus mayores ventajas son la facilidad de manejo y la capacidad de
separar multiples muestras generando patrones de bandas rectos, 1o que hace mucho
mas facil la comparacion entre ellos. Este sistema dispone de veinticuatro electrodos
dispuestos perifericamente por la fuente de electroforesis, de manera que se crea un

gradiente constante a lo largo de todo el gel (Fig. 7).
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Figura 7. Esquema de la distribucion de los electrodos en el sistema CHEF de PFGE. El angulo sefialado

(120°C) es el angulo de reorientacion entre el campo eléctrico A y el B, siendo la resultante una recta.

El angulo de reorientacion aplicado debe ser superior a 90° y habitualmente se
trabaja con angulos de 120°. EIl angulo de reorientacion es el angulo que forman los
vectores correspondientes a los dos campos eléctricos que se van alternando, y que
refleja los grados de reorientacién que deben realizar las moléculas de ADN para poder
avanzar en la direccion de los campos eléctricos que se apliquen al gel.

El PFGE ha permitido avanzar enormemente en el estudio de la organizacion
gendémica de los microorganismos: numero de elementos genomicos, asi como el
tamafno y la topologia de los mismos. Ademas, el uso combinado del PFGE con

endonucleasas de restriccion de baja frecuencia de corte, ha permitido la obtencion de
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patrones de macrorrestriccion cromosomicos, caracteristicos de cada aislado bacteriano
estudiado. Esta Ultima aplicacion se considera el método de tipificacion molecular
intraespecifico por excelencia en los estudios de epidemiologia local de muchas
especies bacterianas y para la mayoria de patogenos, incluyendo a SARM (Murchan y
col., 2003). La utilizacion de endonucleasas de restriccion de baja frecuencia, permite la
division del ADN en pocos fragmentos (entre 10 y 30). Muchos de estos fragmentos son
de gran tamafio, mas de 40 kb y no pueden separarse por técnicas de electroforesis
convencional, requiriendo la aplicacion del PFGE. Para Staphylococcus aureus, la
endonucleasa utilizada generalmente es la enzima Smal, cuyo lugar de restriccion
(5"CCCGGG3I’) se encuentra menos representado en el cromosoma de lo previsto para
una diana de 6 nucle6tidos, debido al bajo contenido en GC (38%) del genoma de
Staphylococcus aureus.

La combinacion de estas dos técnicas, macrorrestriccion del ADN y separacion
de los fragmentos por PFGE, se aplica con mucha frecuencia en estudios
epidemioldgicos de bacteriologia. El objetivo de un estudio de este tipo es encontrar la
relacion existente entre los aislados clinicos objeto de estudio, es decir, obtener
evidencias de que los aislados que estan relacionados epidemioldgicamente, lo estan
también genéticamente, y que por tanto, representan la misma cepa bacteriana, la cual se
ha ido dispersando. El principal problema que ha existido cuando se ha utilizado el
PFGE con este proposito es la falta de un criterio estandarizado para el analisis de los
patrones. En el afio 1995 se propusieron una serie de directrices para interpretar dichos
patrones de restriccion (Tenover y col., 1995). Estas directrices son utilizadas en
practicamente todos los trabajos epidemioldgicos que emplean el PFGE y se hace

referencia a ellas en la mayor parte de las publicaciones.

1.6.1.7.3.2 Tipificacion mediante la técnica de Multilocus Sequence Typing

(MLST)

El método de MLST (Multilocus Sequence Typing) es una técnica que ofrece un

elevado poder de reproducibilidad a la hora de caracterizar aislados bacterianos. Se basa
en las diferencias existentes en secuencias de alrededor de 450 pb, de fragmentos
internos de siete genes implicados en el metabolismo celular procariota (genes
housekeeping). Para cada fragmento génico, cada secuencia diferente se asume como un
alelo distinto, y cada aislado es definido por los alelos de cada uno de los siete loci

housekeeping. Asi, cada aislado queda definido con respecto a esos siete genes, con un
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perfil alelico o de tipo de secuencia (ST, Sequence Type). Como existen muchos alelos
para cada uno de los siete loci (Tabla 6), es muy poco probable que perfiles alélicos
idénticos, lo sean por casualidad, de manera que los aislados con el mismo perfil alélico
puede ser asignado al mismo clon. Los datos de los tipos de secuencias pueden ser
comparados facilmente entre distintos laboratorios, encontrando que la mayor ventaja
de usar MLST es la posibilidad de comparar via on-line los resultados obtenidos por
diferentes estudios. Ademas, los resultados obtenidos del MLST pueden ser usados para
responder preguntas basicas acerca de la relacion evolutiva, tanto de diferentes tipos de

ST, como de diferentes especies bacterianas (Enright y col., 2000).

Longitud de N° de N° de sitios
Gen secuencia (pb) alelo polimérficos
arcC 456 17 19
aroFl 456 17 23
glpF 463 11 14
ok 429 11 13
pla 474 15 18
ipi 402 14 18
vail. 516 16 19

Tabla 6. Posibilidades de secuencias diferentes para cada uno de los siete loci (Enright y col., 2000).

El inconveniente del método MLST es que es una técnica relativamente cara y
que es necesario el acceso a un equipo de secuenciacion de ADN de alto rendimiento, lo
que muchos laboratorios clinicos no pueden permitirse (Olive y col., 1999). Ademas
ofrece un escaso poder discriminatoio para SARM, obteniendo con esta técnica pocos
grupos clonales.

Una vez tenemos el tipaje de las cepas a estudio, sea por MLST u otra técnica
como PFGE o rep-PCR, son muy dutiles las herramientas de clasificacion grupal, donde
se representa la conexion entre los diferentes grupos en base a sus indices de
similaridad. El ejemplo mas claro y més utilizado de este tipo de representaciones es el
dendograma. Sin embargo, éstos proporcionan una pobre informacion de los eventos
evolutivos recientes, ya que reconstruyen las relaciones en ausencia de un modelo
realista en el que los clones bacterianos surgen y se diversifican para formar nuevos
grupos o tipos clonales. Asi, una herramienta cada vez mas popular, llamada BURST ha
sido utilizada como alternativa, aunque actualmente ya no es capaz de hacer frente al

enorme tamafo de diferentes clones que se obtienen en los estudios epidemiologicos
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modernos, ofreciendo unas graficas toscas y de dificil interpretacion. Sin embargo, ésta
ha servido de base para que recientemente saliera a la luz un nuevo algoritmo
informatico, denominado eBURST, que divide a un conjunto de resultados obtenidos
por MLST, sea cual sea su tamafio, en grupos de aislados relacionados o complejos
clonales, dentro del cual se define el genotipo ancestral o fundador a partir del cual ha
surgido el resto (Fig. 8). La herramienta representa de manera sencilla la relacién
evolutiva entre los clones que previamente has definido por MLST.

El algoritmo eBURST es una aplicacion informatica tipo Java, que se puede

encontrar en el siguiente enlace: http//eburst.mlst.net.

Figura 8. Representacion obtenida por eBURST de la relacion evolutiva entre distintos clones de
Staphylococcus aureus genotipados por MLST. El genotipo fundador se muestra en azul. El fundador de

un subgrupo en amarillo.

1.6.1.7.3.3 Tipificacion mediante analisis de repeticiones spa (spa typing)

Existen métodos basados en la secuenciacion de un Unico locus cromosémico,
con el que analizamos las regiones repetidas que contiene. A este tipo corresponde el
tipaje del gen de la coagulasa (coa typing) y el del gen de la proteina A estafilocdcica
(spa typing). Estos pueden ser usados para obtener un tipaje fiable y preciso de los
SARM. El spa typing es una técnica especialmente interesante para un hospital, por ser
mas rapido y ofrecer mayor poder de resolucion que el coa typing (Harmsen y col.,

2003). La secuencia de la region X del gen de la proteina A esta sujeta a diversas
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mutaciones espontaneas, que pueden consistir en mutaciones puntuales, delecciones,
duplicaciones e inserciones, que conllevan tanto la ganancia como la pérdida de
repeticiones, hecho en el que se basa su elevado polimorfismo. A cada repeticion se le
asigna un codigo alfanumérico, y el tipo de spa para cada cepa se otorga en funcion de
las repeticiones que se encuentren en su region X y el orden en el que éstas estén
dispuestas (Tabla 7). El software informatico Ridom StaphType es una herramienta que
permite de manera relativamente sencilla, determinar el tipo y el orden de las
repeticiones ubicadas en la secuencia (obtenida previamente mediante secuenciacion) y
designar el tipo de spa, mediante conexion con un servidor central de datos (http://

www.spaserver.ridom.de) (Strommenger y col., 2006).

spa type Repeats®
01..... d26r30r17r34r17r20r17r12r17r16
02..... 260231 7r34r1 7r20r1 7r12r17rl6
03..... 261 7r20r17r12r17r17r16
O it eer09r02r 16r 1 3r13r 1 7r34r 16134
05 it F2060231r 1 3r23r3 1r05r 1 7r25r 1 7r25r 16128
06 .o F200231 1 312303 1r05r 1 7r1 7r25r 161028
08 o iiiiiiiieeeeeen T 1101971 202 10 1 7r 3402413402210 25
09 et T Ir 1 20210 1 7r34r 24r 34 r22r 241 341221331025
10 et 226r 1734 1 7r20r 1 7r12r17rl6
11 i e e OB 1600 2r25r34r24r25
12 e T 1511 2r 1 6r02r16r02r25r1 7r24r24
13 e P 260300 1 703401 7r200 1 712117
14 e 2600 172001 7r1 2r17r 17117116
16 i P20 2311 302303 11051 1 70251160 16128
17 ittt 150 1 2r 160 16r02r 16r02r25r 1 7r24r24
18 e T 1501 2r 1 6r02r 16r02r25r 1 7124124524
19 e TOBr16r02r 1 6r02r25r 1 7124
20 it 200231031290 1 7r3 102901 72501 7125116028
23 e F2003771 711 2r17r 16
24 it X 1P 1 20210 1 T340 240 341022025
25 e P 260231230 1 302329 1731 r29r 17025 r 1 7r25r 16128
260 iiiieiceeeeeeeeeee . TOBP 16134
LA S o+ ol B4 ol B

Tabla 7. Codigos numéricos de cada tipo de repeticion, y asignacién de un spa-tipo concreto a cada

perfil distinto de repeticiones (Harmsen et al., 2003).

Los estudios publicados muestran que existe una buena correlacién entre los
grupos clonales de SARM obtenidos por spa typing y los obtenidos por otras técnicas,
incluso algunos trabajos le otorgan mayor poder de resolucion que a MLST (Crisostomo
y col., 2001). Con respecto a este ultimo método en particular, parece que existen
repeticiones especificas y determinadas sucesiones de repeticiones, que estan asociadas
con un particular tipo de ST obtenido por MLST. Actualmente en el programa Ridom
StaphType disponemos de un algoritmo denominado BURP (del inglés Based Upon
Repeat Pattern), que tiene en cuenta esta asociacion, y clasifica los tipos de secuencias

spa relacionadas, dentro de diferentes grupos BURP. La nomenclatura de estos es de un
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namero con el prefijo CC BURP (del inglés clonal complex BURP) (Strommenger y
col., 2006).

1.6.1.7.3.4 Tipificacion del Cassette Cromosémico SCCmec

En el afio 2002 el grupo de Oliveira y col., publicaron el desarrollo y la
validacién de una PCR mudltiple, que permitia de manera rapida una tipificacién
gendmica de aislados de SARM, basada en las caracteristicas estructurales diferenciales
de los diferentes tipos de cassette SCCmec, previamente descritos (del I-1V). Esta
estrategia fue validada usando una coleccion representativa de clones pandémicos de
SARM en los cuales la estructura completa de los elementos mec asociados era
previamente determinada por: a) anélisis de hibridacion mediante Southern blot, usando
tres enzimas de restriccion y distintas sondas especificas para cada tipo de SCCmec; b)
deteccion por PCR de multiples loci, cubriendo la totalidad de la estructura del
elemento mec (PCR screenings); ¢) por secuenciacion de DNA, basandose en la
informacidn ofrecida por estudios previos, en los que se habia clonado y secuenciado de
manera completa el elemento mec de SARM y comparado estructuralmente los
diferentes tipos de SCCmec conocidos (Ito y col., 1999; Ito y col., 2001; Oliveiray col.,
2002).

A M1 2 3 45 6 7 8 9M10 1112 M

1000 bp
500 bp

300 bp
200 bp

100 bp

SCCmec | SCCmec Il

B M12 3 456T7M C M1 2 3 45867M

1000 bp

500 bp

300 bp —>
200 bp —>

100 bp —>»

SCCrec 111 SCCrmec 1V

Figura 9. PCR multiple para caracterizacion de SCCmec tipos I-1V. A) Lineas de 1-4 y 8 corresponden a
SCCmecl; lineas 5-7 y 9 a variantes 1A, lineas 10-12 son el SCCmecll. B) Lineas 1, 2, 6 y 7 corresponden
al tipo SCCmeclll, mientras que las lineas 3 y 4 representan la variante I11A, y la 5 la variante 111B. C)
SCCmeclV (QOliveiray col. 2002).

83



En el afio 2002 se describié por vez primera el SCCmec IV en dos cepas de
SARM pertenecientes a aislados procedentes de la comunidad, sin aparente relacion con
el ambiente hospitalario. Fue a partir de este hallazgo cuando se empezaron a reportar
cada vez mas aislamientos de SARM comunitario y cuando se generaliz6 la emergencia
de su propagacion (May col., 2002). En este sentido, la PCR multiple que se ha descrito
previamente, permite la deteccion de este tipo 1V, pero no asi de sus multiples subtipos
que posteriormente se describieron (IVa, I\Vb, IVc y IVd), cuya discriminacion se antoja
fundamental para estudiar la epidemiologia del SARM comunitario y su relacién con el
intrahospitalario. Asi, tres aflos mas tarde se valida una PCR multiple que permite la
deteccion simultanea del gen mecA (permite una rapida confirmacion de la resistencia a
meticilina de una aislado de Staphylococcus aureus, ademas de servir de control
interno) y de los tipos de SCCmec |, II, 111, IVa, Vb, IVc, IVd, y V (éste Gltimo descrito
por Ito y col. en 2004). Esta técnica alcanzo una sensibilidad y especificidad del 100%
en la caracterizacion de 54 aislados de SARM (pertenecientes a varios tipos y subtipos
de SCCmec conocidos), cuando se compararon con los métodos de tipificacion

previamente descritos (Zhang y col., 2005).

ontrol

SCCmectypes | Il I IvVa Vb IVe IVd V
Fragment (bop) (613)  (398)  (280)  (776)  (493) (200) (881)(325) ©

N\ \Y—Mmm/man
bP m 1 2345 6 7 891011121314 1516 1718 19 20 21

mecA
(147 bp)

Figura 10. PCR mdltiple para la caracterizacién de SARM de acuerdo al tipo de SCCmec: tipos I-V, y
subtipos SCCmeclVa-d (Zhang y col., 2005).
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1.6.1.7.3.5 Tipificacién mediante PCR de secuencias repetitivas (rep-PCR)

Actualmente, solo un sistema de tipificacion molecular microbiana esta
comercialmente disponible como un kit estandarizado, que engloba todos los reactivos
necesarios desde la extraccion de ADN microbiano, hasta la electroforesis capilar en
chip, pasando por la amplificacion mediante PCR, incluyendo ademéas un software
informatico para el procesamiento y analisis automatico de los datos. Este sistema se
denomina: DiversiLab System (Spectral Genomics, Inc., Houston, Tex.) el cual usa la
tecnologia denominada “PCR de secuencias repetitivas” o rep-PCR. Hace unos afios, se
publicaron los primeros articulos en los que se utiliza rep-PCR como método molecular
de genotipado microbiano. Estos primeros trabajos tienen en comdn que son especies
fangicas las primeras en las que se ensaya la técnica, mas concretamente de los géneros
Aspergillus (Healy y col., 2004), Fusarium (Healy y col., 2005) y Candida (Wise y col.,
2007). La relativa rapidez y sencillez de la técnica, junto a resultados convincentes,
animan a otros grupos a trasladar el método al campo de la bacteriologia. Asi, en los
ultimos afios se publican varios trabajos con el objeto de clasificar por rep-PCR,
aislados de diferentes especies bacterianas, que como SARM, ostentan una facil
propagacion intrahospitalaria y/o multirresistencia antimicrobiana, lo que hace
interesante estudiar los tipos de brotes, identificar y clasificar los diferentes tipos de
subespecies 0 clones asociados a cada uno de los brotes, o si existen resistencias
antimicrobianas especialmente asociadas a uno u otro clon. Para todo esto, la utilizacién
de la rep-PCR como método molecular de tipaje microbiano arroja resultados
satisfactorios una vez se comparan con los obtenidos por el método de referencia
(PFGE). Tales son los casos para Enterococcus faecium (Chuang y col., 2010),
Pseudomonas aeruginosa (Ratkai y col., 2010), Serratia marcescens (Ligozzi y col.,
2010), Salmonella enteritidis (Kilic y col., 2010) o Acinetobacter Baumannii (Yan y col.,
2010; Higgins y col., 2010).

Una vez extraido y purificado el ADN bacteriano, el método de rep-PCR utiliza
cebadores que hibridan con secuencias repetitivas (con una longitud que oscila entre 30
y 500 pb) intercaladas a lo largo de todo el genoma bacteriano y ubicadas en regiones
no codificantes. Una condicién particular de estos cebadores es que sus extremos 3
guedan orientados hacia el exterior de la secuencia repetitiva, de manera que en la PCR
se amplifican, no los elementos repetitivos, sino los fragmentos gendmicos situados

entre ellos (Fig. 11A). Asi, como producto de PCR obtenemos multiples amplicones de
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ADN de diferentes tamarfios y cantidades (Grisold y col., 2010). EI método automatico

de rep-PCR tiene tres componentes:

el bioanalizador Agilent 2100, el cual separa los fragmentos amplificados en un
chip por el que discurre la fase liquida de electroforesis. Junto al producto de
PCR se agrega un marcador fluorescente que interacciona con el ADN, y que
permite una vez terminada la carrera, mediante la excitacion del fluor6foro por
una fuente de luz situada en la salida del canal, detectar cada uno de los
productos de PCR separados en la electroforesis.

El kit comercial con los reactivos de extraccion de ADN y amplificacion por
PCR.

Software DiversiLab (version 3.4). Para cada muestra, elabora un perfil de picos
que responden a cada uno de los fragmentos amplificados, cada uno con un
tiempo de migracion y una intensidad (altura), de acuerdo al tamafio y cantidad
del fragmento respectivamente (Fig. 11B). Estos gréficos reciben el nombre de
electroferogramas. El programa informético se encuentra integrado dentro de
una pagina web de acceso restringido que sirve como base de datos, muy Util
para que el estudio pueda ser seguido por personal asociado a la investigacion de

diferentes centros de trabajo.

El software analiza los resultados mediante la creacion de una matriz de proximidad

usando la correlacion de Pearson, y calcula asi el porcentaje de similaridad entre todas

las muestras testadas. El informe generado por el sistema DiversiLab incluye un

dendograma (el cual ilustra la relacion jerarquica entre los aislados) (Fig. 11C) y un

gréafico de dispersion (el cual proporciona una vision espacial y no jerarquica del grado

de similitud entre aislados). El software, extrapolando los tiempos de migracién y la

altura de los picos de las graficas de cada aislado, es capaz de crear siluetas que simulan

las bandas que debiéramos obtener en un gel clasico de electroforesis. Estas imagenes

también pueden incorporarse al informe.
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Figura 11. Sistema de genotipaje microbiano rep-PCR/Diversilab (Healy y col., 2005).

La disposicion comercial de todos los componentes, la automatizacion, la
simplicidad técnica, la rapidez, y los informes producidos, faciles de elaborar y sencillos
de interpretar, son caracteristicas que hacen al sistema DiversiLab muy atractivo para su
uso extendido en la practica rutinaria de los laboratorios de microbiologia clinica (Healy
y col., 2005).

La bibliografia publicada acerca de la utilizacién del método rep-PCR y sistema
DiversiLab para el genotipado de cepas de SARM es escasa, en comparacion con lo
divulgado para otras especies microbianas como Aspegillus o Acinetobacter. Si bien es
cierto, dentro de ese numero reducido, ya existen estudios publicados acerca del
rendimiento del sistema DiversiLab con respecto a la técnica de referencia, el PFGE,
para tipaje molecular de aislados de SARM. Por ejemplo, en el afio 2005 se publica un
trabajo en el que se genotipan 89 aislados de SARM de 19 brotes, tanto por PFGE como
por rep-PCR-DiversiLab, resultando concordancia en 15 de ellos. Los cuatro restantes
se tipifican también por la técnica del spa typing resultando tres de ellos concordantes
con los resultados de rep-PCR y s6lo uno de ellos es similar a los resultados de PFGE
(Shutt y col., 2005). En ese mismo afio el grupo otro estudio genotipa 109 aislados,
obteniendo 18 resultados discrepantes (85% de concordancia). De esos aislados 14 eran
un patrén o pulsotipo unico para la PFGE, hecho que no consigue discriminar la rep-
PCR que los asigna a diferentes agrupaciones o clusters. En este trabajo se destaca la
excelente reproducibilidad intra y interlaboratorio de los resultados (Ross y col., 2005).
En el afio 2009 se publican otros dos trabajos, con objetivos y resultados similares.

Como ejemplo, uno de ellos, analiza 105 aislados de SARM, dentro de los cuales se
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encuentran representados los 11 clones descritos hasta ahora de SARM en EE.UU.
(USA100 > USA1100, ademas del clon brasilefio). DiversiLab distribuye estos
aislados en 17 patrones, 6 de ellos representados por una unica cepa, y designa tres
clusters en donde se ubican mas de un pulsotipo (Tenover y col., 2009). En ese mismo
afio se publican los resultados del genotipaje por rep-PCR de una seleccién
representativa de la “Harmony collection™ (recopilacion de aislados de SARM que han
circulado entre 1981 y 1998 en 11 paises europeos, y que suponen la mayor coleccién
de clones de SARM causantes de enfermedades intrahospitalarias) (Millan y col., 2009).
La rep-PCR muestra buena correlacion con los patrones clonales definidos por MLST,
pero menor concordancia con los pulsotipos definidos por PFGE. El poder
discriminatorio calculado como “Indice de Diversidad de Simpson” (IS) es de 0.860,
0.877 y 0.905 para DiversiLab, MLST y PFGE respectivamente. El nivel aceptable de
discriminacion depende de varios factores, como los datos epidemiologicos, pero es
deseable un DI > 0.900 para que los resultados de genotipaje sean interpretados con
confianza (Witt y col., 2009).

Todos estos grupos de investigacion llevan a cabo una reflexion final muy
similar: el sistema DiversiLab es un método de genotipaje mas sencillo (no necesita un
personal técnico especialmente adiestrado en la técnica), mas rapido (hastal3 aislados
en 4-5 horas), logisticamente mas cdémodo (todos los reactivos necesarios estan
disponibles en un kit comercial) y de interpretacion mas objetiva (existencia de un
software informatico que procesa y analiza los datos automaticamente), que el método
de referencia de PFGE. Ademas parece claro que los aislados sin relacion genotipica
segun el sistema DiversiLab, tampoco presentan nunca relacion segun PFGE (Tenover y
col., 2009). Estas caracteristicas podrian compensar el menor poder discriminatorio que
los primeros estudios publicados le atribuyen a la rep-PCR, y hacer del sistema
DiversiLab un método de genotipaje muy interesante para incorporar al trabajo rutinario
de un laboratorio de microbiologia clinica de un centro hospitalario, como pieza central
en trabajos de investigacion en torno a posibles brotes de SARM, tanto nosocomiales
como comunitarios dentro de una determinada area sanitaria. Pero quizas esta hipoétesis
necesite todavia mayor experimentacion y la publicacion de un mayor numero de

estudios, que terminen por corroborarla.
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1.6.1.7.4 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS FRENTE A SARM

La emergencia en torno al aumento de VISA y VRSA en hospitales y el aumento
de la incidencia del CO-SARM en la comunidad, nos ha llevado a considerar el uso de
nuevos antibioticos antiestafilococicos, como alternativa, o0 como drogas en
combinacion con vancomicina.

El uso de trimetoprim-sulfometoxazol y las tetraciclinas de larga actividad
(doxiciclina), se ha incrementado para el tratamiento de infecciones en piel y tejidos
blandos ocasionadas por SARM, y en especial por CO-SARM. La gran mayoria de
estos aislados, hoy en dia son susceptibles a estos antibidticos. El tratamiento de las
infecciones de la piel con preparaciones topicas de &cido fusidico, se encuentran
actualmente con el problema de la emergencia en el aumento de la resistencia. La gran
mayoria de las cepas de SARM, son susceptibles a rifampicina, de manera que este
antibiotico todavia puede representar una solucion en infecciones problematicas. Sin
embargo, la resistencia a rifampicina se desarrolla rapidamente si la droga es usada en
monoterapia, de manera que se recomienda que sea utilizada siempre en asociacion con
otro agente (Pantosti y col.,, 2007). La quinupristina/dalfopristina no ha sido
formalmente estudiada para el tratamiento de bacteremia o endocarditis por SARM,
aunque existen trabajos publicados en los que se ha usado de forma satisfactoria en estas
situaciones (Drew y col., 2000).

Linezolid esta aprobado e indicado para el tratamiento de infecciones cutaneas y
de partes blandas complicadas, y para la neumonia, tanto nosocomial, como asociada a
la comunidad, particularmente aquella causada por USA300. Se ha postulado que los
antibidticos que acttan inhibiendo la sintesis proteica, reducirian la capacidad de la
bacteria para producir toxinas (Micek y col., 2007). Asi, un estudio reciente realizado en
un modelo in vitro, reporta que linezolid junto con clindamicina, reduce la produccion
de leucocidina PVL, a-hemolisina y TSST-1; mientras que vancomicina incrementa
dicha produccion (Stevens y col., 2007). Una de las ventajas para el tratamiento con
linezolid de infecciones comunitarias o extrahospitalarias, es la posibilidad de su
administracion por via oral.

Tigeciclina ha sido la primera droga de la clase de las glicilciclinas en ser
aprobada para su uso clinico. Esta se une a la subunidad ribosomal 30S bacteriana
inhibiendo la sintesis de proteinas. Tigeciclina presenta un extenso volumen de
distribucion y produce elevadas concentraciones fuera de la circulacion sanguinea,

incluidos el arbol y vesicula biliar, colon y pulmén. Con CMlg, en un rango de 0.25-0.5
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ug/ml para SARM, este antibidtico podria ser utilizado con precaucion en pacientes con
sospecha o probada bacteremia (Micek y col., 2007).

Daptomicina es un antibidtico indicado para el tratamiento de infecciones
cutaneas y partes blandas complicadas, endocarditis derecha y bacteremias. Sin
embargo no esta indicada para el tratamiento de neumonia por SARM, porque la
actividad de la droga es inhibida por el surfactante pulmonar (Garnacho-Montero y col.,
2011).

Ceftobiprol y ceftarolina son cefalosporinas sintética, disefiadas para unirse con
elevada afinidad a la PBP2a producida por las cepas SARM. El ceftobiprol fue el primer
antibiotico B-lactdmico con actividad, tanto contra SARM, como frente a estreptococos
resistentes a penicilina. Los dos han sido aprobados recientemente por la FDA (US
Food and Drug Administration) para el tratamiento de infecciones cutaneas
complicadas y neumonias asociadas a cuidados sanitarios (Saravolatz y col., 2009;
Tattevin y col., 2010; Saravolatz y col., 2011).

Actualmente existen diferentes antimicrobianos todavia en fase de estudio o
ensayos clinicos, que muestras actividad frente a SARM. Estos son los ejemplos de la
telavancina, dalbavancina y oritavancina, lipoglicopeptidos semisintéticos que inhiben
la sintesis de la pared celular, y demuestran una actividad in vitro contra SARM.
Actualmente se encuentran en investigacion para el tratamiento de infeccidnes cutaneas,
neumonia nosocomial y bacteremias no complicadas debidas a Staphylococcus aureus.
Es mas, recientemente, la telavancina ha sido aprovada por la FDA para el tratamiento
de infecciones complicadas de piel y tejidos blandos en los Estados Unidos (Mendes y
col., 2010; Billeter y col., 2008).

1.6.1.7.5 EMERGENCIA DE SARM ASOCIADO A LA COMUNIDAD Y
SUS DIFERENCIAS CON SARM ASOCIADO A CUIDADOS SANITARIOS

Las cepas SARM son una de las principales causas de infecciones hospitalarias
y, en general, de infecciones asociadas a los cuidados sanitarios (IACS). Un caso de
infeccion por SARM asociado a cuidados sanitarios se define como un paciente con: 1)
una infeccion con SARM identificada 48 horas después del ingreso hospitalario; 2) una
historia previa de hospitalizacion, cirugia, dialisis, o haber recibido atencion durante un
largo periodo de tiempo en centros sociosantarios o instituciones geriatricas, dentro del

primer afio previo al cultivo positivo para SARM; 3) un tratamiento permanente con

90



catéter o dispositivo medico percutaneo (tubo de traqueotomia, tubo de gastrostomia,
etc.); 0 4) un cultivo positivo para SARM previo al periodo de estudio. Estas cepas se
denominan SARM asociado al cuidado sanitario (ACS-SARM) (Naimi y col., 2003).

A pesar del aumento de la prevalencia de SARM en los hospitales, estas cepas se
han aislado con poca frecuencia en la comunidad. En muchas situaciones los SARM se
detectan en la comunidad cuando los pacientes, todavia infectados o colonizados por
estos microorganismos, son dados de alta de un centro hospitalario, o bien cuando se
transmiten a la comunidad a partir de personal hospitalario colonizado. Estas cepas se
asocian con infecciones que comienzan en la comunidad pero que presentan factores de
riesgo hospitalarios, y por tanto siguen definiéndose como ACS-SARM (Cercenado y
col., 2008a). Si queremos hacer referencia de manera especifica a su lugar de
aislamiento, podemos dividir a los ACS-SARM en dos grupos: extrahospitalarios e
intrahospitalarios.

Sin embargo, en la dltima década, numerosas comunicaciones han descrito la
existencia de infecciones por SARM en la comunidad, cuyo origen no esta relacionado
con el hospital o con los cuidados sanitarios. Ademas, hay evidencia molecular que
permite identificar a estas cepas de SARM como verdaderas comunitarias y que
demuestra que también han evolucionado en la comunidad, se han adaptado bien a
sobrevivir alli y estan causando brotes comunitarios. Estas cepas son las denominadas
SARM de origen comunitario (CO-SARM), las cuales se aislan en pacientes que no
cumplen ninguno de los requisitos anteriormente descritos para ACS-SARM
(Cercenado y col., 2008a).

El espectro clinico de CO-SARM es similar al de Staphylococcus aureus
sensible a la meticilina (SASM), e incluye la colonizacion asintomatica, las infecciones
de piel y partes blandas, y las infecciones invasivas. La mayoria de las infecciones
producidas por CO-SARM son leves, y se limitan a piel y partes blandas,
principalmente forlnculos y abscesos, que constituyen la presentacion clinica mas
comdn. Sin embargo, también han sido descritos casos de manifestaciones clinicas
serias y potencialmente fatales, asociadas a una infeccion por CO-SARM. Estas
incluyen neumonias necrosantes, fascitis necrotizante, sepsis grave, y el sindrome de
Waterhouse-Friderichsen (caracterizado por rash petequial, coagulopatia y colapso
cardiovascular). Estas infecciones severas son asociadas con cepas de CO-SARM

portadores de genes codificantes de la leucocidina de Panton-Valentine (PVL), y con un

91



aumento de la prevalencia de los genes para a-toxina y enterotoxina estafilocdcica B,
con respecto a la encontrada en la poblacién de ACS-SARM (Boucher y col., 2010).

Diferentes trabajos demuestran que PVL induce una rapida activacion y muerte
celular de los neutréfilos en humanos y conejos (no asi en roedores y simios). Estudios
en modelos de conejo han confirmado que la expresion de PVL en las cepas USA 300
de Staphylococcus aureus, esta asociada con lesiones cutaneas mas severas, comparado
con las cepas no productoras de PVL. En un modelo de osteomelitis en conejo, la
expresion de PVL se asocia con el aumento de la persistencia de la infeccion y con una
mayor probabilidad de deformacion del hueso y extension de la infeccion al masculo o a
otros puntos. La evidencia en modelos de neumonia, sugieren que la necrosis pulmonar
estd causada directamente por PVL, por activacion y lisis de los leucocitos
polimorfonucleares (Gould y col., 2012).

En Esparia, hasta el momento actual, todos los CO-SARM descritos presentan el
SCCmec de tipo 1V (con las variantes 1Va y 1Vc); sin embargo, este tipo 1V también es
el mas frecuente entre los aislados hospitalarios, por lo que la simple caracterizacion de
este cassette no permite en nuestro medio diferenciar entre CO-SARM y ACS-SARM.
No obstante, las cepas de CO-SARM, en comparacion con las cepas de ACS-SARM,
presentan diferentes patrones de bandas en la electroforesis de campo pulsado (Fig. 12)
y diferentes tipos de secuencia en el MLST (Cuevas y col., 2007).

Figura 12. Gel de Electroforesis en campo pulsado (PFGE). Carriles de izq. a derecha: 1)
Marcador Peso Molecular, 2) Pulsotipo A, 3) Pulsotipo Al (CO-SARM), 4) Pulsotipo E8a, 5) Pulsotipo
E7b. Notese el diferente patron de bandas entre el pulsotipo CO-SARM vy los otros pulsotipos muy

frecuentes en Espafia.
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Desde el punto de vista de la resistencia, CO-SARM se caracteriza por una
generalizada mayor susceptibilidad antimicrobiana (Tablas 8 y 9). Esto se debe a que
como ya se ha indicado en apartados anteriores, el SCCmec de tipo 1V no contiene otros
determinantes de resistencia salvo mecA. Sin embargo, no hay nada que impida que las
cepas de CO-SARM puedan adquirir resistencia a multiples antimicrobianos mediante
la adquisicion de plasmidos. Asi, cada vez es mas frecuente que presenten resistencia a
la eritromicina y a la clindamicina por la adquisicion de genes erm y msrA, o a las

tetraciclinas por la adquisicion de genes tet (Tenover y col., 2006).

No. (%) Susceptible®

Community-Associated Health Care-Associated

Type of Antibiotic (n = 106) (n=211)
Oxacillin {methicilling 0 0
Ciprofloxacin 84 (79) 33 (16)
Clindamycin 88 (83) 44 (21)
Erythromycin 47 (44) 18 (9)
Gentamicin 100 (94) 168 (B80)
Rifampin 102 (96) 180 (94)
Tetracycline as (92) 194 [92)
Trimethoprim-sulfamethoxazole 101 (895) 180 (90)
Vancomycin 106 (100) 211 (100)

Tabla 8. Perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de cepas CO-SARM y cepas ACS-SARM, en un

estudio prospectivo de SARM aislados durante todo el afio 2000 en el Laboratorio del Departamento de

Salud de Minnesota (Naimi y col., 2003).

Aunque el incremento de CO-SARM se ha notificado en diferentes paises y
areas geogréficas, la mayor incidencia de CO-SARM se da en Estados Unidos, donde
los clones mas frecuentes son USA 400 y USA 300, pertenecientes a las secuencias ST1
y ST8 respectivamente. Sin embargo, el USA 300, parece haber desplazado al USA 400
en los ultimos afios, siendo responsable en la actualidad de la mayoria de las infecciones
por CO-SARM en Estados Unidos, ampliando su diseminacion a Australia y Europa
(Tenover y col., 2006; Faria y col., 2005; Nimmo y col., 2008). En Espaiia el clon CO-
SARM maés frecuente pertenece al ST8 y estd relacionado con el clon USA 300
(Cercenado y col., 2008b).
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Characteristic

Community-associated MRBSA

Health care-associated MRSA

Susceptibility,® drug
Chloramphenico
Clindarmycin®
Erythromycin
Fluoroguinolone
TMP-5MZ

SCC mec type

Lineage

Toxin-producing

Panton-Valentine leukocidin-producing

Health care exposure

Usually suscaptible
Usually suscaeptible
Usually resistant
Geographic vanability
Usually susceptible
v
US4 300, USA 400
More
Common
Less freguent

Frequently resistant
Freguently resistant
Usually resistant
Usually resistant
Usually susceptible
Il
US4 100, USA 200
Fewer
Rare
More freguent

Tabla 9. Caracteristicas diferenciales entre CO-SARM y ACS-SARM (Weber y col., 2005).

Algunos estudios sefialan que este incremento de infecciones por CO-SARM

esta siendo particularmente importante en poblacion pediatrica. Un estudio poblacional

realizado en Estados Unidos durante 2001 y 2002 mostraba que la incidencia anual de

infecciones por CO-SARM en la poblacion general oscilaba entre 18 y 25,7 casos por

100.000 habitantes, y esta era significativamente mas alta en nifios menores de 2 afios

(Fridkin y col., 2005). De hecho en Esparia, la mayor parte de los casos de infeccion por

CO-SARM se han descrito en nifios, ademas de en pacientes sudamericanos (Broseta y
col., 2006; Manzur y col., 2008) (Fig. 13).

Community-Associated Methicillim-Resistant

354

Staphyilococcus aureus

304
254

204

[ Pediatnc Hospital
[ Other Hospitals

Mo, of Cases

a

30 40 50 B0 TO =80
Age, v

10 20

Health Care—Associated Methicillin-Resistant

1004
501

B0

404

Mo, of Cases

Staphylococcus aureus

[ Pediatric Hospital
O Cther Hospitals

T
4]

a

10 20 30 40 50 60 TO =80
Age, vy

Figura 13. Distribucién segln edad de los casos de CO-SARM frente a la distribucién para ACS-SARM.

(Naimi y col., 2003)

94



Recientemente, un estudio de secuenciacion del genoma de la cepa USA 300-
0114, identific6 una nueva region genética, designada ACME (Arginine Catabolic
Mobile Element), que potencialmente aumenta la virulencia y la habilidad para la
colonizacion en humanos por parte de Staphylococcus aureus. Esta region codifica una
via de desaminacion de la arginina y un sistema de oligopéptido permeasa que podria
contribuir a facilitar el crecimiento y supervivencia de USA 300. EI ACME se integra
en orfX del cromosoma de Staphylococcus aureus, en un sitio adyacente al cassette
SCCmec, lo que sugiere que la integracion y excision del ACME podrian se catalizadas
por la recombinasa del SCCmec. Varios autores sostienen que el ACME ha sido
transferido a las cepas USA 300 desde Staphylococcus epidermidis, por transferencia
horizontal, aunque se desconoce exactamente el mecanismo utilizado. EI ACME de
momento solo se ha localizado en aislados de USA 300, no existiendo en ninguna otra
cepa de Staphylococcus aureus de secuencia ST8 (Diep y col., 2006; Goering y col.,
2007; Miragaia Yy col., 2009). De esta manera, su amplificacion por PCR existe hoy en
dia como técnica para comprobar si un aislado de SARM es concretamente un USA
300.
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2. OBJETIVOS

97



El objetivo global de la presente tesis doctoral es el estudio de la tipificacion
molecular y estudio de clonalidad de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM), como productores de infecciones intrahospitalarias y extrahospitalarias en

Extremadura.

Pretendemos abordar este objetivo global con los siguientes objetivos parciales:

1. Conocer la prevalencia e incidencia de la infeccion producida por SARM en la

Comunidad Autonoma de Extremadura y en cada una de sus areas sanitarias.

2. Estudio del patron de sensibilidad antibiética de los SARM aislados en

Extremadura. Identificacion de cepas con sensibilidad disminuida a vancomicina.

3. Realizar el andlisis molecular mediante rep-PCR y con ello, una tipificacion
genética, de una muestra de 100 cepas de SARM aisladas en los hospitales extremefios.
Asimismo, realizar el analisis molecular de esas mismas cepas por los otros métodos
disponibles referidos en la literatura: Fagotipia, Tipaje del Cassette Cromosomico Mec
(SCCmec), Secuenciacion de gen de la Proteina A (Spa typing), y Electroforesis en
Campo Pulsado (PFGE).

4. Calcular los indices estadisticos que ofrezcan informacién sobre el poder de
concordancia entre los diferentes métodos y el poder de discriminacion de cada uno de
ellos, prestando especial atencién a los reportados por rep-PCR y PFGE. Evaluar en
funcién de esto, el beneficio de disponer de la tecnologia rep-PCR/Diversilab para la

deteccion de brotes de SARM en los hospitales extremefios o areas sanitarias.

5. Valorar la variabilidad genética existente en SARM entre las diferentes areas
sanitarias de Extremadura, identificar el trafico de clones entre éstas, y describir la

variabilidad genética a lo largo del afio.
6. Valorar la relacién existente entre los patrones de resistencia antibiotica y los

perfiles genotipicos. Evaluar la asociacion entre la Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI) de vancomicina y la clonalidad encontrada.
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7. Evaluar la distribucion de clones segun tipo de muestra (lugar de la infeccion) y

el entorno de aislamiento (intrahospitalario / extrahospitalario).

8. Describir las caracteristicas epidemioldgicas, microbiologicas y moleculares de
los aislados de SARM procedentes de hemocultivos; asi como valorar en este grupo el

fendmeno de resistencia heterogénea a vancomicina.

9. Determinar la prevalencia de SARM extrahospitalario en Extremadura. Definir
los patrones genéticos y de sensibilidad con los que se relaciona. Comprobar en este
grupo de aislados la existencia de algin patron asociado a la Comunidad (CO-SARM),
y en este caso, analizar por PCR la capacidad para producir Leucocidina de Panton-
Valentine (LPV) y la existencia de la secuencia “arginine catabolic mobile element”
(ACME) relacionada con el clon USA-300.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1 DEFINICIONES

En la Comunidad Autonoma de Extremadura existen ocho hospitales que
disponen de Unidad de Microbiologia, asumiendo cada una de ellas las muestras
correspondientes a una zona geogréafica especifica (Tabla 10). Siguiendo este criterio,
definimos ocho Areas de Atencion Microbioldgica en Extremadura (AAM), cuya

distribucion geografica se muestra en la Fig.14.

Arga de Atgng:lon Ciudad Provincia Abreviatura
Microbiolégica
Hospital Infantg Cristina Badajoz HIC
de Badajoz
Hospital de Mérida Mérida . HM
- - - - Badajoz
Hospital de Don Benito- | Don Benito-Villanueva
. HDBV
Villanueva de la Serena
Hospital de Llerena Llerena HLLZ
Hospital S,an Pedro de Caceres HSPA
Alcéantara
Hosp|ta~l Campo Navalmoral de la Mata HCANM
Arafiuelo i
- - Caceres
Hospital Virgen del Plasencia HVP
Puerto
Hospital Ciudad de Coria Coria HCC

Tabla 10. Descripcion de cada AAM

Figura 14. Distribucion geogréafica de cada una de las AAM
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Definimos la infeccion por SARM extrahospitalaria, como aquella en la que
el aislamiento microbioldgico de SARM se produce a partir de muestras clinicas
obtenidas en la comunidad, incluyendo centros de salud, consultorios de salud,
hospitalizacion domiciliaria y centros sociosanitarios; 0 en un hospital, siempre que la
toma de muestra se haya realizado dentro de las primeras 48 horas después del ingreso
del paciente. Por el contrario, definimos la infeccion intrahospitalaria como aquella en
el que el aislamiento microbioldgico de SARM se produce a partir de muestras
obtenidas en hospital y después de las 48 horas desde el ingreso del paciente.

Se clasifican como muestra respiratoria las muestras de esputos, aspirados
traqueales y broncoaspirados. Se clasifican como exudado, las muestras tomadas de
heridas quirargicas, Ulceras, aspirados de abcesos, bilis, liquidos normalmente estériles
(sinovial, ascitico, pericardico y cefalorraquideo), exudados oOticos, exudados
conjuntivales y exudados de heridas no quirurgicas.

Siguiendo la norma propuesta por EUCAST (European Commitee on
Antimicrobial Susceptibility Testing), definimos un aislado de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina, como todo aislado que muestre un halo de inhibicién inferior o
igual a 21mm en un antibiograma disco-placa, incubado a 37°C durante 16-18horas, con
un disco de Cefoxitina de 30 pg en medio Muller-Hinton.

Se considera como antibioticos no especificos para la infeccién por SARM, a
todos aquellos antimicrobianos que, estando aceptado su empleo en el tratamiento frente
a SARM, comunmente se emplean en el tratamiento de infecciones producidas por otros
muchos y diferentes microorganismos. Estos son: Tobramicina, Levofloxacino,
Eritromicina, Clindamicina, Fosfomicina, Mupirocina, Gentamicina, Rifampicina, Ac.
Fusidico, Nitrofurantoina, SXT y Quinupristina/Dalfopristina. Mientras que se han
considerado como antibidticos especificos en la infeccion por SARM, a aquellos
antimicrobianos con una indicacion mas restringida, disefiados para actuar sobre
microorganismos gram positivos multirresistentes, de aceptacion relativamente reciente,
sin importantes ratios de resistencia, y que normalmente permanecen de reserva en los
protocolos del tratamientos frente a SARM. Estos son: Tigeciclina, Linezolid,
Daptomicina y Vancomicina.

Se clasifican las cepas en funcion del periodo estacional en el que son aisladas.
Segun esto definimos cuatro bloques. Los SARM aislados en los meses de Enero,
Febrero y Marzo se clasifican en el Bloque 1; los aislados en Abril, Mayo y Junio, se

clasifican en el Bloque 2; los aislados en Julio, Agosto y Septiembre se clasifican en el
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Bloque 3; y los aislados en Octubre, Noviembre y Diciembre se clasifican en el Bloque
4,

Definimos como pulsotipos o perfiles genotipicos mayoritarios a aquellos
cuya frecuencia en el total de aislados genotipados representa mas del 3%. Por el
contrario, aquellos pulsotipos que engloben el 3% o menos de los aislados genotipados,

se denominaran perfiles minoritarios.

3.2 COLECCION DE LOS AISLADOS MICROBIOLOGICOS

Y DE LOS CORRESPONDIENTES DATOS DEMOGRAFICOS

Entre el 1 de Enero de 2010 y el 31 de Diciembre de 2010, todos los aislados de
SARM procedentes de muestras clinicas sembrados y procesados en el trabajo rutinario
y diario de cada una de las Unidades de Microbiologia de cada AAM, son remitidos a la
Unidad de Microbiologia del Hospital de Mérida.

Las cepas corresponden a muestras de exudado, hemocultivos, orina, muestras
respiratorias, hueso, catéter, frotis conjuntival, y frotis nasal. Las Unidades
colaboradoras mantienen congelados los aislados, de manera que al término de cada
mes, cada uno de ellos es descongelado, sembrado en una placa de Agar Sangre e
incubado a 37°C durante 24h, para después realizar un segundo pase a placa e incubar
de nuevo en las mismas condiciones. Posteriormente se impregna una torunda con
punta de rayon inerte con las colonias crecidas, y se introduce en un dispositivo con
medio de transporte Stuart-Amies (Copan lItalia S.p.A), medio especialmente indicado
para el mantenimiento de la viabilidad de microorganismos aerobios. Este dispositivo
es el elegido para el transporte de las muestras. Cada cepa es identificada con su
namero de origen (el utilizado por la Unidad colaboradora) y con una ficha (Fig. 15),
que recoge diferentes datos demogréaficos en relacion a ella:

e NOde aislado (el utilizado por la Unidad colaboradora) y mes en que
se ha producido

e Nombre del paciente (Unicamente las dos primeras iniciales de
Nombre, Primer Apellido y Segundo Apellido)

e Fecha de Nacimiento del Paciente

e Sexo del Paciente

e Fecha concreta de extraccién de la muestra clinica a la que pertenece

el aislado
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e Lugar de adquisicion de la infeccion: Extrahospitalario /
Intrahospitalario
Un servicio de mensajeria se encarga de la recogida de las muestras acumuladas
a lo largo del mes y de su posterior envio hasta la Unidad de Microbiologia de Mérida.
El periodo de recogida se extiende durante todo el afio 2010.
Gracias a la informacion obtenida a través de los nombres y las fechas de
nacimiento, se puede establecer en la recogida de las muestras un screening, por el que

se asegura la aceptacion de una Unica muestra por paciente.

NUMERO DE
AISLADO Y
MES
NOMBRE*
(TTnicatnente
iniciales)

FECHA
NACIMIENTO

SEXO v M

TIPO
MUESTRA

FECHA
EXTRACCION

LUGAR

ADQUISICION INTRAHOSPITALARIA COMUNITARIA

[m]

Figura 15. Ficha que acompafia a cada aislado SARM, con su informacion demografica, aportada por la

Unidad colaboradora.

3.3 VERIFICACION DE LOS AISLADOS RECIBIDOS

La Unidad de Microbiologia del Hospital de Mérida, recibe en los primeros dias
de cada mes un paquete por cada una de las AAM, que contiene las torundas con las
cepas de SARM aisladas el mes anterior. Con cada cepa o aislado se procede de igual
manera: se identifica segun una numeracion especifica utilizada para este estudio, se
recopilan los datos demograficos de cada uno en una hoja de calculo Microsoft Excel®,
y se procede a verificar la condicién de SARM de cada cepa. Para esto ultimo se
siembra cada una en medio Agar Sangre (AS) y se incuba 24h a 37°C. Se realiza un
segundo pase a placa AS de una colonia aislada de Staphylococcus aureus, y se vuelve
a incubar 24h a 37°C. Una vez se tiene un cultivo puro de Staphylococcus aureus, se
hace un test de actividad coagulasa en plasma de conejo (BD BBL™), y una suspension
microbiana de 0.5-0.6 en la escala de Mc.Farland que se siembra en medio Muller-
Hinton (MH), en el que se coloca un disco de 30 ug de Cefoxitina, y se incuba 24h a

37°C. Tras esto, son incluidas en estudio las cepas que muestran un halo de resistencia
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inferior o igual a 21 mm.

Para cada una de las cepas se procede a una identificacion automatica con las
tarjetas GP y AST-588 del sistema Vitek 2® (Biomerieux), hecho que confirma la
identidad del microorganismo como Staphylococcus aureus resistente a meticilina. La
tarjeta de sensibilidad AST-588 nos reporta, tanto la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) como la interpretacion sensible / resistente / intermedio, con respecto a los
siguientes antibioticos: Bencilpenicilina, Oxacilina (un resultado de Resistente,
confirma la resistencia a Meticilina del aislado analizado), Gentamicina, Tobramicina,
Levofloxacino, Eritromicina, Clindamicina, Quinupristina / Dalfopristina, Linezolid,
Teicoplanina, Vancomicina, Tigeciclina, Fosfomicina, Nitrofurantoina, Acido Fusidico,
Mupirocina, Rifampicina, y Trimetoprima / Sulfametoxazol.

Una vez esto, se realizan las CMI por método E-test, que presentan los aislados
con respecto a los antibidticos especificos en la infeccién causada por SARM:
Tigeciclina, Vancomicina, Daptomicina y Linezolid. Para ello se realiza para cada cepa
una suspension microbiana de 0.5-0.6 en la escala de Mc.Farland, que se siembra en
una placa de 15 cm de diametro de medio MH, en la que disponemos en forma de cruz
las tiras de E-test correspondientes a los cuatro antibidticos. Se incuban 24h a 37°C, y

se valora la CMI para cada antibidtico (Fig. 16).

Figura 16. E-test de Vancomicina, Tigeciclina, Daptomicina y Linezolid.

Una vez realizados a cada aislado los test anteriormente descritos, se utiliza una
torunda esteril para tomar la cepa del medio AS y se congela mediante el sistema de
Criobolas de Oxoid S.A., siguiendo las normas del fabricante. De esta manera, al
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término del afio 2010, finaliza la confeccion de un cepario anual de SARM productor
de infecciones nosocomiales y comunitarias en la Comunidad Auténoma de
Extremadura.

El sistema de criobolas para la congelacion y almacenamiento microbiano,
permite de una manera sencilla obtener un cultivo puro de cualquier aislado de la
coleccidn. Para ello se extrae una criobola, y ayudandonos con el extremo de un asa de
siembra, se dibuja con la criobola una estria sobre un medio de AS, y se deja incubar a
37°C durante 24h. A partir de aqui trabajamos con un cultivo puro para la fabricacion

de extractos de ADN, iniciar técnicas de tipificacion molecular, o fagotipaje.

3.4 MACROMETODO E-TEST PARA LA DETECCION DE
CEPAS CON RESISTENCIA HETEROGENEA A VANCOMICINA
(h-VISA).

El conjunto de aislados SARM procedentes de hemocultivos, se somete a la
técnica de Macrométodo (MET), para la deteccion de posibles cepas con fenotipo h-
VISA. La técnica consiste en inocular en una placa de 90 mm de Agar BHI 200 ul de
una suspension de la cepa a analizar, preparada en caldo BHI y ajustada al 2 en la escala
de Mc.Farland. Posteriormente se extiende con un asa de siembra por toda la placa.
Una vez seca, se aplica sobre la superficie del agar la tira de E-test de VVancomicina de
manera que quede centrada en la placa. Se realiza la lectura de la CMI después de una
incubacion de 48 h a 37°C en aire, de manera que el test es considerado positivo cuando
la CMI a Vancomicina es superior o igual a 8 mg/l (Van Hal y col., 2011). La cepa h-
VISA Mu3 (Staphylococcus aureus ATCC 700698) es utilizada como control positivo
(Morosini y col., 2010).

35 MUESTREO Y ELECCION DE LOS AISLADOS A
GENOTIPAR

El nimero de aislados coleccionados al término del afio 2010 es de 309, de los
cuales se desea genotipar una muestra representativa. Asi se lleva a cabo un muestreo
aleatorio simple estratificado para escoger una muestra de 100 aislados en la que se
vean reflejadas de manera proporcional las siguientes variables: Bloque Estacional,

Area de Atencion Microbioldgica, y origen Intrahospitalario/Extrahospitalario.
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Dentro de cada bloque y respetando las normas del muestreo antes explicadas, la
eleccion de las cepas es aleatoria. Se hace de tal manera que estén representados los
cuatro tipos de muestras mayoritarias de la base de datos. Estas son: Hemocultivos,
Muestra Respiratoria, Orina y Exudado. Segun las reglas del muestreo, el nimero de
cepas escogidas para el genotipaje por cada bloque, y segun la AAM, el origen de

infeccion y el tipo de muestra, se recoge en la Tabla 11.

, BLOQUE
NUMERO CEPAS SARM N 2 3 1 TOTAL
HM 3 4 1 2 10
HDBV 2 4 7 4 17
HIC 8 8 3 3 22
HLLZ 5 3 1 3 12
AAM HSPA 7 7 4 6 24
HCC 2 0 1 0 3
HCANM 2 1 3 1 7
HVP 3 1 0 1 5
TOTAL 32 28 20 20 100
ORIGEN IN 21 19 15 10 65
DE EX 11 9 5 10 35
INFECCION TOTAL 32 28 20 20 100
EXUDADO 10 10 4 7 31
11Po DE | M:RESPIRATORIA 7 6 7 7 27
MUESTRA ORINA 8 4 4 3 19
HEMOCULTIVO 7 8 5 3 23
TOTAL 32 28 20 20 100

Tabla 11. Distribucion del nimero de cepas escogidas por bloque para genotipaje, segin AAM, origen
de la infeccion y tipo de muestra. AAM: Area de Atencion Microbioldgica. Bloque 1: cepas aisladas en
Enero, Febrero y Marzo; Bloque 2: aisladas en Abril, Mayo y Junio; Bloque 3: Julio, Agosto y
Septiembre; Bloque 4: Octubre, Noviembre y Diciembre. HM: AAM de Mérida, HDBV: AAM de Don
Benito-Villanueva, HIC: AAM de Badajoz, HLLZ: AAM de Llerena-Zafra, HSPA: AAM de Caceres,
HCC: AAM de Coria, HCANM: AAM de Navalmoral de la Mata, HVP: AAM de Plasencia. IN: cepa de

origen intrahospitalaria. EX: cepa de origen extrahospitalaria

3.6 FAGOTIPIA

3.6.1 PROPAGACION DEL JUEGO INTERNACIONAL DE FAGOS
Los fagos utilizados en este estudio fueron propagados en el laboratorio de
Infecciones Intrahospitalarias del Servicio de Bacteriologia de CNM (Instituto de Salud

Carlos 111) a partir del juego béasico suministrado por el Laboratorio Internacional de
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Referencia de Fagotipia de Staphylococcus aureus de Colindale (Central Public Health

Laboratory, Londres), que consta de 23 fagos.

FAGOGRUPO FAGOS
1 29 52 52A 79 80
I 3A 3C 55 71
1 6 42E 47 53 54
75 77 83A 84 85
v 94 96
Sin agrupar 95 80

Tabla 12. Juego internacional de fagos

Ademas de los fagos, el juego incluye las cepas propagadoras de estos, que se
designan con el mismo numero que los fagos, excepto la cepa 52A/79, que sirve para
propagar tanto el fago 52A como el 79. Se utilizan también seis cepas de estafilococos
cuyos fagotitos son conocidos para realizar diversos controles. Estas cepas son: W57,
1030, 42C, 2009, 8719 y 18042.

3.6.2 DETERMINACION DEL RTD

Antes de realizar la propagacion de un fago, hay que determinar su RTD
(“routine test dilution™) titulandolo sobre su cepa propagadora. Para ello, se inunda una
placa de agar comudn 1.1 con un cultivo de caldo de la cepa propagadora, retirando el
exceso de liquido con una pipeta Pasteur. A continuacion se colocan sobre la superficie
de la placa de agar, ya inoculada y seca, gotas de diluciones crecientes del fago que
queremos titular, desde 10 hasta 10”. Tras incubar durante 18 horas a 30°C se observa
la presencia de placas de lisis, considerando como RTD la méaxima dilucién que

produce lisis confluente.
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Figura 17. Determinacion del RTD. En este caso el RTD result6 ser la dilucién 1x10®

3.6.3 PROPAGACION EN MEDIO SOLIDO

Se realizo por el método de agar semisdlido descrito por Swastrom y col. (1951).
Se calent6 el tubo de agar semisdlido distribuido en 6 ml para fundirlo, dejandolo
enfriar a 45°C. Se afiadié entonces:

- 0.6 ml de un cultivo en caldo comun de la cepa propagadora crecido a

37°C durante 4 horas en agitacion

- 0.6 ml de fago diluido a su RTD

- 0.25 ml de cloruro célcico al 1%

Sobre una placa de agar comin 1.1 de 15 cm de diametro, se afiadié el agar
semisolido que contenia la mezcla de fago y de la cepa propagadora en proporciones
equilibradas, para que se produjera una lisis semiconfluente. Se incubd durante 18
horas a 30°C. Después se recogio el contenido crecido en la sobre placa, donde debe
encontrarse el fago, afiadiendo 15 ml de caldo comun y ayudandonos de una pipeta
Pasteur doblada en angulo recto que utilizamos a modo de rastrillo. La suspension
recogida, se centrifugd a 5000 r.p.m una hora y el sobrenadante fue recogido y filtrado

mediante unas membranas de 0.22 um.
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Por ultimo, se realiza una nueva titulacion sobre la cepa propagadora y se
desecharon aquellos fagos cuyo titulo no era elevado. Se conservaron a 4°C hasta su
uso. También fueron guardados a -70°C y liofilizados.

3.6.4 ESPECTRO LITICO

Cada fago propagado fue enfrentado a 20 cepas patrén para comprobar su
espectro litico. Asi se consigue detectar cualquier modificacion que haya podido tener
lugar durante la propagacion.

El espectro litico se determino segun la descripcidn de Blair et al. (1961). Cada
fago se tituld sobre las siguientes cepas del juego: 29, 52, 52A/79, 80, 2009, 3A, 3C,
71, 8719, 42C, 42E, 47, 53, 54, 75y 77, y se comparaban los titulos obtenidos sobre
ellas con el titulo obtenido sobre la cepa propagadora. Se evaluaron estos titulos en una
escala de 1 a 5, en la que el nimero 5 se adjudicaba a aquellas cepas en las que el titulo
obtenido era igual al de la cepa propagadora, el 4 a las cepas que presentaban un titulo
10 0 10 menor, el 3 a titulos de 10 0 10™* menor y asi sucesivamente.

Los valores del espectro litico de cada fago fueron comparados con los ya
conocidos (Tabla 13) y se desecharon aquellos cuyo espectro no coincidia.

Una vez obtenido el concentrado del fago en las condiciones mencionadas se
conservaba a 4°C. A partir de ellos se prepararon las diluciones del RTD y 100 x RTD
para hacer la fagotipia y se repusieron periédicamente en prevision de una posible
pérdida de titulo en el futuro.

S—— z — s —
CEPAS 29 52 52A 79 BO 3A 3C 55 71 6 42E 47 53 54 75 77 B3A 84 B85 81 94 95 96

=]
\

29 5 L] (s} a (&

52 [u] 5 4 4] 4 . (9]
52A/79 3 5 5 3 < 5 a 3 2
ao o 1 1 (e} 5 - 3 2 . 5 2 [v]
2009 3 5 . . . 2 (o] 1 e
3A 1 1 1 1 1 5 4 4 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 2
71 1 5 5 5 5 5 gl 1 7 < 1 4]
ario : < 5 5 . - 5 . . 0
420 2 (i) (8] o (] 3 4 o/2 4 3 2 3 3 2 0 o (9] 3 3 5 (]
42E 0 0 (o] 0 (1] 5 . a 2 " 3 2 3 3 2 2
47 3 3 3 2 3 2 : 5 . 2 5 5 a 5 5 a S S (4] 2 3 2
53 i} 5. 4 5 5 a 5 S 1 : 0
54 1 2 . 2 2 . 3 5 -1 5 5 5 1 S 5 a a 0
75 . 2 1 i s : : ! 1 o 4 (v} 5 a 5 5 . 0
T 2 2 2 4 L] . 5 a 4 S Q

Tabla 13. Espectro litico de los fagos del juego internacional (0 = reaccién de inhibicién; 0-2 =
reacciones variables, pueden aparecer como inhibicion o como verdadera reaccidn litica; = sin efecto

litico)
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3.6.5 FAGOTIPAJE

3.6.5.1 REALIZACION

En primera instancia, el fagotipaje es realizado al 100 X RTD. Para esto, cada
aislado se inoculd en un tubo de caldo comun a partir de un cultivo puro y se incubo a
37°C durante 4 horas en agitacion. Una vez crecidos los cultivos liquidos, se sembraron
por inundacion en placas de agar comun 1,1 secadas previamente a 37°C durante al
menos 2 horas. Se retird el exceso de liquido con una pipeta Pasteur y se dejaron secar
las placas, destapadas y boca arriba, entre 15 y 20 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion en cada placa se aplico una gota de 25 ul de cada uno de los fagos
(dilucion 100 X RTD) con la distribucién que muestra la Fig. 18. Cuando las gotas
estuvieron secas, se taparon las placas, se incubaron a 37°C durante 18 horas y se

procedio a su lectura.
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Figura 18. Disposicion de fagos en

placa para fagotipaje

3.6.5.2 Lectura de resultados

Se realizé segun el siguiente criterio:
e CI: lisis confluente
e ++: mas de 50 placas de lisis
e +:de 20 a50 placas de lisis

e +-:menos de 20 placas de lisis
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D . di T
Figura 19. Lectura de resultados en fagotipia: +- (A), + (B), ++ (C), ClI (D), crecimiento secundario en el

area de la lisis confluente, con la consiguiente placa secundaria (E) (Williams et al., 1952).

3.6.5.3 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Siguiendo las directrices mostradas en la Tabla 12, a cada aislado se le asign6
un fagogrupo, del I al V, en funcién del perfil de fagos que le hayan provocado placas
de lisis (cada uno de estos recibe el nombre de “fagotipo”). Quedaran como “No
tipables” aquellos en los que no se obtenga lisis con ningln fago. Los aislados que
muestren lisis con los fagos 95 u 81, no se asignan a ningun fagogrupo, quedan
simplemente como fagotipos de ese numero. Aquellos que muestren simultdneamente
perfiles compatibles con los fagogrupos | y IlI, se interpretan como “Fagogrupo
Mixto”, y aquellos que presenten un perfil de fagotipos del grupo Ill, ademas del 81, se
clasifican como “I11/81”.

Como describieron Williams y col. (1952), se pueden encontrar pequefias
diferencias en el fagotipo de cultivos individuales derivados de la misma cepa. Estos
autores sugirieron la aplicacion de la “norma de las dos diferencias”, segun la cual,
cuando dos cultivos presentan dos 0 mas diferencias significativas, la posibilidad de
que tengan un origen comun es menor del 5%. Asi pues, la fagotipia, igual que otros
métodos de tipificacion, reconocerd aislados diferentes, pero, en el caso de ofrecer
patrones iguales, indicara una probable (aunque no segura) identidad.
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Figura 20. Ejemplos de fagotipaje: A) aislado fagotipo I; B) aislado fagotipo MIXTO (I y I11)

3.6.5.4 CONTROLES

Para garantizar la reproductibilidad de la técnica de fagotipia, es necesario
realizar controles de forma continuada. Asi, en la rutina de la fagotipia se incluian
siempre dos cepas patron polivalentes (1030 y W57), cuyo fagotipo es conocido,
corrigiendo aquellas diluciones cuyo efecto no era el esperado. Estas dos cepas se

incluian tanto si la técnica se realizaba al RTD como al 100 X RTD.

3.7 TIPIFICACION MOLECULAR.

La caracterizacion molecular de la muestra de 100 aislados de SARM se realiz6
mediante las siguientes técnicas: rep-PCR /DiversiLab, Electroforesis en Campo
Pulsado (PFGE) y Secuenciacién del gen de la proteina A (Spa Typing) y Componente
Clonal BURP (CCBURP). A partir de los resultados reportados por este Gltimo método,
el software informatico Ridom StaphType nos da el tipo mas probable de MLST
asociado a cada tipo de CCBURP, denominado eBURST Presuntivo. Aln asi se realiza
el andlisis por Multilocus Sequence Typing (MLST) de un representante de cada tipo de
CCBURP obtenido (excepto de los Singletons), y obtener asi el Sequence Type (ST-) al
que corresponde.

Ademas se lleva a cabo la tipificacion molecular por caracterizacion del
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Cassette Cromosomico SCCmec de un representante de cada pulsotipo.

3.7.1 SISTEMA REP-PCR/DIVERSILAB

3.7.1.1 EXTRACCION DE ADN BACTERIANO

De una placa de cultivo puro de Staphylococcus aureus recogemos todas las
colonias posibles que rellenen un asa de siembra calibrada de 10 ul. E1 ADN de esta
muestra es extraido usando un método de purificacion a través de columna denominado
Ultra Clean Microbiol DNA Isolation Kit® (Mo Bio Laboratories), siguiendo las
instrucciones recomendadas por el fabricante. La presencia y concentracion del ADN
en el producto de extraccion es estimada con el espectofotometro Nanodrop® ND-1000
(Termo Scientific), considerando una extraccion satisfactoria la obtencion de entre 100-
300 ng/ul de ADN, con un ratio de absorbancia 260nm/280nm alrededor de 1.9, 1o que
refleja una contaminacion por proteinas practicamente nula. El DNA de cada una de las

cepas se guarda y almacena congelado a -80°C.

3.7.1.2 REACCION DE AMPLIFICACION

La amplificacion se realiza usando el Staphylococcus DNA fingerprinting kit ®
(Spectral Genomics) el cual incluye: un tampon denominado rep-PCR MM1, los
cebadores especificos para Staphylococcus aureus (Primer Mix), y un conjunto de
controles positivos y negativos para verificar el correcto desarrollo de la reaccion de
amplificacion. La polimerasa utilizada es Ampli Tag DNA Polymerase® (Applied
Biosystems), suministrada por el fabricante junto al tampdn 10X PCR buffer. La
reaccion necesita como sustrato entre 50-100 ng de ADN, por lo que en primer lugar
debemos preparar las diluciones pertinentes a partir de la solucién madre obtenida del
proceso de extraccion. Nosotros concretamente preparamos una dilucién que se ajusta a
una concentracion de 35 ng/ul de ADN. La Master Mix de la PCR se prepara con los
siguientes volumenes por muestra: 18 ul de repPCR MM1, 2.5 ul de 10X PCR buffer, 2
ul de Primer Mix y 0.5 ul de Ampli Tag Polymerase. Afiadimos 23 ul de Master Mix a
cada tubo de reaccion. Por ultimos afiadimos 2 pl de la diluciéon de DNA, alcanzando
un volumen final de 25 pl en el tubo de reaccion.

Las etapas y los tiempos para el termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems) son los siguientes: una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 minutos,

seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, anillamiento a
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45°C durante 30 segundos, y extension a 70°C durante 90 segundos, y una extension

final a 70°C durante 3 minutos.

3.7.1.3 ELECTROFORESIS Y ANALISIS DE RESULTADOS

El analisis de los productos de la rep-PCR es realizado usando el Bioanalizador
B2100 (Agilent Technologies), en el cual los fragmentos amplificados, de tamafos y
cantidades variables, son separados y detectados después de una electroforesis capilar
en el Labchip.

La fase solida que transcurre a través del chip es confeccionada a partir de los
reactivos DNA Gel Matriz (gel) y DNA Dye Concentrate (colorante) del kit comercial
DNA Reagents & Supplies de la Plataforma Diversilab. Estos reactivos deben mezclarse
en proporcién 1:20 colorante / gel antes de usar, y cargar en el Labchip junto con los
productos de rep-PCR segun indicaciones del fabricante.

En un chip se pueden cargar los productos de rep-PCR de hasta 12 muestras o
cepas diferentes, reservando el dltimo pocillo para el marcador de peso molecular. El
volumen de carga de producto rep-PCR es Unicamente de 1 ul.

La comparacion de resultados y los porcentajes de similitud entre cepas es
calculado por el software DiversiLab version 3.4, quién determina las distancias
matrices en funcién del coeficiente de correlacién de Pearson y utiliza medias
aritméticas no ponderadas para muestras apareadas (UPGMA) para la creacién de los
dendogramas. Los informes son automaticamente generados e incluyen dendograma,
electroferogramas, iméagenes virtuales de geles y gréficos de dispersion. El programa
informatico permite afiadir en cada informe hasta cuatro variables diferentes de

informacidn demografica para cada cepa.
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Figura 21. Pefiles indistinguibles de cepas correspondientes al mismo patrén (A). Perfiles con solo una

diferencia de cepas correspondientes al mismo grupo (B). Perfiles con dos diferencias de cepas sin

relacion genotipica (C)
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Los aislados son clasificados, segun su grado de relacibn como
“indistinguibles”, “similares” o “diferentes”, siguiendo los criterios recomendados por
el fabricante. Asi s6lo consideramos que pueden ser “similares” o “indistinguibles”,
aquellos que presenten indices de similaridad superiores al 95%. Una vez se cumpla
dicha condicion, pasamos a comparar los perfiles de los electroferogramas, de manera
que perfiles completamente exactos con ningun pico diferente (ejemplo: Fig. 21A),
incluyendo no diferencia en la intensidad (con excepcion de que en conjunto, entre los
dos perfiles se observe una diferencia de intensidad proporcional en todos sus picos),
son considerados “indistinguibles”. Las cepas indistinguibles se clasifican dentro de un
mismo clon o “Patron” (P). Si encontramos diferencia en un anico pico (ejemplo: Fig.
21B), son considerados “similares” y se clasificarian dentro de un mismo “Grupo” (G).
Si se encuentran > 2 picos diferentes (ejemplo: Fig. 21C), se clasificarian como

“diferentes”, sin posibilidad de agrupacion alguna.

3.7.2 ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO (ECP)

3.7.2.1 PREPARACION DE LOS BLOQUES DE AGAROSA

A partir de un cultivo puro de cada cepa, se toma medio asa de siembra
calibrada de 10 pl, y se resuspende en un tubo Eppendorf con 1 ml de buffer SE (10
mM Tris HCI, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1 M CINa, pH 7.5). A esta suspension la
denominamos “Suspension n° 1”. Con el objeto de que las suspensiones de todas las
cepas contengan la misma concentracion celular, se transfieren 0.4 ml de cada
Suspension n° 1 a un tubo Greiner que contiene 4.6 ml de buffer SE (Suspension n° 2).
Se mide la absorbancia a 420 nm de cada Suspension n°® 2 en un espectofotometro
Spectronic 20 (Bausch & Lomb). Con ayuda de la Tabla 14 (obtenida tras la curva de
calibrado), determinamos el volumen a tomar de: a) suspension bacteriana (Suspension
n° 1) y b) buffer SE; para un volumen global final de 0.5 ml. Esto constituye la
Suspensién n° 3 que contiene 10° ufc/ml.

Los tubos Eppendorf con la Suspensién n® 3 se introducen en un bafio
termostatizado a 56°C entre 5-10 minutos, con el fin de atemperarlos. Después se
transfiere 0.5 ml de Agarosa CMBA (Biorad) al 1 % en buffer SE (previamente fundida
también en el bafio a 56°C) a cada Eppendorf y mezclamos varias veces por inversion,
hasta corroborar la completa homogeneizacion de la solucion, a la que damos el

nombre de “Suspension n° 4”. De ésta se toman 0.5 ml para rellenar 3 moldes para
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PFGE (Biorad) por muestra. Los moldes se dejan en nevera a 4°C durante 10 minutos

para su completa homogeinizacion.

DO ul de suspension ul buffer SE
(420nm) | ufc/ml x 10° bacteriana pH 7.5
0,275 1,25 400 100
0,3 1,25 400 100
0,325 15 335 165
0,35 1,5 335 165
0,375 1,75 285 215
0,4 1,75 285 215
0,425 2 250 250
0,45 2 250 250
0,475 2,25 220 280
0,5 2,25 220 280
0,525 2,25 220 280
0,55 2,5 200 300
0,575 2,5 200 300
0,6 2,75 180 320
0,625 2,75 180 320
0,65 3 165 335
0,675 3 165 335
0,7 3,25 155 345
0,725 3,25 155 345
0,75 3,5 145 355
0,775 3,5 145 355
0,8 3,5 145 355
0,825 3,75 135 365
0,85 3,75 135 365
0,875 4 125 375
0,9 4 125 375
0,925 4,25 120 380
0,95 4,25 120 380
0,975 4,5 110 390

1 4,5 110 390
1,25 5 100 400

Tabla 14. Tabla de calibrado para preparar una solucién bacteriana de 10° ufc/ml
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En tantos tubos Bijoux como muestras tenemos, afiadimos 1 ml de Solucion de
Lisis Bacteriana, cuya composicién por cepa es:

e 1 ml Buffer de Pre-lisis (6 mM Tris CIH, 100 mM EDTA, 1 M CINa,
0.5% Brij 59, 0.2 % Deoxicolato sodico, 0.5 % Lauril Sarcosil, pH 7.5)

e 1.5 ul de Lisostafina (Ambicin) 20 U/ul

e 500 pg de Lisozima 44700 U/mg de proteina (Sigma)

Con ayuda de un asa se liberan los 3 moldes por muestra en cada tubo Bijoux
con 1 ml de Solucién de Lisis Bacteriana (asegurandonos que quedan bien cubiertos) y
se mantienen a 37°C durante una noche. Al dia siguiente eliminamos la Solucion de
Lisis con una pipeta Pasteur y reemplazamos con 1 ml de Solucion de Proteolisis, cuya
composicion por cepa es:

e 1 ml de Buffer de Lisis (0.25 mM EDTA, 20 mM EGTA, 1 % Lauril
Sarcosil, pH 9.5)
e 1.5 ul de Proteinasa K 50 mg/ml (Roche)

Los tubos Bijoux se incuban en bafio a 56°C con la Solucion de Proteolisis
durante una noche. Al dia siguiente se elimina dicha solucion lavando al menos cuatro
veces con buffer TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 M EDTA, pH 7.5) dejando como minimo
entre cada lavado 30 minutos a 4°C. Una vez lavados, estos bloques se conservaron a
4°C hasta su utilizacién, durante un periodo maximo de 6 meses, cambiando el buffer

TE una vez al mes.

3.7.2.2 ESTABILIZACION Y DIGESTION DE LOS BLOQUES

Comenzamos la digestion extrayendo un bloque por cada muestra, que es
cortado aproximadamente a la mitad, y ésta la incorporamos a un Eppendorf con 100 pl
de Solucion de Estabilizacion, constituida por: 10 % Buffer Y Tango 10X con BSA
(Fermentas) en H,O libre de nucleasas. Se dejé incubando 30 minutos a 4°C.
Posteriormente eliminamos esta solucion, para reemplazarla por 100 pl de Solucion de
Digestion, constituida por: 10% Buffer Y Tango 10X, 4% de Sma | 10 U/ul
(Fermentas), en H,O libre de nucleasas. Mantenemos al menos 3 horas en un
termobloque a 30°C. A cabo de este tiempo, afiadimos 100 ul de buffer TE en cada
Eppendorf para detener la actividad enzimética.
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3.7.2.3 ELECTROFORESIS

Para la electroforesis de los fragmentos de DNA utilizamos un gel de 150 ml de
agarosa CMBA al 1% en buffer TBE 0.5X (45 mM Tris, 45 mM Acido Bérico, 1 mM
EDTA; pH 8.4). En su solidificacion se utiliza un peine de 30 pocillos, que suponiendo
la utilizacion del marcador de peso molecular 100 bp DNA ladder (Biolabs) en los
extremos, nos permite correr simultaneamente hasta 28 cepas diferentes.

Cada bloque digerido es introducido en cada pocillo procurando situarlo en la
parte inferior y perfectamente adherido al gel (evitamos que queden burbujas de aire).
Posteriormente sellamos los pocillos con la agarosa CMBA al 1% en buffer TBE 0.5X.

El gel fue sumergido en el tanque del aparato CHEF-DRIII (BioRad), al que
previamente se afiadieron 2 litros de tampon TBE 0.5X que se mantendran circulando
entre 80 y 90 r.p.m. y a una temperatura de 12°C. Las condiciones de electroforesis
fueron optimizadas para obtener el resultado mas 6ptimo, llevandose a cabo finalmente
en las siguientes condiciones: temperatura de electroforesis de 12°C, gradiente de
voltaje de 6 V/cm, y dos bloques de pulsos. El primer bloque durante 10 horas con
pulso de 5 a 15 segundos; el segundo bloque durante 13 horas con pulsos de 15 a 60

segundos.

3.7.2.4 TINCION DEL GEL Y ANALISIS DE PERFILES

Una vez terminada la electroforesis, el gel se tifid con bromuro de etidio (5
mg/ml) durante 15 minutos a temperatura ambiente, y se revelé una con luz ultravioleta
en el transiluminador. Los patrones de banda se analizaron visualmente, tomando como
referencia los publicados en la Fig. 22.

Una vez asignado el pulsotipo a cada uno de los perfiles, seleccionamos un
representante de cada pulsotipo, y utilizamos la herramienta informatica InfoQuest™
Bioinformatics Software (Biorad), quien usando el Coeficiente de Dice, construye un
dendograma que permite apreciar claramente las relaciones de agrupacion entre los

diferentes pulsotipos.
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Figura 22. Perfiles de los distintos pulsotipos de SARM obtenidos en un estudio multicéntrico en
hospitales espafioles entre 1996 y 2002 (Vindel et al., 2006).

3.7.3 TIPIFICACION MEDIANTE SECUENCIACION DEL

GEN DE LA PROTEINA A (Spa typing)
3.7.3.1 PREPARACION DE EXTRACTOS

Para cada aislado de SARM y a partir de un cultivo puro, resuspendemos un asa
de siembra de 10 pl en un Eppendorf de 1.5 ml con 100 ul de Solucion de Extraccion
(10% EGTA 0.1 M; 1% Tris HCI 1 M pH 7.5; 88,6% de H,O libre de nucleasas; 0.4%
de Lisostafina 2000 U/ml). Estos tubos fueron introducidos en un termoblogue e
incubados primeramente 30 minutos a 37°C, y a continuacion 10 minutos a 95°C. Se
dejaron enfriar y se les afiadio 900 ul de H,O libre de nucleasas. Se mezclé en el vortex
y se centrifugaron a 13.000 r.p.m durante 10 minutos. Después, de cada tubo,
separamos la fase del sobrenadante donde se encuentran el ADN bacteriano. Es lo que
denominamos “Extracto”. Estos se mantuvieron guardados a -20°C mientras no fueran

utilizados.

3.7.3.2 PREPARACION DE PRIMERS
Los primers fueron suministrados liofilizados, con una masa y un peso

molecular (PM) determinado. Se afiadié a cada liofilizado el mismo volumen de agua
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que la masa indicada, de manera que el primer quedd reconstituido a una concentracion
de 1 pg/ul. Esta dilucion se dejo en el propio vial de envase y se deja guardada a -20°C
hasta su uso. De ella se prepara la dilucion de uso con una concentraciéon de 100 uM.

3.7.3.3 REACCION DE AMPLIFICACION

Para la amplificacion por PCR de la region X del gen de la proteina A
estafilococica, se utiliza por cada aislado un tubo Pure Taq Ready To Go® (GE
Healthcare Life Science) (contiene un liofilizado con las concentraciones optimas de
dNTPs, ClI;Mg y polimerasa, adecuadas para la reaccion de amplificacion) y los
primers: Forward (5_-AGACGATCCTTCGGTGAGC-3_) y Reverse
(5 -GCTTTTGCAATGTCATTTACTG-3 ) (Harmsen et al., 2003). Para la Master
Mix se utiliza por muestra: 1 ul de Primer Forward, 1 pl de Primer Reverse y 18 ul de
H.O libre de nucleasas. Por cada aislado se utiliza un Pure Taq Ready To Go® en el
que se afiade 20 pl de Master Mix y 5 ul del Extracto de ADN correspondiente. Los
cebadores quedan a una concentracion final de 4 pmol/pl.

Los tubos son introducidos en el Termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems) bajo las condiciones del siguiente programa: 5 minutos a 94°C; 35 ciclos
de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C, y 1 minuto y medio a 72°C; y por ultimo
una fase final de extension de 10 minutos a 72°C.

3.7.3.4 PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR

Se afiadian a un Eppendorf de 0,2 ml, 5 ul de este producto de PCR y 2 ul de
ExoSAP-IT® (GE Healthcare Life Science). Los tubos son introducidos nuevamente en
el termociclador y se mantienen, un primer periodo de 15 minutos a 37°C, y uno

segundo de 15 minutos a 80°C.

3.7.3.5 SECUENCIACION

La secuenciacion del producto amplificado y por tanto de la region X de cada
muestra, se llevd a cabo mediante un sistema basado en el método de Sanger y usando
el The BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit® (Applied Biosystems), mezcla
de reactivos que proporciona los componentes necesarios para la reaccion de
secuenciacion. El usuario solo debe afiadir el ADN molde y los cebadores especificos
que hibriden con los extremos y de manera bidireccional con el fragmento que se desea

secuenciar. Asi, preparamos dos mezclas, una denominada Master Mix Forward y otra
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Master Mix Reverse, en que que afiadimos por cada muestra: 0.5 ul de Ready Reaction
Mix, 1.5 ul de BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer (5X), 1 ul de Primer
Forward / Reverse (segun corresponda) y 5 ul de H,O libre de nucleasas. Por cada
muestra se rotulan dos Eppendorf de 0.2 ml especiales para secuenciacion, en el que se
afiaden a cada uno: 8 ul de Master Mix (Forward o Reverse segun corresponda) y 2 ul
de producto amplificado. Para la reaccién de secuencia, los tubos se introducen en el
Termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) y son sometidos a 25 ciclos
de 10 minutos a 96°C, seguidos de 4 minutos y medio a 60°C (previo a los 25 ciclos hay
una fase inicial de desnaturalizacion de 3 minutos a 94°C). Los productos de la reaccion
de secuenciacion fueron pasados a través de una columna de Sephadex G-50 para
retirar los dideoxiNTPs fluorescentes terminadores de cadena no incorporados. Las
secuencias de ADN fueron obtenidas con el Secuenciador 3130 Genetic Analyser®

(Applied Biosystems).

3.7.3.6 ASIGNACION DE SPA-TIPOS

Las secuencias de ADN son analizadas con el StaphType software® (Ridom).
Este software construye una secuencia consenso, automaticamente detecta las
repeticiones “spa”, les asigna su codigo alfa-numérico, y en funcion del perfil de
repeticiones le asigna a cada muestra uno u otro spa-tipo (Fig. 23).

3.7.3.7 ANALISIS BURP Y ASIGNACION DE eBURST

Aqguellos aislados con el mismo spa-tipo fueron considerados indistinguibles,
pero utilizamos el algoritmo BURP del StaphType software para clasificar dentro de un
mismo grupo o “cluster” aquellos spa-tipos con perfiles similares. Distintos spa-tipos
son agrupados en el mismo cluster cuando al aplicar el algoritmo se obtienen
diferencias entre ellos menores o igual a 6. Los cluster se nombran con las siglas CC
(de componente clonal) seguido de un numero que corresponde al del spa-tipo

representado con el mayor nimero de aislados (Fig. 24).
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Figura 23. Captura de pantalla del software StaphType. A) Visor que muestra las secuencias obtenidas a
partir de los cebadores F y R, y la secuencia consenso. Puedes ir avanzando en la secuencia verificando
la conformidad en la secuenciacion con los picos correspondientes a cada fluorocromo. B) Tipos de
repeticiones (r) encontradas automaticamente en la secuencia consenso. C) Se indican los nucle6tidos en
los que existe discrepancia entre la secuencia consenso y la secuencia del tipo de repeticién encontrada.
D) Diagrama que muestra la comparacion entre el perfil de repeticiones de nuestra secuencia consenso
(user) y los perfiles de repeticiones mas similares de diferentes spa-tipos ya registrados. A medida que

bajemos con el cursor, disminuye la similaridad.
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Figura 24. Captura de pantalla del software StaphType. Ejemplo de un resultado de analisis BURP. Los
spa-tipos similares entre ellos son agrupados en Clusters. El spa tipo representado con el mayor nimero

de aislados dentro de un Cluster, y por tanto el que le da nombre, se muestra en negrita.
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Los spa-tipos con una longitud inferior a cinco repeticiones fueron excluidos del
andlisis BURP, por lo que no se incorporan a cluster alguno. Quedan definidos como
“Excluded”. Aquellos spa-tipos, que no se encuentran en el presente estudio
representados por un numero suficiente de cepas, son denominados “no founder”.
Aquellos spa-tipos que no presentan suficiente similitud con ningln otro spa-tipo
descrito hasta la fecha, quedan como “singletons”.

El StaphType software nos permite ademas realizar automaticamente la
asignacion eBURST para cada spa-tipo, dandonos idea del origen filogenético de estos.
Asi los spa-tipo seran agrupados en nuevos clusters, también referidos como CC (de
componente clonal) seguido de un namero.

StaphType software dispone de una base de datos muy util en la que puedes
observar que tipos de ST (por MLST) se corresponden estadisticamente con un
determinado spa-tipo, con qué otras denominaciones se les hace referencia en la
literatura (entre ellas los CC de eBURST), en qué porcentaje se encuentra representado
un determinado spa-tipo a nivel mundial segun los registros de SARM hechos hasta la

fecha, o las zonas geograficas de origen de cada spa-tipo (Fig. 25 y Fig. 26).

!g ‘ldom SpaServer.ridom.de
Spa Server
Overview Ridom SpaServer - SpaTypes
Home
Background
Policy Search for a spa-type or -repeat:
Submit search for repeats (Ridom- or new Kreiswirth-nomenclature), a repeat sequence or a spa-type.
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Frequencies -
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type
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EMRSA-3, New York clone
CCS3, Rhine Hesse MRSA (prototype). EMRSA-3, New York clone. Japan clone,

MLST Mapping 228

Contact (002 PEBTRATAAT121716 ST5. 81231 Pediatric, USA100 ORSA II. USAS00 ORSA IV, ST 5 ORSA 1
mprint w003 [26-17-2017-1217-17-16 ST 5, ST 225 CC5. Rhine Hesse MRSA (subclone). EMRSA-3. New York clone
Contact us w004 [09-0216-13-13-17-34-16-34 ST 45 CC45. Berlin MRSA (prototype). USAG00 ORSA I, USA600 ORSA IV
00 5.17-25-17-25-16-28 ;T 2. ST-23.8T
t0C

5.17-17-25-16-28 ST-134

7.ST- |CCS8, Northern German MRSA (subclone), USA300 ORSA TV (cMRSA in the US),
Archaic/Tberian, ST250 ORSA I

009 |11-12-21-17-34-24-34-22-24-34-22-33-25 ST-254 CCS. Hannover MRSA, EMRSA-10
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It
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It 2
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It 08-16-02-16 34-16-34 ST-45
It
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Figura 25. Captura de StaphType software. Base de datos que relaciona el spa-tipo con los STs mas
probables, ademas de indicar el posible CC de eBURST y otras denominaciones en la literatura

cientifica.
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Figura 26. Captura de StaphType software. Base de datos que muestra ademas para cada spa-tipo la

frecuencia registrada hasta el momento y los paises de origen en los que se ha detectado.

3.7.4 TIPIFICACION DE MULTILOCUS SEQUENCE TYPE
(MLST)

Como se ha explicado en el apartado de Introduccion, este método se basa en la
secuenciacion de 7 genes de Staphylococcus aureus conocidos como “housekeeping”.
Son los siguientes: arcD, aroE, glpF, gmk, pta, tpi y ygiL. La técnica consta de una
primera PCR de amplificacion de un fragmento de aproximadamente 500 pb, y
posteriormente una segunda como reaccion de secuenciacion, en la que se emplean 2°,
5-dideoxiNTPs marcados con fluoréforos como terminadores de cadena (basado en
método de Sanger).

Solo resultaba de nuestro interés el tipaje por MLST de un representante del
CC-3 y 2 representantes, uno del spa-tipo t045 y otro del t-1399, del CC-1399
(complejos clonales por BURP).

Partimos de un extracto de ADN bacteriano de cada aislado obtenido de la

misma forma que se explica en apartado 3.6.3.1

3.7.4.1 AMPLIFICACION DE LOS GENES HOUSEKEEPING
Las directrices para la preparacion, concentracion de las soluciones de uso, y

concentracion final en la reaccion de PCR de los primers a utilizar, son idénticas a las
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explicadas en el apartado 3.5.3.2. Los primers utilizados para cada uno de los genes se

muestran en la Tabla 15.

Gene Primer Sequence (5'-3")

Carbamate kinase (arcC) arcC-Up TITGATTCACCAGCGCGTATTGTC
arcC-Dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG

Shikimate dehydro- arof-Up ATCGGAAATCCTATITCACATTC
genase (aroE’) aroE-Dn  GGTGTTGTATTAATAACGATATC

Glycerol kinase (glpF) glpF-Up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
glpF-Dn  TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC

Guanylate kinase (gmk) emk-Up ATCGTTITATCGGGACCATC
gmic-Dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA

Phosphate acetyltrans- pra-Up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
ferase (pra) pta-Dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA

Triosephosphate 1pi-Up TCGTTCATITCIGAACGTCGTGAA
isomerase (1pi) 1pi-Dn I TTGCACCTTCTAACAATIGTAC

Acetyl coenzyme A ace- ygil.-Up CAGCATACAGGACACCTATTGGC
tyltransferase (vgil) vgilL-Dn  CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

Tabla 15. Secuencias de los cebadores usados para cada gen housekeeping en el MLST (Enright et al.,
2000).

Para cada muestra, se rotularon siete tubos Pure Taq Ready To Go®(GE
Healthcare Life Science), uno por cada gen a amplificar. Se prepar6 la Master Mix, con
los siguientes volimenes por muestra: 1 ul de Primer Forward, 1 ul de Primer Reverse,
y 18 ul de H,O libre de nucleasas. A cada Pure Tag Ready To Go® se afiaden 20 pl de
Master Mix y 5 ul del extracto de ADN del aislado correspondiente. Los tubos son
introducidos en el Termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) bajo las
condiciones del siguiente programa: 5 minutos a 95°C; 30 ciclos de 1minuto a 95°C, 1
minuto a 55°C, y 1 minuto a 72°C; y por ultimo una fase final de extension de 5
minutos a 72°C.

Los productos de esta PCR son valorados en una electroforesis realizada en un
gel de agarosa MS-8 (Pronadisa) al 8% en buffer TAE 1X, donde se cargan 2 ul de
cada producto de PCR junto con 2 pl de Tampén de carga. El gel se sumerge una
cubeta de electroforesis con TAE1X, y se conecta a la fuente de alimentacion a 100 V.
Posteriormente se tifie el gel con Bromuro de Etidio 0.1%. Al visualizar el gel en el
transluminador se observa en todos los carriles una banda de tamafio aproximado de
500 pb.

Estos productos de PCR deben ser purificados siguiendo el mismo protocolo

descrito en el apartado 3.6.3.4.
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3.7.4.2 SECUENCIACION Y ASIGNACION DE SEQUENCE TYPE (ST)

Al igual que para el método de spa typing, utilizamos el The BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit® (Applied Biosystems) para la secuenciacion de los
fragmentos amplificados. Por cada muestra y por cada uno de los 7 genes housekeeping
amplificados, se prepararon dos tubos Pure Taq Ready To Go®, uno destinado a la
secuenciacion en la direccion Forward y el otro para la direccion Reverse.

Por cada uno de los 7 genes, se preparan dos mezclas de Master Mix, una con el
primer Forward y otra con el primer Reverse. Los volumenes por muestra son: 0.5 pl
de Ready Reaction Mix, 1.5 ul de BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer (5X),
1 wl de Primer Forward / Reverse (segin corresponda) y 5 ul de H,O libre de
nucleasas. A cada tubo Pure Taq Ready To Go® se le afiade 8 pl de Master Mix
(Forward o Reverse segun corresponda) y 2 ul de producto amplificado
correspondiente.

La reaccion de secuenciacion se lleva a cabo en Termociclador 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems) bajo las condiciones del siguiente programa: 5 minutos a
95°C; 20 ciclos de 50 segundos a 95°C y 3 minutos a 55°C. Los productos de la
reaccion de secuenciacion fueron pasados a través de una columna de Sephadex G-50
para retirar los dideoxiNTPs fluorescentes terminadores de cadena no incorporados. Las
secuencias de ADN fueron obtenidas con el Secuenciador 3130 Genetic Analyser®
(Applied Biosystems).

A las secuencias obtenidas se les asignaron los numeros de alelo
correspondientes mediante comparacion con las secuencias de los alelos de aislados
previamente tipificados y depositadas en Internet en la direccion http://www.mlst.net.
Para cada aislado, los numeros de los alelos en el orden arcC-aroE-glpF-gmk-pta-tpi-
yqiL definen su perfil alélico. Tras consultar la informacion depositada en la base de

datos, a cada perfil alélico se le asigno el ST correspondiente.

3.7.5 IDENTIFICACION DEL TIPO ESTRUCTURAL DE
SCCmec

3.7.5.1 DETECCION DE LOS TIPOS SCCMEC I, I1, 1 Y 1V,

El tipo de SCCmec se determiné aplicando una PCR Multiple (MPCR) con la
qgue se obtiene un patron de amplificacion especifico para cada uno de los tipos
estructurales existentes para SCCmec. Dicha MPCR permite la identificacion de los
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SCCmec tipo I, II, I, y IV, asi como las variantes 1A y IllA, basandose en la
amplificacion de 8 loci (denominados A, B, C, D, E, F, G, y H), con cebadores que han
sido seleccionados en base a las secuencias de los elementos mec previamente descritos
(Ito et al, 1999; Ito et al, 2001). Para la eleccion de estos 8 loci, los autores siguieron
tres criterios. Los dos primeros consistieron en la inclusion para cada tipo de SCCmec
de un locus localizado corriente arriba del gen mecA y un segundo locus localizado
corriente abajo del mecA. El tercer criterio fue la seleccién de un locus exclusivo en
cada uno de los tipos de SCCmec. Adicionalmente, se incluye en el protocolo el mecA
como control positivo interno. El locus A se localiza corriente arriba del gen pls y es
especifico del SCCmec tipo I; el locus B se sitta en el interior del operon kdp, el cual es
especifico del SCCmec tipo Il; el locus C se sitta en el interior del gen mecl presente en
los SCCmec tipo Il y I11; el locus D se encuentra en el interior de la region dcs, presente
en los SCCmec tipo I, 11 y IV; el locus E se localiza en la region entre el plasmido
integrado pl258 y el transposdn Tn554, especifico para el SCCmec tipo 1l1; el locus F,
gue también es especifico del SCCmec tipo Ill, se localiza en la region entre Tn554 y la
unién cromosomica derecha (orfX). Los loci G y H se incluyeron para distinguir las
variantes estructurales 1A y IlIA, respectivamente. El locus G es la unién izquierda
entre 1S431 y pUB110, y el locus H es la unién izquierda entre 1S431 y pT181 (Tabla
16). Los fragmentos van de 162 a 495 pb, diferenciandose al menos en 40 pb, lo que
permite distinguir a cada uno de ellos (Duarte et al., 2002) (Tabla 17)

Locus Cebadores Diana génica Tipo de SCCmec

A CIF2 F2/CIF2ZR2 pis 1

B KDP FI/KEDP R1 Feelpr 1l

Cc MECI P2/MECI P3 mecl I, m

(] DCS F2MCS R des L

E RIF4 F3/RIF4 R9 pI258/Tn554 m

F RIF5 F1O0/RIF5R13 Tnisd lorfX 1

G 1S431 P4/pUB110 R1 pUBI10 IA (no en 1)

IS 431 P4/pT181 R1 pT181 I {no en 1IIA)

macA MECA P4/MECA P7 mecA Control interno

Tabla 16. Dianas génicas especificas de los diferentes tipos de SCCmec
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Locus Primer Oligonucleotide sequence (5'-3") Location Amplicon size (bp) Specificity” (SCCmec type

A CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 1839818419 495 I
CIF2ZR2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC 18892-18871°

B KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 10445-10467" 284 II
KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG 10728-10707%

C MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 4242842447 209 IL I
MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC 4263642617

D DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 38011-37992¢ 342 LILIV
DCS R1 CTAAATCATAGCCATGACCG 37670-37689"

E RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 4558745607 243 I
RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC 45829-45809°

F RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 59573-59594° 414 I
RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC 59986-59965°

G 15431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 4996349982 381
pUBI10 R1 GAGCCATAAACACCAATAGCC 50343-5032%°

H 15431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 29654-29673° 303
pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC 29976-29956°

mecA MECA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 1190-1211¢ 162 Internal control
MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG 1351-133

Tabla 17. Cebadores utilizados para la amplificacién de cada locus, el tamafio del fragmento

amplificado, y la correspondencia con el tipo de SCCmec (Duarte et al., 2002).

Los primers utilizados para cada uno de los locus se muestran en la Tabla 17. Se
preparan siguiendo las directrices del apartado 3.6.3.2, utilizando una solucién de 100
uM para la reaccion de PCR.

Para la reaccion de amplificacion se utiliz6 por aislado un tubo Pure Tag Ready
To Go®. Se prepard una Master Mix con los siguientes volimenes por muestra: 0.5 ul
para de cada primer, excepto para el primer 1S431P4 del que se utiliza 1 pl
(concentraciones finales de 2 pmol/ul y 4 pmol/ul, respectivamente); 1 ul de MgCl, 15
mM; 12 ul de H,O libre de nucleasas. A cada tubo tubo Pure Taq Ready To Go® se le
afiadié 22 pl de la Master Mix y 3 pl del extracto de ADN correspondiente segun
aislado. Los tubos son introducidos en el Termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems) bajo las condiciones del siguiente programa: 5 minutos a 94°C; 30 ciclos
de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 50°C, y 2 minutos a 72°C; y por ultimo una fase final de
extension de 10 minutos a 72°C.

Los fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en un gel de
agarosa MS-8 (Pronadisa) al 2% en buffer TAE1X, cargando 7 ul de producto
amplificado junto con 3 pl de Tampon de Carga. Después el gel es tefiido con Bromuro
de Etidio 0.1% durante 10 minutos. Como referencia cargamos en los pocillos extremos
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el marcador de peso molecular Gene Ruler 100bp DNA ladder plus (Biolabs) Los

patrones de bandas se observan tras visualizar el gel en un transiluminador con luz UV.

3.7.5.2 Subtipaje del cassette cromosomico SCCmec IV.

La deteccion de tipos de SCCmec descubiertos recientemente, como el tipo V, y
subtipos del IV (IVa, IVDb, IVc, IVd y IVh) se realizé con una MPCR distinta de la
utilizada para los tipos I, I, Il y IV. Esta MPCR se practico con las cepas que
mostraban un perfil de amplicones en la MPCR de los cassette tipo I, I, I, 1V,

compatible con el SCCmec IV, y en aquellas que no mostraban fragmento amplificado
alguno.

. e Amplicon o
Primer Oligonucleotide sequence (57-3") size (bp) Specificity
Type I-F GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG 613 SCCmec 1
Type I-R GTTCTCTCATAGTATGACGTCC
Type II-F CGTTGAAGATGATGAAGCG 398 SCCmec 11
Type 1I-R CGAAATCAATGGTTAATGGACC
Type III-F CCATATTGTGTACGATGCG 280 SCCmec 111
Type II-R CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG
Type IVa-F GCCTTATTCGAAGAAACCG 776 SCCmec IVa
Type IVa-R CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG
Type IVb-F TCTGGAATTACTTCAGCTGC 493 SCCmec IVh
Type IVb-R AAACAATATTGCTCTCCCTC
Type IVe-F ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC 200 SCCmec Ve
Type [Ve-R TTGGTATGAGGTATTGCTGG
Type IVd-F5 CTCAAAATACGGACCCCAATACA 881 SCCmec IVd
Type IVd-R6 TGCTCCAGTAATTGCTAAAG
Type V-F GAACATTGTTACTTAAATGAGCG 325 SCCmec V
Type V-R TGAAAGTTGTACCCTTGACACC
cerC-F ATGAATTCAAAGAGCATGGC 336 Type 5 cer
erC-R GATTTAGAATTGTCGTGATTGC

Tabla 18. Cebadores utilizados en la MPCR del subtipaje del SCCmec IV y deteccidn del tipo V. Se
muestran las secuencias de cada uno de ellos, el tamafio del fragmento amplificado y el subtipo de

SCCmec al cual se asocian (Zhang et al., 2005).

Se rotul6é por cada aislado a tipificar, un tubo Pure Taq Ready To Go®. Se
prepard una Master Mix con los siguientes volumenes por muestra: 1 ul de cada primer
5 pmol/ul, excepto para los Reverse y Forward de [Va y IVh, de los cuales se afiaden 2
y 3 ul respectivamente (Tabla 18). A cada tubo Pure Tag Ready To Go® se le afiadid
22 pl de la esta Master Mix y 3 pl del extracto de ADN correspondiente segun aislado.
Los tubos son introducidos en el Termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems) bajo las condiciones del siguiente programa: 4 minutos a 94°C; 35 ciclos
de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 48°C, y 2 minutos a 72°C; y por ultimo una fase
final de extensién de 4 minutos a 72°C.

Los fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en un gel de
agarosa MS-8 (Pronadisa) al 2% en buffer TAE1X, cargando 7 ul de producto
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amplificado junto con 3 ul de Tampon de Carga. Después el gel es tenido con Bromuro
de Etidio 0.1% durante 10 minutos. Como referencia cargamos en los pocillos extremos
el marcador de peso molecular Gene Ruler 100 bp DNA ladder plus (Biolabs) Los

patrones de bandas se observan tras visualizar el gel en un transiluminador con luz UV.

3.7.6 DETECCION DE LEUCOCIDINA PVL Y DEL GEN
ACME EN AISLADOS SARM DE ORIGEN COMUNITARIO

Se valord la capacidad para producir la leucocidina de Panton-Valentine (PVL)
y la presencia de la secuencia ACME, en aquellos aislados cuyos pulsotipos indican un

origen comunitario (A y Al). En este estudio fueron un total de 4 aislados.

3.7.6.1 DETECCION DE PVL

Se realiz6 a través de una MPCR, en la que ademéas de detectar el gen
codificante de la leucocidina PVL, a modo de controles, introducimos cebadores para
amplificar una secuencia especifica de Staphylococcus aureus (sau) y el gen estructural
para la proteina 2a fijadora de penicilina (mecA), especifica de SARM.,

Las secuencias de los primers para el gen PVL fueron las siguientes: luk-PV-1,
5-ATCATTAGGTAAA-ATGTCTGGACATGATCCA-3"; para luk-PV-2, 5'-
GCATCAA-STGTATTGGGATAGCAAAAGC-3". Fueron disefiadas de acuerdo a las
secuencias publicadas de los genes PVL (numeros de acceso en GenBank: X72700 y
AB0067796). Dan lugar a un amplicén de 433 pb. (Lina et al., 1999).

Las secuencias de los primers para detectar el gen mecA fueron las siguientes:
mecAl, 5'-GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A-3"; mecA2, 5
CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A-3". Originan la amplificacion de un
fragmento de 310 pb (Geha et al., 1994).

Las secuencias utilizadas como cebadores para la deteccion de sau fueron: sau-
1, 5-AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATA TTC TTC ACG-3"; sau-2, 5'-CGT AAT
GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA-3". Dan lugar al producto amplificado
mas pequefio con Unicamente 107 pb (Strommenger et al., 2003).

Las directrices para la preparacion y concentracion de las soluciones de uso, y
concentracion final en la reaccion de PCR de los primers a utilizar, son idénticas a las

explicadas en el apartado 3.6.3.2.
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Para la reaccion de PCR se prepar6 una Master Mix con los siguientes
volumenes por muestra a analizar: 1 pl de Primer Luk-PV-1, 1 ul de Primer Luk-PV-2,
1 pl de Primer MecAl, 1 pl de Primer MecA2, 1 pl de Primer sau-1, 1 pl de Primer sau-
2, y 18 ul de H,O libre de nucleasas. Por cada aislado se utiliza un tubo Pure Taq
Ready To Go® al que se afiade 24 ul de Master Mix y 1 ul de extracto de ADN
correspondiente. Los tubos son introducidos en el Termociclador 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystems) bajo las condiciones del siguiente programa: 5 minutos a 94°C; 30
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, y 1 minuto a 72°C; y por tltimo una
fase final de extension de 7 minutos a 72°C.

Las condiciones para la electroforesis y visualizacion de los fragmentos
amplificados son las mismas que las indicadas en el apartado 3.6.5.2.

3.7.6.2 DETECCION DEL GEN ACME

Se realiz6 a través de una PCR simple en el que se utilizaron cebadores con las
siguientes secuencias: Primer arcA R, 5"-TGCTAACTTTTCTATTGCTTGAGC-3’;
Primer arcA F, 5-GCAGCAGAATCTATTACTGAGCC-3".

Las directrices para la preparacion, obtencidn y concentraciones finales de las
soluciones de uso de los primers a utilizar, son idénticas a las explicadas en el apartado
3.6.3.2.

Para la reaccion de PCR se prepar6 una Master Mix con los siguientes
volimenes por muestra a analizar: 2 ul de Primer ARCA R, 2 ul de ARCAF, y 18 ul de
H.O libre de nucleasas. Por cada aislado se utiliza un tubo Pure Tag Ready To Go® al
que se afade 22 ul de Master Mix y 3ul de extracto de ADN correspondiente. Los tubos
son introducidos en el Termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) bajo
las condiciones del siguiente programa: 5 minutos a 95°C; 10 ciclos de 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 60°C, y 45 segundos a 72°C; y por ultimo una fase final de
extension de 4 minutos a 72°C.

Las condiciones para la electroforesis y visualizacion de los fragmentos

amplificados son las mismas que las indicadas en el apartado 3.6.5.2.
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3.7.7 ESTUDIO ESTADISTICO. INDICES QUE REFLEJAN
CUANTITATIVAMENTE EL PODER DE DISCRIMINACION Y
CONCORDANCIA DE LOS DIFERENTES METODOS DE
GENOTIPAJE ENSAYADOS.

Se han utilizado los siguientes indices estadisticos: Test Exacto de Fisher, Test
de Chi-Cuadrado, Anova, Correlacion de Pearson, Test de Kruskal-Wallis, y la Prueba
T de Student, a través del software informéatico IMB Statistics SPSS 19. Mediante el
programa Statistical Software and Programming Lenguage R 3.0.1 es calculado el
estadistico FDR (False Discovery Rate).

El poder de discriminacion de cada técnica de genotipaje se asevera usando el
indice de Diversidad de Simpson (IS), cuyo valor refleja la probabilidad de que dos
cepas no relacionadas sean asignadas a grupos de tipaje diferentes (Hunter y col.,
1988). Los intervalos de confianza del 95% de los valores de IS, fueron calculados
como describen Grundmann y col. (2001).

La concordancia entre los diferentes métodos es analizada usando los
coeficientes de Rand y Wallace ajustados. Para comparar dos conjuntos de resultados
correspondientes a metodos de genotipaje distintos, es necesaria una medida objetiva de
la coincidencia existente. Han sido desarrolladas muchas y diferentes formas de medida
de la concordancia entre dos conjuntos de particiones, con diferentes enfoques en
cuanto a como deben ser comparadas estas particiones. Por su facilidad de
interpretacion, en este estudio utilizamos el indice de Rand y el coeficiente de Wallace.
Rand es un coeficiente simétrico, es decir, no toma en cuenta que particion se considera
la norma o referente, cosa que si hace el coeficiente de Wallace. También es importante
tener en cuenta en este contexto que ninguna de las particiones analizadas se consideran
la particion "de referencia" en términos de tipificacion microbiana (Carrico y col.,
2006). El indice de Rand ajustado calcula la probabilidad de que dos cepas sean
clasificadas bien en el mismo genotipo o en genotipos diferentes por ambos métodos.
El indice de Wallace ajustado (IW) indica la probabilidad de que dos cepas clasificadas
en el mismo genotipo por un método, sea también clasificadas como iguales por otro
método. Un elevado valor de IW de un método A con respecto al B, significaria que los
resultados obtenidos con el primero predicen con elevada probabilidad los que puedan

resultar del segundo (Carrico y col, 2006).
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Para agilizar el calculo de estos indices estadisticos se recurre al software de la web
http://darwin.phyloviz.net/ComparingPartitions/index.php (Carrico y col., 2006; Pinto
y col., 2008; Severiano y col., 2011; Francisco y col., 2012).
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4. RESULTADOS
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4.1 DATOS GENERALES
4.1.1 DESCRIPCION DE LA COLECCION DE AISLADOS
SARM

Desde Enero de 2010 hasta Diciembre de 2010, nuestro laboratorio recibe un
total de 372 aislados. Una vez analizados, se confirmaron como Staphylococcus aureus
meticilin-resistente un ndmero total de 309 aislados, siendo los 63 restantes no
admitidos a estudio por diferentes motivos (sensibles a meticilina, sin actividad
coagulasa o diferentes aislados de un mismo paciente en breve espacio de tiempo
atribuidas a la misma infeccion). La Tabla 19 muestra la distribucion de aislados
incluidas en el estudio, clasificados segin la AAM y mes en el que fueron aislados.
Notese la enorme variabilidad en la incidencia de SARM en los diferentes meses, sin
seguir patrén alguno, efecto observado en todas las AAM (Fig. 28). El porcentaje de
aislados correspondientes a cada AAM y provincia, se representan en las Figuras 27 y

29, respectivamente.

Tabla 19. Distribucion de aislados SARM incluidos en el estudio clasificados segun el area sanitaria,

bloque estacional y mes en el que fueron aislados.
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PROVINCIA BADAJOZ CACERES
BLOQUE | MES/AAM [HIC | HDBV | HM | HLLZ [ HVP [ HSPA | HCC | HCANM [ TOTAL | % Total BLOO. Blofq.
Enero 8 1 1 4 3 9 1 3 30 9,7
1 Febrero 8 3 3 4 2 12 4 2 37 12,3 102 | 32,9
Marzo 11 2 3 7 6 2 2 1 34 11,0
Abril 14| 3 41 5 3 5 0 1 34 11,0
2 Mayo 6 6 6| 4 0 4 0 1 27 8,7 90 | 29,0
Junio 5 3 2 2 1|16 | O 0 29 9,4
Julio 2 8 0| O 1 5 3 0 19 6,1
3 Agosto 1 4 1 0 4 4 0 0 14 4,5 62 | 20,0
Septiembre | 5 10 2 4 3 3 2 0 29 9,4
Octubre 5 3 1 1 3 0 0 0 14 4,5
4 Noviembre | 2 3 5| 5 0 9 0 0 25 8,1 56 | 18,1
Diciembre | 1 7 1 2 1 3 1 1 17 55
TOTAL |68 53 (29| 38 |27 | 72 | 13 9 309 100 309 | 100
% 221 17,2 19,4(12,3 18,7 (23,3 |4,2 29
% 60,8 39,2




Figura 27. Proporcion de aislados SARM procedente de cada una de las provincias de Extremadura
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Figura 28. Proporcion de aislados SARM por mes y AAM
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Figura 29. Proporcion de aislados SARM procedente de cada una de las AAM

Empezando la recogida de aislados de SARM en Enero de 2010, y
clasificandolos dentro del bloque estacional correspondiente, encontramos un descenso
progresivo en el niumero de aislados de SARM a medida avanza el afio (Tabla 19 y Fig.
30).

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

Figura 30. Distribucién de aislados SARM segun bloque estacional al que pertenecen
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Figura 31. Distribucién de los aislados SARM segun grupo de edades y sexo

Obtenemos aislados en todos los grupos de edades, con una clara evolucion
exponencial a medida que aumenta la edad. Tal es asi que la incidencia de infeccion por
SARM es significativamente mayor por encima de los 65 afios (p=0,000 - Chi cuadrado
de Pearson), grupo al que pertenecen el 77% de todos los aislados. La ocurrencia de la
infeccion por SARM en neonatos, infancia y adolescencia (<18 afios) es practicamente
testimonial. Se obtiene una mayor incidencia de la infeccion en varon, sin resultar ésta
significativa por encima del porcentaje obtenido en mujeres (Fig. 31).

El tipo de muestra donde se aisla con mayor frecuencia SARM es el exudado
(44%), seguido a distancia por la muestra respiratoria (21%, se incluyen aspirados
traqueales, bronco aspirados y esputos), orina (12%) y hemocultivo (9%). Recibimos
aislados de otros tipos de muestra como catéter intravascular o hueso, pero su

ocurrencia es minima en comparacion con las cuatro mayoritarias (Fig. 32).
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Figura 32. Distribucion de SARM segun tipo de muestra donde se hizo el aislado

La clasificacion de los aislados de SARM en funcion al didmetro de halo de
inhibicion mostrado en los antibiograma disco-placa (con disco de 30 ug de cefoxitina),
sigue una clara distribucion Normal, donde el 55% de los aislados muestran diametros
entre los 14 y los 17 mm, siendo la media aritmética de 14.9 mm (Fig. 33). Los 7 mm
corresponden al diametro del disco de cefoxitina, y todos los aislados que no mostraron
halo de inhibicion se clasificaron con este diametro.
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Figura 33. Frecuencias de los halos de inhibicion que muestran los SARM en antibiograma disco-placa

de cefoxitina.
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4.1.2 INCIDENCIA Y PREVALENCIA DE LA INFECCION
PRODUCIDA POR SARM EN EXTREMADURA Y EN SUS
DIFERENTES AREAS SANITARIAS.

Calculamos la prevalencia y la incidencia de la infeccion por SARM en la region
de Extremadura y por separado en cada una de las AAM. La prevalencia de SARM se
describe como el ratio de aislados SARM con respecto al de aislados de Staphylococcus
aureus total. La incidencia la expresamos como el numero de aislados SARM por cada
10.000 habitantes (Tabla 20 y Fig. 34).

AAM HSPA | HDBV | HLLZ | HCC | HVP HIC* HM |HCANM

Poblacion (n°hab) | 196400 | 142448 | 106731 | 49530 | 111927 | 270317 | 165750 | 54630

n° aislados 73 53 38 13 27 46 29 9

Prevalencia
(SARM / S.aureus 20,0% | 35,0% | 18,0% |26,0% | 11,0% | 25,0% | 16,0% | 23,0%
total)

Incidenca
(n° SARM / 10000 hab)

3,7 3,7 3,6 2,6 2,4 1,7 1,7 1,6

Tabla 20. Valores de Incidencia y Prevalencia de la infeccion SARM en cada una de las AAM

4,0
3,54
3,0
25 & 3, 3,
2,0 3 2,
1,5 il 1, Gl
1,0+
0,5
I I I I I I I I

0,0

HSPA HDBV HLLZ HCC HVP HIC* HM HCANM
Areas

M Prevalencia (SARM/ S.aureus total) x 10 @ Incidenca (n° SARM/10000hab)

Figura 34. Incidencia y Prevalencia de SARM en las diferentes AAM de Extremadura (* para el calculo de
la Incidencia y Prevalencia, no se tienen en cuenta los aislados (n=25) correspondientes a screenning de “frotis nasal”
remitidas por el Area de HIC, pues no se consideran productoras de infeccién)
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La Fig. 34 hace referencia a los resultados obtenidos en cada AAM para la
Incidencia de SARM, con respecto al tamafio de poblacidn a la que asiste cada AAM; y
a la Prevalencia de SARM, con respecto al numero total de Staphylococcus aureus
aislados en cada AAM.

413 FRECUENCIA DE LA INFECCION SARM
NOSOCOMIAL Y EXTRAHOSPITALARIA EN EXTREMADURA'Y
EN SUS DIFERENTES AREAS SANITARIAS

Los aislados se clasifican segun el caracter intrahospitalario o extrahospitalario
que se otorga a la infeccion de la que eran responsables (Tabla 21) (el criterio para
considerar una aislado de SARM como extrahospitalario es el indicado en el apartado
Definiciones). En las Figuras 35 y 36 se representan los porcentajes otorgados a cada
categoria, de manera global en Extremadura y de manera parcial en cada una de las

areas sanitarias, respectivamente.

ADQUISICION

Extrahospitalario Intrahospitalario

Recuento % Recuento %
AAM  HCANM 8 88,9% 1 11,1%

HCC 13 100,0% 0 0%
HDBV 22 41,5% 31 58,5%
HLLZ 7 18,4% 31 81,6%
HVP 14 56,0% 11 44,0%
HM 15 53,6% 13 46,4%
HSPA 28 50,0% 28 50,0%
HIC* 13 28,3% 33 71,7%
Total 120 44,8% 148 55,2%

Tabla 21. Proporcion de aislados SARM intrahospitalarios y extrahospitalarios para cada una de las
AAM. * Para el estudio del caracter Intrahospitalario/Extrahospitalario de SARM, no se tienen en cuenta los aislados
(n=25) correspondientes a screenning de “frotis nasal” remitidas por el Area de HIC, pues no se consideran

productoras de infeccion.
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Figura 35. Proporcién de aislados SARM intrahospitalarios y extrahospitalarios obtenido en
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Figura 36. Proporcion de aislados SARM intrahospitalarios y extrahospitalarios para cada una de las

AAM.
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4.2 PATRON DE SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA DE LOS

AISLADOS SARM

Los resultados obtenidos mediante la tarjeta de sensibilidad AST-588 del

Sistema Vitek-2 (Biomerieux) para los antibioticos no especificos para la infeccion por

SARM, nos reporta los porcentajes de resistencia mostrados en la Tabla 22 y Fig. 37

ANTIBIOTICO R | S
TOBRAMICINA  [79,3%| 1,3% | 19,4%
LEVOFLOXACINO |(725%(22,7%| 4,9%
ERITROMICINA [63,8%| 0,3% | 35,9%
CLINDAMICINA  [26,5%]| 0,3% | 73,1%
FOSFOMICINA 9,7% | 0,0% | 90,3%
MUPIROCINA 7,4% | 0,0% | 92,6%
GENTAMICINA 5,2% | 0,3% | 94,5%
RIFAMPICINA 1,0% | 0,3% | 98,7%
AC.FUSIDICO 0,6% | 0,3% | 99,0%
NITROFURANTOINA | 0,6% | 0,3% | 99,0%
SXT 0,0% | 1,6% | 98,4%
QUINUPRISTINA | 0,0% | 0,0% |100,0%

resistente; I: intermedio; S: sensible.

Tabla 22. Patrones de sensibilidad obtenidos para los antibi6ticos no especificos para SARM. R:

Los resultados obtenidos mediante E-test para los antibidticos especificos en la

infeccion por SARM quedan resumidos en la Tabla 23 y Figura 38.
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Figura 37. Patrones de sensibilidad obtenidos para los antibiéticos no especificos para la infeccion

SARM.

TIGECICLINA | DAPTOMICINA | VANCOMICINA | LINEZOLID
Mediana 0,19 0,125 1 0,75

(pg/ml)

Media (ug/mi) 0,186 0,146 1.176 0,96
Desv. tip. 0,06 0,09 0,34 0,43
Minimo 0,064 0,047 0,38 0,38
Maximo 0,38 1,5 2 2

Tabla 23. Resumen de estadisticos descriptivos obtenidos para antibioticos especificos en la infeccion

por SARM.
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Figura 38. Distribucidon de valores de CMI mostrados por los aislados SARM, para los antibi6ticos

Tigeciclina, Linezolid, Daptomicina, Vancomicina
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Tomando como referencia los puntos de corte en los valores de CMI dados por
EUCAST, a partir de los cuales se define la resistencia para los antibidticos especificos
en la infeccion por SARM (Linezolid: > 4 pg/ml; Daptomicina: > 2 pg/ml;

Vancomicina: > 2 ug/ml; Tigeciclina: > 1 pg/ml)

(http://www.eucast.org/mic_distributions/), se declara la ausencia de cepas resistentes a
Linezolid, Tigeciclina, Vancomicina y Daptomicina, en Extremadura. Sin embargo, se
registra un porcentaje de cepas SARM con sensibilidad disminuida a Vancomicina
(CMI>1pg/ml) significativo, con el 42,4% de los aislados.

4.3 FAGOTIPOS SARM

La fagotipia realizada en la muestra de los 100 aislados SARM a genotipar, nos

reporta los fenotipos y las proporciones mostradas en la Tabla 24 y Fig. 39.

Fagotipo n° aislados

%

NO TIPABLE 56

| 2

| 23

\Y 1

81 3
e 2 5%

MIXTO 13

Total 100 M0

Tabla 24. Fagotipos obtenidos INO TIPABLE 1 I BV W81 I/ 81 BMIXTO

Figura 39. Proporciones observadas para cada uno de los fagotipos

Los resultados de la fagotipia reportan la presencia de 6 fagotipos diferentes,
entre los que el tipo Il y el Mixto, son los preponderantes con el 23% y el 13%
respectivamente. Sin embargo, mas de la mitad de los aislados SARM no se pueden
fagotipar (“no tipables™).
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4.4 ESTUDIO MOLECULAR
4.4.1 PATRONES Y GRUPOS GENOTIPICOS DE SARM POR
METODO DIVERSILAB/rep-PCR

Una vez llevado a cabo, por método rep-PCR/Sistema Diversilab, el genotipado

de las 100 cepas, y una vez validados los electroferogramas obtenidos con cada uno de

los aislados y el dendograma aportado por el software DiversiLab version 3.4 (Fig. 42),

y aplicados los criterios de grado de relacion descritos en el apartado 3.5.1.3, obtenemos

18 patrones o clones diferentes (Tablas 25 y 26), con los siguientes puntos a destacar:

Grupo Patron
o n° de aislados = % | n° de aislados = %
Diversilab | Diversilab
1 38
2 8
1 49
3 2
4 1
5 8
2 13
6 5
%) 7 1 1
%) 8 4 4
9 4
3 5
10 1
%] 11 2 2
%) 12 1 1
13 2
4 4
14 2
%] 15 3 3
%] 16 15 15
%] 17 2 2
%) 18 1 1

Tabla 25. Resultados obtenidos para el genotipaje de SARM mediante rep PCR/Diversilab. Se indica el

n°® de aislados que se clasifican en cada patron (como el n° total de aislados genotipados es 100, la

frecuencia por cada patrén es igual al porcentaje). Se muestran los cuatro grupos genotipicos obtenidos,

los patrones que contienen, y el n° de aislados que se clasifican en cada uno de ellos. &: sin grupo

asignado
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e En el patron P1 se clasifican el 38% de las cepas. P2, P3 y P4, junto con P1,
constituyen el grupo (G) 1, donde se incluyen el 49% de los aislados (Fig. 40 y
41).

e EIP5yP6 forman el G2, con el 13% de los aislados.

e Existen otros dos grupos, el G3 y G4 con el 5y el 4% de los aislados
respectivamente.

e Los demés patrones no constituyen grupos con ningun otro, y son minoritarios
(entre 1y 4% de los aislados), excepto P10 con el 15% de los aislados.

e EXisten tres cepas que constituyen por si solas un patrén y que no se incluyen en

ningun grupo.

2% 1%

8%

8% 2%

1%

OPatron 1 MPatron2 OPatron3 OPatron4 MPatron5 DOPatron 6 MW Patron 7
OPatron 8§ MPatron 9 W Patron 10 OPatron 11 O Patron 12 W Patron 13 W Patron 14
W Patron 15 B Patron 16 @ Patron 17 O Patron 18

Figura 40. Distribucién de frecuencias para los patrones genotipicos definidos por repPCR/DiversiLab
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2% 1%

3%

4 19%

2

5%

4%
1%

13%
OGrupol MGrupo2 OPatron7 OPatron8 MGrupo3 O Patron 11 M Patron 12
OGrupo 4 M Patron 15 B Patron 16 OPatron 17 O Patron 18

Figura 41. Distribucidn de frecuencias para los grupos genotipicos y los patrones genotipicosque no

forman grupo con ningln otro patrén
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146 S834T92 HM™ SEPTIEMBRE L} & ettt e FESRERO <
= P T T ; . ss3esTa HoBv FEBRERO 1
T 8834727 HIC OCTUBRE [ — e - ot =
T sEseri0 HePA NOVIEMBRE < = 8834061 H SARZD .
18 2832730 Ty NOVIEMBRE c s —— E— — .
= 2834200 HIC TEPTIEMBRE c — AR . I —— =
= prrv— prr— p—p—— = [} Y [TEYTTT) HIPA FEBRERO [
— —— —— T ; = =s15433 HCANM FEBRERO [
=) ss34T41 HOBV NOVIEMBRE [0 = . T R — -
=% ss34736 HLLZ NOVIEMBRE I ® e - S_o .
= ss34Tas HIPA NOVIEMBRE [ = - A - - =
= BB3I4TIT HOBWV OCTUBRE [ — — . R - .
r— ——v—— r— AV © =) [rIYT=T] VP AGO2TO c
) 2834848 HLLZ DICIEMBRE 1 s 8834782 HEPA ABRIL 1
25 BE3LT2E HMC OCTUBRE [ L3 8834812 HVP ABRIL c
3 ss3sase HOoev CICIEMERE I ® &t 2834733 [T DICEMBRE c
a7 [rIYroT) HCANM DICIEMBRE C & s815384re HIC ENERC T
= ss3aTEe HIC MARZO c ax ss3es28 HOSV AGOSTO 1
=1 as16424 HLLTZ ENERC [ = s834201 Hc FEFTIEMEBRE 1
= [rIyrres Hoav UL [ ) 71 seaesne Hoav JuLO ]
= sssisas (=5 JULIO c 11 ) Bs5343a3 HIC ABRIL ]
as ss3s823 HIC ABRIL [ = P HIC HIC 1
o B834805 HOoaw ABRIL 1 12 7 BEI4T04 HIC ANM MAYO c
&= 2834824 HiIC ABRIL 1 14 e BBILTTY HLLZ MARZO L
&1 ss34T8E H MAYO ! ke SB349TTred HLLZ FEBRERO ]
& 2834303 HIPA FEBRERO c 13 o BE34ETS HEPA JUNIC [
= 8834857 HOav JUNIO c ™ seseTe HCC MARZO c
5t 8834823 HVP AGOSTO [ 16 =) ss3esTT HIPA JUNIO 1
3 2834824 HVP AGOSTO c 51 ss15418 HCANM ENERC 1
= 2834840 HLLZ ABRIL I 3 a534233 HIC JULIO ]
& BE3LESSreD HLLY MAYO 1 18 =y BE34Tea HLLT MARZTO <
e . i —— = ) [rryeory HEIPA NOVIEMERE <
T 2834543 HIPA JULIO [ — ——r——— — ———— -

2 14 2834748 HIPA NOVIEMBRE [ =3 sss4sa2 HEPA JULO T
T 2834834 HOEV JULIO [ = sss470e ETY NOWVIEMERE <

T3 2834830 HIPA IEPTIEMERE [ — e -t — -

™y asa4s27 HO8V AGOSTO I = kel i s !

=3 ss18171 HEPA EMERC 1
- 2831816 HIPA AGOSTO 1 = TS — ———— =

=3 BE83LE82 HIC SUNIO c fex as3ezaa HEPA SUNIC ]

s a83s8saren HDBV JUNIO [ 3 sessases HIC MARZO 1

7 [ryr=ry HLLZ ABRIL [ = s83423 1ren rac AsmL ]

s 24 834811 HO8V SEFTIEMERE [ — — — — -

aT L 8834881 HMC SUMNNO L]

3 38 2834888 HOBV DICIEMERE [ — P —— o =

Bt 8834844 H MAYO d ET) 100 2815410 HEIPA EMERC T

Tabla 26. Distribucion genotipica de aislados SARM, obtenida mediante sistema rep-PCR/Diversilab. Group: Grupo genotipico; Pattern: Patrén genotipico, Key: n° de orden del

aislado; Sample ID: n° identificativo del aislado; Location: Area de procedencia; Outbreak: mes de aislamiento; Diagnosis: origen intrahospitalario (1) o extrahospitalario (C)
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Figura 42. Dendograma creado por DiversiLab 3.4. Muestra el grado de relacion genotipica entre

aislados SARM. P: patron genotipico (cada uno representado por un color). G: grupo genotipico. Sample

ID: n° identificativo del aislado; Location: AAM de procedencia; Outbreak: mes aislamiento; Diagnosis:

origen intra (1) o extrahospitalario (C). En el extremo de la derecha se sitdan las iméagenes virtuales de los

geles correspondientes a cada muestra
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4.4.2 GENOTIPAJE DE SARM MEDIANTE Spa Typing, Y

CLASIFICACION EN GRUPOS CLONALES CCBURP y eBURST

4.4.2.1 GENOTIPOS SARM OBTENIDOS POR SPA TYPING
El genotipaje de la muestra representativa de 100 SARM mediante Spa typing,

nos reporta 17 spa-tipos diferentes, con proporciones muy diversas. Asi obtenemos un

spa-tipo predominante, el t067, que representa casi la mitad de los aislados (47%).

Obtenemos un segundo spa-tipo, el t002, que representa el 22% de los casos. A partir de

aqui, los 15 spa-tipos restantes representan frecuencias muy bajas que oscilan del 1% al
8% (Tabla 27 y Fig. 43).

$pa
Tipo

n° SARM
%

too02

22

toos

4

to32

to4s

toe7

SN
~

t109

t127

t1346

t1399

t148

t2226

t535

te472

t6475

t7284

t818

to12

R R R R R R N W o kRN

Total

100

Tabla 27. Resultados

obtenidos para el

genotipaje de SARM
mediante Spa typing

. 16 1965 KL% 1%

4%

%
1%

41%

01002 01008 011032 M045 E067 D109 Mt127 Mt1346 Mt1399 Mt148 D12226
O%35 Wt6472 Wi6475 W7284 M818 1012

Figura 43. Resultados obtenidos para el genotipaje de SARM mediante Spa
Typing
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4.4.2.2 DEFINICION DE GRUPOS CLONALES CCBURP
La herramienta BURP del StaphType Software, agrupa los spa-tipos similares en
los siguientes clusters CC-BURP (entre paréntesis se muestra el n°® de aislados
pertenecientes a cada grupo clonal BURP o spa-tipo):
e CCO067 (72) - t067 (47), t002 (22), t2226 (2), t6475 (1)
e (CC1399 (11) > t045 (1), t1399 (8), t6472 (1), t818 (1)
e CC3(4) > t148 (3), 11346 (1)
Los demas spa-tipos son clasificados por el algoritmo BURP como:
e EXCLUDED (2) - t7284 (1), t535 (1)
e SINGLETON (11) - t109 (2), t032 (3), t127 (1), t008 (4), t012 (1)
Observamos la existencia de un grupo clonal mayoritario, el CC067, con el 72%
de los aislados, que engloba los dos spa-tipos predominantes: t067 y el t002. Aparte,
existen otros dos clusters: el CC1399 y el CC3, con el 11% y el 4% de los aislados,
respectivamente. Dos spa-tipos quedaron fuera del anélisis BURP, siendo clasificados
como EXCLUDED. 11 aislados, repartidos en 5 spa-tipos que no presentan suficiente
similitud con ningun otro spa-tipo como para formar un grupo clonal, quedan
clasificados como SINGLETON.

CCO003 CC1399

. F148 1346 @045  gt6472 . t1399 g t1818

L6475

CCo67

t067 . t002 g t9405

t2226

Figura 44. Relacidn evolutiva entre los spa-tipos que componen cada CC-BURP.

156



El StaphType Software dispone de una herramienta que representa de manera
sencilla la relacion evolutiva entre los spa-tipos de un mismo grupo clonal CCBURP.
Aplicada a nuestros tres diferentes tipos de cluster, obtenemos la representacion
mostrada en la Fig. 44. En ésta se observa como los spa-tipos t148, t1399, t067, son los
genotipos fundadores o ancestrales de los clusters CC3, CC1399 y CCO067,

respectivamente.

4.4.2.3 ASIGNACION DE GRUPO CLONAL EBURST

La asignacion automatica de eBURST para cada spa-tipo, realizada a traves de
StaphType Software, refleja una estrecha relacion filogenética entre la gran mayoria de
los aislados genotipados, pues los spa-tipos de los cluster CC067 y CC1399, ademas de
los dos aislados t109, son clasificados en el grupo clonal CC5 de eBURST, lo que
representa un 85% del total. El resto se asocian a grupos clonales minoritarios,
concretamente el CC22 (con los spa-tipos t032; 3%), el CC8 (constituido por los t008;
3%) y el CC30 (el aislado t012; 1%) (Tabla 28).

4.4.3 GENOTIPAJE DE SARM POR MLST

Se le realiza genotipaje mediante técnica MLST a un aislado representante del
cluster CC3; y a dos representantes del cluster CC1399, de spa-tipos diferentes, uno de
t1399 y otro de t148. Al tercer cluster CC067 le asignamos directamente los tipos de
secuencia ST125 o ST5, debido a la enorme cantidad de trabajos publicados que asocian
este cluster predominante a este tipos de secuencias (Argudin y col., 2011; Argudin y
col., 2009). El aislado perteneciente a CC3 da el tipo ST72, mientras que los aislados
del CC1399, tanto el t1399 como el t148, se corresponden con el tipo ST146.
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CC-BURP (% eBURST (%
$pa Tipo | n? de aislados y % ( MLST (
aislados) aislados)
to67 47
too2 27 ST125,
CCO067 (72)
t2226 2 ST5
t6475 f
CC5 (85)
to4s f
1399 8
CC1399 (11) ST146
t6472 f
Tig18 |
t148 3
CC3 (4) ST72 7
t1346 |
t7284 |
EXCLUDED (2) 2
t535 |
t109 2 CC5 (85)
t032 3 CC22 (3)
SINGLETON
127 | ??
(11)
toos 4 CC8 (4)
to12 I CC30 (1)

Tabla 28. Concordancia de la clasificacion entre spa typing, CC-BURP, MLST y eBURST

444 GENOTIPAJE DE SARM MEDIANTE
ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO (PFGE)

El andlisis informético de los perfiles de macrorrestriccion obtenidos mediante
PFGE tras digestion con la enzima Sma | de los 100 aislados de SARM, reveld la
existencia de 27 patrones, y por tanto la existencia de 27 genotipos diferentes. Mas de la
mitad de los aislados, un 54%, se agruparon en s6lo 3 genotipos: E8a (25%), E7b (17%)
y E7a (12%). El 46% restante se distribuye en 24 genotipos distintos. De éstos, 8
genotipos se corresponden con un patrén de bandas con nombre asignado y descritos en
estudios previos: E8b (8%), E10 (6%), E20 (4%), E13 (3%), Al (1%), E16 (1%), E19
(1%), E17 (1%); mientras que obtenemos hasta 16 patrones con perfiles esporadicos y
representados Unicamente por un aislado, con la excepcion de 3 patrones que se repiten
en mas de un aislado. Estos altimos reciben el nombre de “esporadico” seguidos de un
numero segun el orden de aparicion. Asi observamos el Esporadico 1 (3% de los

aislados), Esporadico 2 (3% de los aislados) y Esporadico 3 (2% de los aislados) (Fig.
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45). A los demas patrones esporadicos, obtenidos cada uno en unico aislado, no se les

asignan sufijo identificativo concreto.

1%

%
3%
3%
4%
o 12%
BESa BETh BE7a BESh BEI0 OE20
mEL3 OEsporadico 1 MEsporadico 2 MEsporadico 3 DAL OE16
BE19 mEL7 WEsporadico MEsporadico B Esporadico  OESporadico

OEsporadico OEsporadico D Esporadico DEsporadico OEsporadico  OEsporadico
mEsporadico  mEsporadico @ Esporadico

Figura 45. Distribucion y proporcion de los 27 pulsotipos descritos en los 100 aislados clinicos de
SARM.

Una vez seleccionamos un representante de cada pulsotipo, el software
InfoQuest Bioinformatics normaliza los patrones de bandas (Fig. 46), y construye un
dendograma donde se aprecia las relaciones de agrupacion entre los diferentes patrones
(Fig. 47).
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1: esporadico; 2: E20; 3y 4: E7b; 5: E10; 6 y 8: 1: Ladder; 2-9: esporadicos; 10: esporadico
E8a; 7: E17; 9: esporadico; 10,11, 13y 15: E10; 12: E8b; 1; 11y 12: esporadicos; 13: Ladder; 14:
14: E16; 16: Ladder esporéadico 3; 15: Al; 16: Ladder; 17: E8a;
18: E7

L B _‘I‘Q.irﬁi;v#:- .

1: Ladder; 2 y 3: esporadico 3; 4: Al; 5: E19
1: Ladder; 2: E7a; 3: E7b; 4: E8a; 5; E8b; 6; E20; 7:
esporéadico 2; 8: esporadico; 9: E10; 10: E13; 11: Ladder

Figura 46. Geles de agarosa CMBA 1% en Buffer TBE 0.5X. Electroforesis PFGE de fragmentos de
macrorrestriccion con Smal. Se muestran cada uno de los patrones de bandas o pulsotipos distintos,
obtenidos en los 100 aislados clinicos de SARM (n° de pocillo en cursiva, seguido del nombre del

pulsotipo; en negrita los pulsotipos mas representativos)
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Figura 47. Dendograma que muestra la relacion grupal entre los diferentes pulsotipos descritos y una

M%h 11 g5 NP

representacion del patrén de bandas correspondiente a cada pulsotipo

445 TIPOS ESTRUCTURALES SCCmec

Una vez disponemos de los distintos pulsotipos (Fig. 48), se escoge un
representante de cada patron para identificar el tipo de cassette SCCmec. En los
resultados se observa un claro predominio del cassette SCCmec tipo 1V, que es portado
por 21 de los 27 pulsotipos descritos (77%). Existe representacion de los cassette tipo |
con 2 pulsotipos, y los tipos II, IVa y IVh, con s6lo un pulsotipo cada uno (Fig. 49 y
Tabla 29). El “esporadico 2” presenta un patron de bandas no interpretable, siendo

descrito como”no tipable”
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Figura 48. Geles de agarosa 2% en buffer TAE 1X. Electroforesis de productos de PCR multiple para
deteccidn de tipos SCCmec. A: PCR multiple para deteccion de SCCmec tipos I, I1, 111 'y IV(1: ladder; 2:

tipo I; 3: ladder; 4: tipo I1; 5: ladder; 6: control tipo I; 7: control tipo IlI; 8: control tipo I11; 9: control tipo
IV). B: PCR multiple para subtipaje del cassette SCCmec IV (1: ladder; 2: no tipable; 3: ladder; 4:

subtipo 1Va; 5: subtipo 1Vc; 6: subtipo I\Vh; 7: ladder; 8: control subtipo IVa; 9: control subtipo 1Vc; 10:

control subtipo 1\Vd; 11: control subtipo 4h; 12: control tipo V)

Tipo N° :
. Pulsotipos
SCCmec | aislados
NO -
1 esporadico 2
TIPABLE P
| 2 E17, esporadico
] 1 esporadico
IVa 1 esporadico
esporadicos 1y 3, Al,
E10, E16, E20, E7a, E7b,
Ve 21 E8a, E8b, E19, y10
patrones esporadicos
distintos
IVh 1 E13
Total 27

Tabla 29. Asociacidn entre tipo de SCCmec y

genotipos SARM descritos por PFGE

& L%

1%

ONO TIPABLE O/ @ Va mIVe IVh

Figura 49. Distribucién de los tipos de cassette SCCmec en
los 27 pulsotipos distintos
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4.4.6 ASOCIACION ENTRE GENOTIPOS OBTENIDOS
MEDIANTE DIFERENTES METODOS DE TIPAJE

Pulsotipo spa—tipo (n°® aislados) CC-BURP MILST eBURST SCCMEC
1002 (13) CCO67 | ST125,ST5
ESa to67 ((1 (;)
t045 (1 .
(1599 (1) CC1399 ST146
to67 (9)
ETb 12226 (2) CCO067 ST125, STH CcC5
t6475 (1)
t1399 (5) CC1399 ST146
E7a t067 (11) CC067 ST125, STH
t1399 (1) CC1399 ST146
ESb to67 (7) CC067 ST125,STH
t6472 (1) CC1399 ST146
002 (4) CC067 | STI25,ST5 |  CC5 e
E10 t067 (1) R
Sin
t535 (1) EXCLUDED correspondencia
E20 to67 (4)
E16 t067 (1)
Esporadico t067 (1)
Esporadico t067 (1)
Esporadico t067 (1) . R
Esporadico t067 (1) CCo67 ST125, ST5
Esporadico t067 (1) CC5
Esporadico t002 (1)
Esporadico t067 (1)

Esporadico 2 t002 (3) NO TIPABLE
Esporadico t1818 (1) CC1399 ST146 |\
Esporadico t109 (1)

E17 109 (1) SINGLETON |

Esporadico 1 t148 (3) ’ Sin
Esporédico t148 (1) CC3 ST72 correspondencia
Esporadico t7284 (1) EXCLUDED correspondencia

Esporadico 3 t008 (2) ve

Al t008 (1) CC8

E19 t008 (1)

E13 t032 (3) SINGLETON cCc22 IVH
Esporadico to12 (1) CC30 11
Esporadico t127 (1) Corresps(i; dencia IVA

Tabla 30. Asociacion entre los resultados obtenidos por los métodos PFGE, spa typing, MLST,

agrupacion clonal CC-BURP y asignacion eBURST. Los pulsotipos mayoritarios E8a, E8b, E7a 'y E7b,

incluyen una gran variabilidad de tipos MLST y spa-tipos (incluso diferentes grupos clonales CC-BURP)
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Grupo/s de
Diversilab

Patrén/es de
Diversilab

Pulsotipo
(n° aislados)

Total aislados

E20 (2)

E7a (10)

E7b (10)

E8a (5)

E8b (6)

Esporadico (1)

Esporadico (1)

Esporadico (1)

Esporadico (1)

Esporadico (1)

38

E10 (3)

E17 (1)

E8a (2)

E8b (1)

Esporadico (1)

E10 (1)

E16 (1)

E10 (1)

E20 (1)

E7a (1)

E7b (5)

Esporadico (1)

E7a (1)

E8a (3)

Esporadico (1)

E10

E7b (2)

E8a (2)

Esporadico (1)

Esporadico 1 (3)

10

Esporadico (1)

11

E13 (2)

12

E13 (1)

13

A1 (1)

E19 (1)

14

Esporadico 3 (2)

Tabla 31. Asociacion
entre genotipos
obtenidos por Diversilab
y los obtenidos por
PFGE. Se observa gran
discordancia entre los
resultados de ambos

métodos

15

Esporadico 2 (2)

E8a (1)

16

E20 (1)

E8a (11)

E8b (1)

Esporadico (1)

15

17

E8a (1)

Esporadico (1)

18

Esporadico (1)
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Grupo/s de Patrén/es spa-tipo Total
Diversilab Diversilab (n° aislados) CC-BURP aislados
t067 (29) CCco67
t1399 (7) CC1399
1 38
t7284 (1) EXCLUDED
t1818 (1) CC1399
t535 (1) EXCLUDED
1 ) t067 (3) CC067 8
109 (2) SINGLETON
t002 (2) CCo67
t067 (1)
3 CCo067 2
t002 (1)
4 t002 (1) CCo67 1
t067 (6)
5 12226 (1) CC067 8
) t6475(1)
t1399 (1) CC1399
6 t002 (1) 5
CCo67
t067 (3)
7 t067 (1) CCo067 1
t067 (3)
8 CCo67 4
12226 (1)
11346 (1) CC3
3 9 127 (1) SINGLETON 4
1148 (2) CC3
10 t148 (1) CC3 1
11 t032 (2) SINGLETON 2
12 t032 (1) SINGLETON 1
4 13 t008 (2) SINGLETON 2
14 t008 (2) SINGLETON 2
15 t002 (3) CCo67 3
t002 (12)
CCo67
t067 (1)
16 15
t045 (1)
CC1399
t6472 (1)
17 t002 (2) CC067 2
18 t012 (1) SINGLETON 1

Tabla 32. Asociacidn entre genotipos obtenidos por Diversilab y los obtenidos por spa typing. Los spa-

tipos mayoritarios t002 y t067, se distribuyen en mdltiples y distintos patrones de Diversilab.

165



NERNEYELE]

T ————————
4
]

AR R AR E R R R R R RARE RAAL

51

==
53

=5

Exd
sa

M A T P T rs [ e

s

'PEEERERERE

3
T

| E— ﬁﬂ‘:ﬁ?ﬂ:\l

LR R

LR RN R

=1
a2z
E Y
oa
a5
as

o7

||

|

||
13
=
15
1
15
16
15
16
15
16
15
16
15
16
15
16
15
17
1T
16
15

Figura 50. Asociacion entre los resultados obtenidos con genotipaje por Diversilab, spa typing, CCBURP y

=] =2
B: :
- =
- =
= =2
= =2
-
- >
- =
= =
- -
. .
. .
m - -
.
1
4
.
.
Ll
.
H -
1
.
.
.
l =
4
=]
=
B
"
"
Ll
4
-
-
Ll
a1
.
"
=
=2
=
=
. .
.
Ll
4
.
1
.
.
»
.
- =2
Ll
o -
-
= msanzs
-
=
=
= =
- a
- s sooeon
= 3
4
1o =
aa ensascs
. -
=2 D SO
1= s=sasoa
s -
e - sesarr
e -
p

S=15410

[= =R PR
E=ioa=s

a1

SEEaTa1

EssaTas

T S S S L L e S S VI O I I R R T T I R I R R Y

R R S S Y
[}

E R k]
EEEAOE re o

SIS Sre D

LR

s

t1as
1 s
12T
t1as
o=
t1as

o=

o=
faTat=}
ooz
faTat=}
ooz
faTat=}
ooz
HONET
ooz
ftaTat=]

ooz

oS
[talat-1
ooz
fraTat-1
ooz
fraTat-1
LrsTaE=)
[T E=1

=¥t T-d cCoos
o CcosT Cooos
e e Cooos

o CoET CECONOS

cocosT cCcoos
o cosT cocoos
ccosT cooos
o CoET oS
< CocT Ccooos
o CoET Cooos

= cosT oo

= cosT cooos
= CosT cocoos

E LD ED

= cosT e
= cosT coCoos
o oosT cCcoos

e s

= cosT oo
o CosT cooos
—cosT cCcoos
oo oo

o coET TS

[T =S coCoos
o cosT cooos
= cosr cCoos

S ] Cooos

= cosT cooos

= coeT Cooos
= CosT CoCooS
ccosT CCoDsS
= cosT Cooos
ccosT oS
= o OO
= CosT cCoons
cocosT CCoDsS

e = Cooos

= cosT e =
e OO
cCcoGT CCooS
e == oS

e e

e Cooos
SIS TN CIOOS
ccosT CCoDS
SIMNGLETOMNS COOS
S Ceoos
o e oo

o OO

ccosT oS
ExcCLUIDED
o CosT ceoos
[eYarar=rd CCoOS
o cosT cooos
= CosT cooos

[ oo

[ = cooos

= CosT cocoos
ccosT cCcoos
oo Cooos

= cosT cocoos

= cosT cooos
< CosT cooos
cocosT cCcoos
o cosT cooos
cos
o

SIMGLETOM
cc3
SIMNGLETOMNS Co=22
cos
SRS ETONCE CIOE 2
o cosT cooos
o CosT coCoos
SIMNGLETOMS CoO22
PGS L T P OO
S IMG LETO RS SO
S G L ETO MG COnES
SIMG LE TOMNC CO0E

COCosr S Coos
cocosT o ocoos
COCOsr OO
cocoeT o Coos
cCoeT CCoosS
cocoeT o Coos
cCoeT CCo0sS
coosT o Coos
cCoeT CCo0sS
coosT o Coos
cCosT CCo0sS
coosT o Coos
et =21 cCcons

[ == o Coos

coosT CoCons
cocosT o Ccoos
cooeT CCons
cocosT o Coos
cooeT Coons
coosT o Coos

SIS LE TR Co=0

eBURST. La figura muestra el dendograma obtenido con DiversiLab 3.4. Columnas de izg. a derecha: n° de orden,

patron Diversilab (cada uno representado por un color), grupo Diversilab, n® identificativo del aislado, spa-tipo,
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4.4.7 PODER DE CONCORDANCIA Y DISCRIMINACION DE
LOS METODOS DE GENOTIPIFICACION DE SARM.

Se calculan los valores de IS de los cuatro métodos de genotipaje ensayados.
PFGE es el que mayor poder de discriminacion presenta, seguido del rep-
PCR/Diversilab, y el spa-tying. EI CC-BURP presenta un valor de IS bastante bajo con

respecto a los otros tres métodos (Tabla 33).

Método de N° de N° de cepas
o cepas N° de tipos | clasificadas en el IS (IC 95%)
genotipaje ; . o
analizadas tipo mayoritario
DIV 100 18 38 0,819 (0,757-0,881)
spatyping 100 17 47 0,726 (0,650-0,803)
PFGE 100 27 25 0,887 (0,850-0,923)
CC-BURP 100 5 72 0,460 (0,347-0,573)

Tabla 33. Poder de discriminacion de cada método de genotipaje. IS: indice de Diversidad de Simpson.

IC: Intervalo de confianza. DIV: rep-PCR/Diversilab

En el andlisis cuantitativo de concordancia, reflejado a través del indice
Ajustado de Rand (IR), se observa que el mayor valor se obtiene para las técnicas de
spa typing y CC-BURP, seguido del obtenido entre el spa typing y rep-PCR/Diversilab.
Por el contrario, estos métodos de spa-typing y rep-PCR/Diversilab, obtienen valores
bastante discretos en su concordancia con la técnica de referencia, el PFGE (Tabla 34).

indice de Rand

Método
PFGE spa typing CC-BURP DIV
PFGE
spatyping 0,136
CC-BURP 0,094 0,486
DIV 0,151 0,321 0,071

Tabla 34. Concordancia entre los métodos de tipaje usando el coeficiente de Rand.

Los coeficientes obtenidos para el IW, que reflejan el poder de predecir, con los
resultados de un método, los obtenidos en otro, son todos bastante bajos, con excepcion
del el spa typing con respecto al CCBURP (logico, pues este Gltimo no es mas que una
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agrupacion clonal del primero). Asi, los valores mostrados en la Tabla 35, reflejan que

la capacidad de predecir los resultados de PFGE con las técnicas spa typing o rep-

PCR/Diversilab, es practicamente nula.

) indice de Wallace (IC 95%)
Método
PFGE spa typing CC-BURP DIV
PFGE 0,269 (0,156-0,381) 0,477 (0,234-0,720) 0,206) (0,087-0,324)
spa typing O'O%ll%)m' 1,000 (1,000-1,000) 0,255 (0,098-0,411)
CC-BURP 0,0%21(&())00- 0,321 (0,201-0,441) 0,042 (0,000-0,130)
DIV 0'1%91(;’;)’47' 0,435 (0,241-0,629) 0,224 (0,000-0,509)

Tabla 35. Concordancia entre los métodos de tipaje usando el coeficiente de Wallace.

4.5 VARIABILIDAD GENETICA
4.5.1 VARIABILIDAD GENETICA DE SARM ENTRE LAS
DIFERENTES AAM.

Los resultados de la distribucion de los diferentes pulsotipos y su frecuencia,

obtenida en cada una de las AAM, se resume en las Tablas 36 y 37, y se esquematiza

geogréficamente en los mapas de las Fig. 51 y 52..

AREA PULSOTIPO (n° aislados)
E8a(7), E7a(2), E7b(2), E13(2), E10(2),
HIC ESP2(1), ESP1(1), ESP(1), ESP(1), ESP(1),
ESP(1), ESP(1)
E8a(8), E7b(3), E20(3), E8b (2), A1(1), E10(1),
HSPA E17(1), ESP(1), ESP(1), ESP(1), ESP(1),
ESP(1)
E8a(6), E7b(5), E10(2), E7a(l), E16(1),
HDBV ESP1(1), ESP(1)
HLLZ E8b(3), E7a(3), E7b(2), ESP3(2), ESP2(1),
ESP(1)
HM E7a(4), E7b(1), E8a(1), E10(1), E20(1),
ESP1(1), ESP(1)
HVP E7b(3), E8a(2), E7a(2), E8b(1)
HCANM E8a(1), E7b(1), E13(1), ESP2(1)
HCC E8b(2), E19(1)

Tabla 36. Perfiles genotipicos (pulsotipos) SARM y nimero de aislados, obtenidos en cada una de las

AAM. En negrita los pulsotipos mayoritarios
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pulsotipos mayoritarios (>3%)

pulsotipos
minoritarios Total
(£3%) E20| E10 | E7a | E7b | EBa | E8b
n° aislados 2 0 0 0 1 1 0 4
HCANM —
% del Area 50 0 0 0 25 | 25 0 100
n° aislados 1 0 0 0 0 0 2 3
HCC —
% del Area 33 0 0 0 0 0 67 100
n° aislados 3 0 2 1 5 6 0 17
HDBV —
% del Area 18 0 12 6 29 | 35 0 100
n° aislados 4 0 0 3 2 0 3 12
HLLZ —
AAM % del Area 33 0 0 25 17 25 100
HVP n° aislados 0 0 0 2 3 2 1 8
% del Area 0 0 0 25 38 | 25 13 100
HM n° aislados 2 1 1 4 1 1 0 10
% del Area 20 10| 10 | 40 | 10 |10 | O 100
n° aislados 7 3 1 0 3 8 2 24
HSPA —
% del Area 29 13 4 0 13 | 33 8 100
HIC n° aislados 9 0 2 2 2 7 0 22
% del Area 41 0 9 9 9 |32 0 100
Total n° aislados 28 4 6 12 17 25 8 100
% del Area 28 4 6 12 | 17 | 25 | 8 100

Tabla 37. Tabla de contingencia que muestra la distribucién de los pulsotipos mayoritarios y minoritarios

en las diferentes AAM. Para cada una se indica el nimero de aislados obtenido de cada pulsotipo, y el

porcentaje que representa éste con respecto al total de aislados SARM obtenido en el AAM.
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Fig. 51A
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Fig. 51C
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Fig. 51E
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Fig. 51G

E20

SIN PRESENCIA
1-5 %
6-10 %
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Figura 51. Mapas indicadores de los porcentajes de incidencia de cada pulsotipo mayoritario (B: E7a; C:
E7b; D: E8a; E: E8b; F: E10; G: E20) y el conjunto de pulsotipos minoritarios (A), en cada AAM, con
respecto al total de aislados de SARM en el AAM en concreto.

PULSOTIPO MAYORITARIO EN
CADA AAM

pulsctipos minoritarios m——
EBa
E7a
E7b

E8b
Figura 52. Pulsotipo predominante en cada AAM.

173



Segun el estadistico Exacto de Fisher existen diferencias significativas (p=0.001)
para la distinta distribucién de genotipos existente entre las diferentes AAM; aunque al
realizar el estudio post-hoc de comparacion por pares entre las diferentes AAM por el
método False Discovery Rate (FDR) (Benjamini y col., 1995), no se obtienen
diferencias significativas entre ninguna de estas AAM. Sin embargo, la realizacion de
esta comparacion por pares con el estadistico Exacto de Fisher (menos ajustado que el
FDR), demuestra algunas tendencias que conviene destacar:

o EIl perfil de genotipos obtenido en el area HIC es distinto de manera
significativa a los obtenidos en el area HLLZ y HCC (p=0.014). En el area
HIC existe un claro predominio del genotipo E8a (32%), perfil que no se
encuentra en las &reas HLLZ y HCC. Por el contrario, es el perfil E8b en HCC
(67%), y E8b (25%) y E7a (25%) en HLLZ, los genotipos predominantes.

o  El perfil de genotipos obtenido en el area HSPA es distinto de manera
significativa al obtenido en el area HVP (p=0.005). En el area HSPA el
genotipo predominante de manera clara es el E8a (33%), mientras que en HVP
es el tipo E7b el mayoritario (38%).

o  El perfil de genotipos obtenido en el area HLLZ es distinto de manera
significativa al obtenido en el area HDBV (p=0.004). En ésta ultima los tipos
E8a y E7b son los predominantes, con un 35 y 29% de los aislados
respectivamente; mientras que en HLLZ estos genotipos se sitlan por detras
de E7a y E8b que son los mayoritarios, englobando cada uno al 25% de los
aislados.

o EIl perfil de genotipos obtenido en el &ea HCC es distinto de manera
significativa al obtenido en el &rea HDBV (p=0.018). En el &rea HCC, el perfil
dominante es claramente el E8b (67%), genotipo del que por el contrario no se
ha clasificado ningun aislado en el area HDBV.

No se encuentran diferencias significativas entre los perfiles genotipicos de SARM

obtenidos en las provincias de Caceres y Badajoz (p=0.215).
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4.5.2 VARIABILIDAD GENETICA TEMPORAL DE SARM

La Tabla 38 muestra la ocurrencia de los diferentes pulsotipos de SARM a lo

largo del afio 2010.

perfiles pulsotipos mayoritarios
minoritarios Total
(£3%) E20 | E10 |E7a|E7b |E8a| E8b
n° aislados 13 2 1 4 5 8 1 32
1
% del bloque 41 6 3 13 | 16 | 25 3 100
n° aislados 9 1 3 4 4 7 1 28
2
% del bloque 32 4 11 14 | 14 | 25 4 100
BLOQUE
ESTACIONAL n° aislados 6 0 1 2 2 6 3 20
3
% del bloque 30 0 5 10 | 10 | 30 15 100
n° aislados 4 1 1 2 6 4 3 20
4
% del bloque 20 5 5 10 | 30 | 20 | 15 | 100
n° aislados 32 4 6 12 | 17 | 25 8 100
Total
% del bloque 32 4 6 12 | 17 | 25 8 100

Tabla 38. Perfiles genotipicos (pulsotipos) SARM y nimero de aislados, obtenidos en cada uno de los
blogues estacionales: 1 (Enero, Febrero y Marzo), 2 (Abril, Mayo y Junio), 3 (Julio, Agosto y
Septiembre), y 4 (Octubre, Noviembre y Diciembre).

Segun el estadistico Exacto de Fisher (p=0.793), no se obtienen diferencias
significativas en la ocurrencia de los pulsotipos mayoritarios y minoritarios de SARM,

en los diferentes bloques estacionales, y por tanto, a lo largo del afio de estudio.

4.5.3 RELACION EXISTENTE ENTRE LOS PATRONES DE
RESISTENCIA ANTIBIOTICA Y LOS PERFILES GENOTIPICOS

Dentro del conjunto de los 100 aislados SARM elegidos para genotipar, se
obtuvieron unos ratios de sensibilidad para los antibidticos no especificos para la
infeccion por SARM, que se resume en las Tablas 39 y 40. En la Fig. 53 podemos
observar una representacion de los perfiles de sensibilidad para estos mismos

antibioticos, de los aislados pertenecientes a los pulsotipos mayoritarios.
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GNT TBM LVF ERT CLN QN FOS NTR FUS RIF SXT MUP
wl|ls|IrRls|R|I|sIR|I|S|R|s|R|s|s|R]s]|s|R|S|R|]S]sS]|R
Pulsotipo | 11| o6 (06| 9% | % ||| % || % | % | % | % | % | % |%] % | % |%w|%|w| % ]|w|x
Esa | 25 |100 16 | 84 [0 ]| 0| 60 |40]| 44 | 56 | 76 | 24 |100] 92 | 8 | 200 | 1200 | 0 |1200| 0 | 200 |100| O
E7b | 17 |100 12|88 |0]ofoa|6]|12]|88]8s8]|12]|100]88 |12]200]200] 0200 0]200]04]6
E7a | 12 |100 8 |[92o0fofi00l0]33|67|58]42]100] 75 [25] 200 |200] 0 [200] 0 |200]100] 0
Esb 8 |88 |13] 25|63 [13[0]100/0] 25|75 50| 50]100] 88 |[13]100] 88 |13| 88 [13]100]100] 0
E10 6 |100/ 0] 17 |83 |0|o0|50|50]33|67|83]|27]100]100[0]200]100[0]200[0]200]83]|17
E20 4 75|25 2575|0075 |25] o [100] 75 | 25 |100| 50 |50 200 [200] 0 |200| 0 [ 200 | 50 |50
Esp1 | 3 |100|0] o [100] 0|0 33 |67]67 |33 |200] 0 |200] 67 [33] 200 |200] 0 [200] 0 |200]100]0
Esp2 | 3 |100|0]33|67|0|0]|67|33]33|67|33]|67|100]100|0][200]200]0]200{0]200]100][0
E13 3 |100|0]100| 0 [0 |o0|100|0]100| 0 [200| 0 J100]100| 0 | 200 |1200| 0 [1200{ 0 |100]100] 0
EsP3 | 2 |100|0] o [100|0|0|100/ 0] 0 [100| 0 |100}1200]100| 0 | 1200 |1200| 0 [1200| 0 | 1200 ]100]| 0O

Tabla 39. Porcentajes de sensibilidad y resistencia obtenidos para cada pulsotipo (con méas de un aislado)

en los antibidticos no especificos para la infeccion por SARM. GNT: Gentamicina, TBM: Tobramicina,

LVF: Levofloxacino, ERT: Eritromicina, CLN: Clindamicina, QN: Quinupristina-Dalfopristina, FOS:

Fosfomicina, NTR: Nitrofurantoina, FUS: Acido Fusidico, RIF: Rifampicina, SXT: Trimetoprim-

Sulfametoxazol, MUP: Mupirocina. En rojo, los porcentajes de resistencia y sensibilidad significativos.

Las pruebas de Chi-cuadrado de Pearson, determinan que existen diferencias

significativas para los ratios de sensibilidad y resistencia entre los diferentes genotipos,

solo en los antibidticos Gentamicina (p=0.002), Levofloxacino (p=0.001) y Mupirocina

(p=0.003); aunque al realizar el estudio post-hoc de comparacion por pares de genotipos

por el método FDR, no se obtienen diferencias significativas entre ningun pulsotipo

para estos tres antibioticos. Sin embargo, la realizacion de esta comparacion por pares

con el estadistico Exacto de Fisher (menos ajustado que el FDR), demuestra algunas

tendencias a destacar en:

Levofloxacino: el perfil con mayor nimero de aislados, E8a, y los
perfiles ESP1 y E10, presentan un aumento del porcentaje de
sensibilidad (40, 67, y 50% de aislados con sensibilidad intermedia,
respectivamente) significativo con respecto a los perfiles E7b y E7a
(E8a-E7b, p=0.016; E8a-E7a, p=0.015; ESP1-E7b=0.029; ESP1-E7a,
p=0.029; E10-E7b=0.040; E10-E7a=0.025).

Mupirocina: el aumento del porcentaje de resistencia que presenta el
genotipo E20 con respecto al obtenido en el resto de genotipos, resulta
significativo con respecto al ratio de resistencia mostrado por E8a
(p=0.015) y E7a (p=0.050).

176




Las diferencias entre los ratios de sensibilidad y resistencia entre los diferentes
pulsotipos, resultan no significativas para el resto de antibiéticos no especificos para
SARM: Tobramicina (p=0.622), Eritromicina (p=0.150), Clindamicina (p=0.208),
Fosfomicina (p=0.257), Ac.Fusidico (p=0.993), Rifampicina (p=0.993). Recordar que
para Nitrofurantoina, Quinupristina/Dalfopristina y Trimetoprim-Sulfametoxazol, no se

obtuvieron cepas resistentes.

Pulsotipo | n°total |GNT| TBM |LVF|ERT | CLN|QN | FOS |NTR | FUS | RIF | SXT | MUP
Al 1 S S S S S S S S S S S R
ESP 1 S R I S S S S S S S S S
ESP 1 S R I S S S S S S S S S
ESP 1 S R R S S S S S S S S S
E19 1 S R R S S S S S S S S S
ESP 1 S S S R R S S S S S S S
ESP 1 R R R S S S S S S S S S
ESP 1 S R R R S S S S S S S S
ESP 1 S R R R S S S S S S S S
E16 1 S R R R S S S S S S S S
ESP 1 R R I R S S S S S S S R
ESP 1 S R R R R S R S S S S S
ESP 1 R R R R R S R S S S S R
E1l7 1 R R R R R S R S S S S R

Tabla 40. Porcentajes de sensibilidad y resistencia obtenidos en pulsotipos representados por un Unico
aislado, para los antibi6ticos no especificos para la infeccién por SARM. Los colores representan

diferentes patrones de resistencia antibiotica.

Dentro del conjunto de pulsotipos representados por un dnico aislado,
obtenemos perfiles de sensibilidad muy variables (Tabla 40). Asi encontramos desde
genotipos sensibles a la gran mayoria de la bateria de antibiéticos no especificos para
SARM, como los perfiles Al (so6lo resistente a Mupirocina) o E19 (sélo resistente a
Tobramicina y Levofloxacino), hasta genotipos resistentes a gran parte de estos
antibioticos, como E17 (resistente a Gentamicina, Tobramicina, Levofloxacino,

Eritromicina, Clindamicina, Fosfomicina y Mupirocina).
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Figura 53. Porcentajes de sensibilidad y resistencia obtenidos para los perfiles mayoritarios, en los

antibidticos no especificos para la infeccion por SARM.

Realizada la determinacion para cada uno de los aislados SARM genotipados, de

su CMI en relacion a los antibidticos especificos para la infeccion por SARM

(Vancomicina, Tigeciclina, Linezolid, Daptomicina) por el método E-test, se obtienen

los resultados mostrados en las Tablas 41 y 42.
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TIGECICLINA | DAPTOMICINA | VANCOMICINA | LINEZOLID
N 2 2 2 2
Minimo 0,125 0,064 1,0 0,380
ESP 3 Maximo 0,125 0,094 1,0 0,500
Mediana 0,125 0,079 1,0 0,440
Media 0,125 0,079 1,0 0,440
N 6 6 6 6
Minimo 0,094 0,094 1,0 0,750
E10 Maximo 0,190 0,190 15 2,000
Mediana 0,125 0,125 1,0 0,875
Media 0,142 0,136 1,2 1,042
N 3 3 3 3
Minimo 0,125 0,125 1,0 0,750
ESP 2 Maximo 0,250 0,190 1,5 1,500
Mediana 0,125 0,125 1,0 1,000
Media 0,167 0,147 1,2 1,083
N 3 3 3 3
Minimo 0,190 0,094 0,8 0,750
E13 Méaximo 0,190 0,094 1,0 1,000
Mediana 0,190 0,094 1,0 1,000
Media 0,190 0,094 0,9 0,917
N 4 4 4 4
Minimo 0,190 0,064 1,5 0,500
E20 Méaximo 0,190 0,250 2,0 0,750
Mediana 0,190 0,142 1,5 0,625
Media 0,190 0,150 1,6 0,625
N 12 12 12 12
Minimo 0,094 0,125 0,8 0,380
E7a Maximo 0,250 0,380 2,0 2,000
Mediana 0,190 0,125 1,5 1,500
Media 0,196 0,157 1,4 1,386
N 17 17 17 17
Minimo 0,125 0,064 0,8 0,750
E7b Maximo 0,380 0,250 2,0 2,000
Mediana 0,250 0,125 1,5 1,500
Media 0,263 0,153 1,4 1,426
N 25 25 25 25
Minimo 0,064 0,094 1,0 0,500
E8a Maximo 0,380 0,190 15 2,000
Mediana 0,190 0,125 1,5 1,000
Media 0,205 0,123 1,3 1,120
N 8 8 8 8
Minimo 0,125 0,094 1,5 0,750
E8b Maximo 0,380 0,250 2,0 2,000
Mediana 0,220 0,190 1,5 1,500
Media 0,236 0,177 1,6 1,469
N 3 3 3 3
Minimo 0,190 0,125 1,5 1,000
ESP 1 Maximo 0,250 0,190 15 2,000
Mediana 0,250 0,125 1,5 1,500
Media 0,230 0,147 1,5 1,500

Tabla 41. Valores de parametros estadisticos para cada uno de los genotipos representados por méas de un

aislado, en relacion a la CMI (en pg/ml) obtenida por E-test para los antibidticos especificos para

infeccién SARM. En rojo, las medias y medianas de CMI significativas.
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CMI (ug / ml)

TIGECICLINA | DAPTOMICINA | VANCOMICINA | LINEZOLID
Al 0,125 0,125 1 0,75
E16 0,25 0,19 15 2
E1l7 0,25 0,19 15 2
ESP 0,25 0,25 1,5 1,5
ESP 0,25 0,094 1 0,75
ESP 0,25 0,125 1,5 1,5
ESP 0,25 0,25 15 2
ESP 0,19 0,125 1,5 1
ESP 0,19 0,094 1 0,75
ESP 0,19 0,125 1,5 0,75
ESP 0,125 0,125 1 0,75
ESP 0,19 0,125 1 0,5
ESP 0,125 0,125 0,38 0,5
E19 0,125 0,125 1 0,38
ESP 0,25 0,125 1 2
ESP 0,25 0,094 1 0,75
ESP 0,19 0,125 1 0,5

Tabla 42. Valores de CMI para los antibioticos especificos para la infeccion por SARM, obtenidos para

los pulsotipos representados por un Gnico aislado.

Para valorar las diferencias entre las CMIs para vancomicina y tigeciclina

existentes entre los diferente perfiles genotipicos, se utilizo la prueba ANOVA, la cual

confirma que esas diferencias son estadisticamente significativas (vancomicina,

p=0.004; tigeciclina, p=0.010). Posteriormente se realizan pruebas post-hoc de Tukey,

con las que se llevan a cabo comparaciones por pares de las CMIs de genotipos

distintos, obteniéndose los siguientes resultados relevantes:

Ningun genotipo mayoritario presenta una CMI para ninguno de los
antibioticos especificos para SARM, significativamente mas elevada con
respecto a todos y cada uno de los otros genotipos mayoritarios

El valor medio de la CMI para tigeciclina de los aislados del pulsotipo E7b
(0.263 pg/ml), es significativamente mas elevada que la presentada por los
del pulsotipo E10 (0.142 pg/ml) (p=0.008)

La media de la CMI para vancomicina de los aislados del pulsotipo E8b es
mayor (1.63 pg/ml) de manera significativa, que la presentada por los
pulsotipos E8a (1.26 ug/ml, p=0.018) y E10 (1.17 pg/ml, p=0.030).

Al calcular dentro de cada genotipo mayoritario, la proporcion de aislados con

CMI a vancomicina superior a 1 ug/ml (Tabla 43), y realizar un test Exacto de Fisher

para comprobar si existen diferencias entre los diferentes pulsotipos mayoritarios en su
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porcentaje de aislados con CMIyancomicina > 1 pg/ml, obtenemos que esas diferencias
son significativas (p=0.002); aunque al realizar el estudio post-hoc de comparacion por
pares de genotipos por el método FDR, no se obtienen diferencias significativas entre
ningun pulsotipo para los porcentajes de aislados con CMIlyancomicina > 1ug/ml. Sin
embargo, la realizacion de esta comparacién por pares con el estadistico Exacto de
Fisher, si encuentra significativa la diferencia del porcentaje de aislados con
CMlvancomicina > 1 pg/ml en el perfil E8b (100%) con respecto a los mostrados por
E10 (33.3%; p=0.015), y el E8a (52%; p=0.030).

CMI (ug/ml)
Vancomicina
<1 >1
E10 n° (%) 4 (66,7) 2 (33,3)
% total 4,0 2,0
E7a n° (%) 2 (16,7) 10 (83,3)
% total 2,0 10,0
E7b n° (%) 4 (23,5 13 (76,5)
% total 4,0 13,0
Esa n° (%) 12 (48) 13 (52)
% total 12 13
Esb n° (%) 0(0) 8 (100)
% total 0 8
E20 n° (%) 0 (0) 4 (100)
% total 0 4
Perfiles n° (%) 17(60,7) 11 (39,3)
minoritarios % total 17 11
TOTAL n° (%) 39 (39) 61 (61)
% total 39 61

Tabla 43. Porcentaje de aislados con CMI a Vancomicina superior e inferior a 1pg/ml, en cada uno de

los genotipos mayoritarios.

Para valorar las diferencias entre las CMIs para Linezolid y Daptomicina
existentes entre los diferente perfiles genotipicos mayoritarios, se utilizé la prueba
Kruskal-Wallis, la cual determina que esas diferencias no son estadisticamente
significativas para Daptomicina (p=0.96), aunque si lo son para Linezolid (p=0.34). Asi,
para este Gltimo, las comparaciones por pares realizadas por FDR, determinan que la
CMI media para el pulsotipo E20 es significativamente menor (0.63 ug/ml) que la
obtenida para los perfiles E7a (1.39 pg/ml, p=0.05), E7b (1.43ug/ml, p=0.038), y E8b
(1.47 pg/ml, p=0.038).

181



454 ASOCIACION ENTRE GENOTIPOS Y TIPO DE
MUESTRAS BIOLOGICAS EN LAS QUE SE AISLAN.

Se realiza un estudio estadistico que informe acerca de si el aislamiento de
alguno de los genotipos SARM mayoritarios descritos, se pueda relacionar de manera
significativa con algun tipo de muestra bioldgica concreta, y por lo tanto, podamos

asociar ese pulsotipo con una avidez particular de éste hacia algun lugar concreto de

infeccion.
TIPO MUESTRA
EXUDADO | HEMOCULTIVO | ORINA | RESPIRATORIA| Total

_pertlles | o) | 8(28,6) 10(357) |5(17.9)| 5(17.9) 28 (100)
E10 ° (%) | 3 (50%) 2333) 13167 0(0) 6 (100)
E7a %) | 3(25) 1(8.3) 2 (16,7) 6 (50) 12 (100)
E7b (%) | 7 (41.2) 4(235)  |3(17.8)]  3(17.6) 17 (100)
E8a (%) | 7(28) 3(12) 4 (16) 11 (44) 25 (100)
E8b (%) | 2(25) 3 (37.5) 2 (25) 1(12,5) 8 (100)
E20 %) | 1(25) 0(0) 2 (50) 1(25) 4 (100)
Total (%) | 31(31) 23 (23) 19 (19) 27 (27) 100 (100)

Tabla 44. Resultados extraidos de la tabla de contingencia que relaciona los cuatro tipos de muestras
bioldgicas mas frecuentes (exudados, hemocultivos, orina y muestras respiratorias) con los seis genotipos

SARM mayoritarios

Los pulsotipos E10 y E7b se aislan mayoritariamente en muestras de exudados;
E8b y E20 lo hacen en hemocultivos y orina, respectivamente; y las muestras
respiratorias es el tipo de muestra donde mas frecuentemente se aislan los SARM con
genotipo E7a y E8a. A pesar de todo esto, no existen diferencias significativas entre los
diferentes pulsotipos y el tipo de muestra en la cual se aislan, segun los resultados
obtenidos en las comparaciones por pares de pulsotipos, realizadas con el estadistico
Exacto de Fisher. Por tanto, no se puede asociar ninguno de los genotipos mas
frecuentes a un lugar concreto de infeccion, ni a un tipo concreto de muestra bioldgica

en la que aislarlo.
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455 DISTRIBUCION DE GENOTIPOS SARM SEGUN EL
ENTORNO DE AISLAMIENTO (INTRAHOSPITALARIO O
EXTRAHOSPITALARIO).

Se realiza un estudio estadistico que informe acerca de si la ocurrencia de
alguno de los genotipos SARM mayoritarios descritos, se pueda asociar de manera
significativa con el ambiente intrahospitalario o extrahospitalario.

ADQUISICION
Extrahospitalario | Intrahospitalario | Total
_pertlles | mwee | 614 22(786) | 28
E10 n° (%) 4 (66,7) 2 (33,3) 6
E7a n° (%) 5 (41,7) 7 (58,3) 12
E7b n° (%) 7(41,2) 10 (58,8) 17
E8a n° (%) 7 (28) 18 (72) 25
E8b n° (%) 3(37,5) 5(62,5) 8
E20 n° (%) 3 (75) 1(25) 4
Total n° (%) 35 (35) 65 (65) 100

Tabla 45. Resultados extraidos de la tabla de contingencia que relaciona el entorno con los seis genotipos

SARM mayoritarios.

Se observa que existe una mayoria de genotipos donde los aislados de origen
intrahospitalario son mas frecuentes. Estos son E7a, E7b, E8a, E8b, y el conjunto de
pulsotipos minoritarios, genotipos que ademas son los cuatro mas numerosos. Por el
contrario, solo en dos genotipos, E10 y E20, son mayoria los aislados de origen
extrahospitalario. A pesar de todo esto, no existen diferencias significativas entre los
tipos de genotipo SARM y el porcentaje de aislados Extrahospitalario e
Intrahospitalario, segun los resultados obtenidos en las comparaciones por pares de
pulsotipos, realizadas con el estadistico Exacto de Fisher. Por lo tanto no podemos
asociar ningun pulsotipo en concreto con los caracteres intrahospitalarios o

extrahospitalarios de la infeccion que provocan.
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46 CARACTERISTICAS DE LOS AISLADOS SARM
PROCEDENTES DE HEMOCULTIVOS.
4.6.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

Durante el afio 2010, se aislan en Extremadura 29 SARM procedentes de
muestras de hemocultivo, hecho que representa el 9.4% con respecto a global de SARM
aislados en todo tipo de muestras biologicas (n= 309) (ver apartado 4.1, Fig. 32)

El mayor nimero de bacteriemias por SARM durante el afio 2010 en
Extremadura, se dié durante los meses de Marzo, Abril y Mayo (Bloque 2), con el
34.5% de los casos. Por el contrario, con el 13.8%, los meses de Octubre, Noviembre y
Diciembre (Bloque 4), es el periodo donde la ocurrencia de bacteriemias por SARM fue
menor (Tabla 46).

AISLADOS SARM
PROCEDENTES DE HC
BLOQUE
ESTACC:)I(Cg)LlilAIS_ES n° % %
1 8 27,6 2,6
2 10| 345 3,3
3 7 24,1 23
4 4 13,8 1,3

Tabla 46. Distribucion de aislados SARM procedentes de hemocultivos segun el bloque estacional.
% *: porcentaje con respecto al total de aislados de hemocultivo. % **: porcentaje con respecto al total de
aislados SARM. HC: hemocultivo.

El AAM donde mayor numero de aislamientos SARM de hemocultivos se
contabiliza es en HSPA, con un total de 8 aislados, representando el 27.6% de todas las
bacteriemias por SARM dadas en Extremadura en el afio 2010. Sin embargo, es el
AAM de HCANM, donde se registra el mayor porcentaje de SARM procedentes de
hemocultivo con respecto al resto de tipo de muestras bioldgicas, con un 33.3% (3 de un
total de 9 aislados) (Tabla 47).

La bacteriemia por SARM presenta una incidencia superior en varones que en

mujeres, con un 58.3% frente a un 41.7%, respectivamente.
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AISLADOS SARM
PROCEDENTES DE HC
AAM n° % * % **
HCANM 3 10,3 33,3
HDBV 5 17,2 9,4
HLLZ 4 13,8 10,5
HVP 4 13,8 14,8
HM 1 3,4 3,4
HSPA 8 27,6 12,1
HIC 4 13,8 59
HCC 0 0 0

Tabla 47. Distribucion de aislados SARM procedentes de hemocultivos segin el AAM. % *: porcentaje
con respecto al total de aislados de hemocultivo. % **: porcentaje que representan los aislados de
hemocultivo con respecto a aquellos procedentes de otras muestras biolégicas, dentro del AAM. HC:

hemocultivo.

El caracter intrahospitalario de la infeccidn sanguinea por SARM, resulta
claramente dominante sobre la adquisicion extrahospitalaria (85.7% frente al 14.3%).

Correlacionando con la tendencia ya observada en el analisis con el total de
aislados, la incidencia de la bacteriemia por SARM es claramente predominante en el
grupo de edad a partir de los 64 afos, con el 85.7% de los casos. Con respecto al resto
de muestras bioldgicas, también es en este grupo donde los hemocultivos representan un
mayor porcentaje (10.8%) (Tabla 48).

AISLADOS SARM
PROCEDENTES DE HC

0-2 afios 1 3,6 100,0
3-10 afos 0 0,0 0,0
11-18 afios 0 0,0 0,0
19-39 afios 1 3,6 6,3
40-64 afios 2 7,1 5,0
> 64 afios 24 85,7 10,8

Tabla 48. Distribucion de aislados SARM procedentes de hemocultivos segun el Grupo de Edad. % *:
porcentaje con respecto al total de aislados de hemocultivo. % **: porcentaje que representan los aislados

de hemocultivo con respecto al resto de muestras bioldgicas, dentro del Grupo de Edad. HC: hemocultivo
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4.6.2 SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Los resultados sobre los ratios de resistencia y sensibilidad a los antibi6ticos no
especificos para una infeccion por SARM, mostrados por los aislados procedentes de

muestras de hemocultivo, se indican en la Tabla 49.

AISLADOS SARM
PROCEDENTES DE HC
n° (%)
ANTIBIOTICOS
NO ESPECIFICOS S | R
PARA SARM
GENTAMICINA 29 (100) 0 (0) 0(0)
TOBRAMICINA 12 (41,4) 0 (0) 17 (58,6)
LEVOFLOXACINO 0(0) 10 (34,5) | 19 (65,5)
ERITROMICINA 14 (48,3) 0 (0) 15 (51,7)
CLINDAMICINA 24 (82,8) 0 (0) 5(17,2)
T | m0m | o0 | oo
FOSFOMICINA 28 (96,6) 0 (0) 1(3,9)
NITROFURANTOINA | 28 (96,6) 1(3,4) 0(0)
AC. FUSIDICO 29 (100) 0 (0) 0 (0)
RIFAMPICINA 29 (100) 0 (0) 0(0)
SULFAMETOXAZOL | 22090 | 0@ | 00
MUPIROCINA 28 (96,6) 0 (0) 1(3,4)

Tabla 49. Patrones de sensibilidad de los aislados SARM responsables de bacteriemias, con respecto a

los antibidticos no especificos para infeccion por SARM. HC: hemocultivo.

Todos los aislados SARM productores de bacteriemia en Extremadura, son
sensibles a Gentamicina, Quinupristina / Dalfopristina, Ac. Fusidico, Rifampicina y
Trimetoprim / Sulfametoxazol. Ademas, la gran mayoria (salvo un Unico aislado como
excepcion) son sensibles también a Fosfomicina, Nitrofurantoina y Mupirocina.
Paralelamente a lo reflejado para la totalidad de aislados SARM, los responsables de
bacteriemias también presentan los mayores ratios de resistencia para los antibioticos
Tobramicina (58,6%), Levofloxacino (65,5%) y Eritromicina (51,7%).

La distribucion de los valores de CMI para los antibidticos especificos para la
infeccion por SARM, en el grupo de SARM procedentes de hemocultivos, se refleja en
la Fig. 54 y Tabla 50.
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CMI AISLADOS SARM . _
(ug/ml) PROCEDENTES DE HC Mediana Media
(%)
0,094 34
0,125 24,1
Tigeciclina 0,19 31 0,19 0,186
0,25 34,5
0,38 6,9
0,064 6,9
0,094 31
Daptomicina 0,125 31 0,125 0,146
0,19 20,7
0,25 10,3
0,5 3,4
0,75 10,3
Vancomicina 1 34,5 1 1,176
15 48,3
2 34
0,38 6,9
0,5 34
. _ 0,75 24,1
Linezolid 1 414 0,75 0,96
15 10,3
2 13,8

Tabla 50. Distribucion de los valores de CMI para los antibiéticos especificos para la infeccion por

SARM, en el grupo de aislados procedentes de hemocultivos

La distribuciénes de CMIs para Vancomicina, Tigeciclina, Daptomicina y
Linezolid, de los aislados de hemocultivos, presentan algunas diferencias con respecto a
las que obtenemos si tenemos en cuenta todos los aislados SARM (independientemente
del tipo de muestra). Estas diferencias se confirman estadisticamente significativas en
los casos de Tigeciclina, Daptomicina, y Linezolid (Chi-cuadrado de Pearson: p= 0.002;
p= 0.000; p= 0.000; respectivamente). En el caso de Tigeciclina, esas diferencias se
centran en que existe un mayor numero de aislados para valores mas altos de CMI (0.25
y 0.38 pg/ml), en el conjunto de aislados de hemocultivos, que en el conjunto del total
(Fig. 54A). De la misma manera ocurre para Linezolid, donde se observa un mayor
numero de aislados para valores altos de CMI (1 y 2 pg/ml) en el conjunto de SARM
productores de bacteriemias, que en el conjunto total (Fig. 54B). Por el contrario, en
Daptomicina, la diferencia estriba en mayor numero de aislados para valores mas bajos
de CMI (0.047, 0.064 y 0.094 pg/ml), en el conjunto de aislados de hemocultivos, que
en el conjunto del total (Fig. 54D).
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Figura 54. Distribucidn de los valores de CMI obtenidos para los antibidticos especificos para infeccion

por SARM, en los aislados SARM procedentes de hemocultivos (barras amarillas y porcentajes en azul)

frente al conjunto total de aislados (barras verdes y porcentajes en rojo). En la figura de vancomicina el
arlequinada rojo corresponde a aquellas CMIs >1 pg/ml, para las que se han descrito fracasos

terapéuticos.

Para vancomicina, a pesar de que las diferencias de CMlIs entre los dos
conjuntos resultan no significativas, destaca el aumento del porcentaje de aislados con
CMI > 1 pg/ml, que se observa en el conjunto de SARM procedentes de hemocultivos.

Este es de 51.7%, frente al 42.4% que se obtenia con el conjunto total de aislados (Fig.
54C).
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A través del ensayo de Macrométodo (MET), no se obtiene ninguna cepa SARM
procedente de hemocultivo con resistencia heterogénea a vancomicina (h-VISA). La
CMI>8mg/l obtenida para la cepa patrdn Mu3 (Staphylococcus aureus ATCC 700698)
valida la técnica utilizada.

Figura 55. Resultado positivo (CMI>8mg/I) obtenido en el ensayo de Macrométodo para la cepa h-VISA
Mu3

4.6.3 DISTRIBUCION GENOTIPICA Y FAGOTIPICA

En el conjunto de SARM aislados de muestras de hemocultivo, los genotipos
obtenidos y las frecuencias relativas, son practicamente idénticos a los encontrados en el
conjunto total de aislados. Tal es asi, que E7b, E8a y E8b, son los pulsotipos
mayoritarios. Por extension, el ST125 y el cassette IVc serian los genotipos
mayoritarios, por los métodos MLST y SCCmec, respectivamente. EI grupo 1 del
método rep-PCR/Diversilab (formado por los aislados correspondientes a los patrones 1
y 2), es el mas frecuente. t067 y t002 son los spa-tipos mas representativos. Ademas
CC067 y CCO005, determinados por CCBURP y eBURST respectivamente, son con

diferencia los grupos clonales predominantes (Tabla 51).
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GENOTIPO (n° aislados)

E7b (4), E8a (3), E8b (3), E10 (2), E13 (2),
PFGE ESP1 (2), ESP3 (1), ESP2 (1), E7a (1), ESP
(1), ESP (1), ESP (1), ESP (1)

PATRON 1(6),2(3),5(3), 9 (2), 16 (2), 17 (2), 8 (1), 11
rep-PCR/DIVERSILAB (1), 12 (1), 14 (1), 15 (1)
Spa type t067 (8), t002 (6), t032 (2), t148 (2), t008 (1),

t1399 (1), t2226 (1), t535 (1), 1818 (1)

CCO067 (15), SINGLETON (3), CC1399 (2), CC3
(2), EXCLUDED (1)

eBURST CCO005 (17), CC022(2), CCO08 (1)

CC BURP

Tabla 51. Resumen de genotipos representados y su frecuencia, en el conjunto de aislados SARM

procedentes de muestras de hemocultivo

En el andlisis de los resultados en el fenotipaje por fagotipia de los SARM
productores de bacteremias, el 60.9% de los aislados quedan como no tipables. El
primer fagotipo que se describe como mayoritario es el 111, con el 17.4% de los casos.
Con menor ratio se encuentran los fagotipos 81 y Mixto con el 8.7% de los aislados.
Minoritario es el tipo I, solo con el 4.3% de los SARM procedentes de hemocultivos.

4.7 CARACTERISTICAS DEL SARM PRODUCTOR DE
INFECCIONES EXTRAHOSPITALARIAS EN EXTREMADURA
4.7.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Ademas de la descripcion que se lleva a cabo en el apartado 4.1.3 sobre la
distribucion de la infeccion extrahospitalaria frente a la intrahospitalaria de SARM en
las distintas AAM de Extremadura, en este punto ademas sefialamos algunas diferencias
entre ambos grupos de aislados con respecto a algunas caracteristicas demogréficas tales

como la edad (Tabla 52), el sexo (Fig. 55) o el tipo de muestra de aislamiento (Fig. 56).

0O Extrahospitalaria B Intrahospitalaria

63,0

Mujer

Figura 56. Porcentajes de SARM de adquisicion intrahospitalaria y extrahospitalaria en cada sexo.
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La frecuencia de aislados SARM causante de infeccion extrahospitalaria resulta
mayor de manera estadisticamente significativa (p=0.025 — Exacto de Fisher), que la
encontrada en varones. No en vano, la incidencia de la infeccion intrahospitalaria en
varones practicamente dobla a la extrahospitalaria, mientras que esta Ultima es

ligeramente predominante en las mujeres.

TIPO DE MUESTRA APQUI.SICION (%) . ; :
Extrahospitalario | Intrahospitalario| n°aislados
0-2 afios 66,7 33,3 3
3-10 afios 66,7 33,3 3
11-18 afios 75,0 25,0 4
19-39 afios 57,1 42,9 38
40-65 arfios 44,7 55,3 38
>65 afios 42,5 57,5 193

Tabla 52. Porcentajes de SARM de adquisicion intrahospitalaria y extrahospitalaria en cada grupo de
edad.

A pesar de observar en la Tabla 52 que el SARM extrahospitalario es
predominante en la infancia, adolescencia y adultos hasta 40 afios, el bajo nimero de
aislados descritos en estas edades, con respecto al enorme nimero de casos descritos en
mayores de 65 afios (donde la infeccion intrahospitalaria es mayoritaria), hace que las
diferencias encontradas entre los grupos de edad resulten no significativas (p=0,573 —
Exacto de Fisher).

Dentro de los cuatro tipos de muestra mas relevantes, se encuentra que existe
una mayor frecuencia de SARM de caracter intrahospitalario frente al extrahospitalario
dentro del conjunto de aislados procedentes de hemocultivos y muestras respiratorias,
de manera estadisticamente significativa, (p=0,000 y p=0,007 — Exacto de Fisher).

H extrahospitalario @ intrahospitalario

85,7 90,0
~80,0
-70,0
r60,0

42,3 0.0 .

40,0
30,0

20,0

~10,0

e M= 0,0
ORINA RESPIRATORIA

EXUDA DO HEMOCULTNV O

Figura 57. Porcentajes de SARM de adquisicion intrahospitalaria y extrahospitalaria en cada
tipo de muestra SARM.
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4.7.2 SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA

La comparativa de resultados de ratios de resistencia para los antibioticos no
especificos para infeccion por SARM, de los aislados de caracter extrahospitalario, en
relacién a los obtenidos para los catalogados como intrahospitalarios, se muestran en la
Fig. 57. Se observa como para todos los antibiéticos, los porcentajes de resistencia son
muy similares entre los dos tipos de SARM. Tal es asi, que para ninguno de estos
antibioticos se encuentran diferencias estadisticamente significativas de los porcentajes
de resistencia antibiotica, del conjunto de aislados extrahospitalarios frente al de
intrahospitalarios (Gentamicina, p= 0.580; Tobramicina, p= 0.281; Levofloxacina, p=
0.343; Eritromicina, p= 0.269; Clindamicina, p= 0.768; Fosfomicina, p= 0.540;
Nitrofurantoina, p=1.000; Ac. Fusidico, p= 0.200; Rifampicina, p= 0.773;
Trimetoprim/Sulfametoxazol, p= 0.328; Mupirocina, p= 1.000. Los valores de

significacion corresponden a la prueba Exacta de Fisher).
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Figura 58. Comparativa de ratios de resistencia en los antibiéticos no especificos para infeccién por
SARM, entre los aislados de caracter extrahospitalario con respecto a los intrahospitalarios. GNT:
Gentamicina, TBM: Tobramicina, LVF: Levofloxacino, ERT: Eritromicina, CLN: Clindamicina, QN:
Quinupristina-Dalfopristina, FOS: Fosfomicina, NTR: Nitrofurantoina, FUS: Acido Fusidico, RIF:

Rifampicina, SXT: Trimetoprim-Sulfametoxazol, MUP: Mupirocina.
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Al evaluar las medias de las CMIs de los antibidticos especificos para la
infeccion por SARM en el conjunto de aislados de adquisicién extrahospitalaria, y
compararlas con las obtenidas en el conjunto de caracter intrahospitalario, no se
obtienen diferencias estadisticamente significativas para ningun antimicrobiano
(Tigeciclina, p= 0.289; Vancomicina, p= 0.199; Linezolid, p= 0.073; Daptomicina, p=

0.368. Los valores de significacion corresponden a la prueba T de Student)

CMI (ug/ml)
Tigeciclina | Vancomicina | Linezolid | Daptomicina

Media 0,18 1,18 0,92 0,15

Extrahospitalario | Mediana 0,19 1 0,75 0,125
N 120 120 120 120

Media 0,19 1,20 1,03 0,14

Intrahospitalario | Mediana 0,19 1 1 0,125
N 148 148 148 148

Tabla 53. Comparativa de estadisticos de la CMI para antibioticos especificos para la infeccion por

SARM, entre el grupo de aislados extrahospitalarios e intrahospitalarios.

Al centrarse en los SARM que presentan una CMI para vancomicina superior a 1
pg/ml, obtenemos que el 55.5% son de caracter intrahospitalario, mientras que el 44.4%
son de origen extrahospitalario. Esta diferencia, que apunta a una mayor sensibilidad a
vancomicina para los aislados extrahospitalarios, no se confirma estadisticamente
significativa (p= 0.699 — test Exacto de Fisher). Entre los aislados de procedencia
extrahospitalaria, el 44.1% presentan CMI a vancomicina superior a 1 pg/ml, ratio muy
similar al obtenido en el conjunto de SARM intrahospitalarios, con un 44.6%.

4.7.3 DESCRIPCION GENOTIPICA

Para el genotipo mas frecuente, el pulsotipo E8a, se encuentran diferencias
significativas (p=0.043 — Exacto de Fisher) entre las frecuencias observadas en el grupo
de aislados extrahospitalarios y el grupo de intrahospitalarios. Por lo tanto, el genotipo
E8a es mas frecuente entre los SARM de origen intrahospitalario que entre los de
procedencia extrahospitalaria. Esto mismo ocurre para el grupo heterogéneo de los
perfiles minoritarios (Fig. 58). Estos genotipos de baja frecuencia, son
significativamente mas comunes (p=0.004 — Exacto de Fisher) entre los aislados de
origen intrahospitalario, que en el conjunto de los aislados extrahospitalarios. En la
Tabla 54, podemos comprobar como para el conjunto de SARM extrahospitalarios, solo
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se obtienen tres tipos de genotipos representados por un Unico aislado (E19, E16 y un

pulsotipo esporadico). Sin embargo, en el conjunto de los intrahospitalarios se describen

hasta 14 diferentes genotipos representados por un Unico aislado (Al, E17, y 12

pulsotipos esporadicos). Por tanto, desde el punto de vista de la diversidad genotipica, el

conjunto de aislados SARM intrahospitalarios es una poblacion mas heterogénea, que la

encontrada en el grupo de los SARM extrahospitalarios.

Extrahospitalario

Intrahospitalario

no (%) no (%) Total
E8a 7 (20) 18 (27,7) 25
E7b 7 (20) 10 (15,4) 17
E7a 5 (14,3) 7 (10,8) 12
E8b 3(8,6) 5(7,7) 8
E10 4 (11,4) 2(31) 6
E20 3 (8,6) 1(1,5 4
ESP 1 1(2,9) 2(3,1) 3
ESP 2 1(2,9) 2(3,1) 3
E13 1(2,9) 2(31) 3
ESP 3 0 (0) 2(31) 2
E19 1(2,9) 0(0) 1
E16 1(2,9) 0(0) 1
ESP 1(2,9) 0(0) 1
Al 0 (0) 1(1,5) 1
E17 0 (0) 1(1,5) 1
ESP 0 (0) 1(1,5) 1
ESP 0 (0) 1(1,5) 1
ESP 0 (0) 1(1,5) 1
ESP 0 (0) 1(1,5) 1
ESP 0 (0) 1(1,5) 1
ESP 0 (0) 1(1,5) 1
ESP 0 (0) 1(1,5) 1
ESP 0 (0) 1(1,5) 1
ESP 0 (0) 1(1,5) 1
ESP 0 (0) 1(1,5) 1
ESP 0 (0) 1(1,5) 1
ESP 0 (0) 1(1,5) 1
TOTAL 35 (100) 65 (100) 100

Tabla 54. Clasificacion genotipica de los aislados SARM extrahospitalarios e intrahospitalarios.
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Figura 59. Proporciones en las que se presenta cada pulsotipo mayoritario en el conjunto de aislados

extrahospitalarios y en el de intrahospitalarios

4.8 HALLAZGO Y DE DESCRIPCION DE SARM ASOCIADO
A LA COMUNIDAD (CO-SARM)

Entre los 100 aislados que han sido genotipados, Unicamente uno presenta por el
método PFGE un perfil de bandas propio de Al, pulsotipo asociado directamente en la
bibliografia cientifica a las cepas de CO-SARM. En el resto de métodos de tipaje
molecular, resulta pertenecer al patron 13 y grupo 4 por el sistema rep-PCR/Diversilab,
y al spa-tipo t008 por el método Spa typing. Este spa-tipo no se ubica en ningln
complejo clonal, siendo descrito como SINGLETON, aunque con el algoritmo eBURST
si se integra en el complejo clonal CC008. Usando el servidor web Ridom spa Server se
predice que la secuencia que obtendriamos por MLST seria la ST8. Mediante el método
de Fagotipaje, la cepa Al resulta del fenotipo I1I.

La cepa en cuestion se aislo en el mes de Junio, a partir de una muestra de
exudado, perteneciente a un paciente varon de 80 afios, en el AAM de Céceres, donde se
le otorgd una procedencia de caracter Intrahospitalario. Muestra un patron de
sensibilidad al conjunto de antibiéticos no especificos para la infeccion por SARM, muy
susceptible, con una Unica resistencia a Mupirocina. Como el resto de los 309 SARM en

los que se comprob6 la sensibilidad a Daptomicina, Linezolid, Tigeciclina y

195



Vancomicina, resulta sensible a los cuatro antibidticos especificos para la infeccion por

SARM. Su CMI para Vancomicina es de 1 pug/ml.

Al proceder a la prueba de PCR para valorar la capacidad de la cepa para

producir LPV, se obtiene un resultado positivo. Sin embargo, en la determinacién de la

secuencia ACME, también por PCR, no existe amplificacion, por lo que concluimos que
es una cepa CO-SARM no USA-300.

A

B

Antibidticos no
especificos frente a
SARM

Aislado CO-SARM

Antibiéticos especificos
frente a SARM

Aislado CO-SARM
CMI (pg/ml)

TOBRAMICINA

TIGECICLINA

0,125

LEVOFLOXACINO

DAPTOMICINA

0,125

ERITROMICINA

CLINDAMICINA

VANCOMICINA

1

FOSFOMICINA

LINEZOLID

0,75

MUPIROCINA

GENTAMICINA

RIFAMPICINA

AC.FUSIDICO

NITROFURANTOINA

SXT

QUINUPRISTINA

nNnnnmunnannnnwm

Método de genotipaje

Aislado CO-SARM

PFGE

Al

SCCmee

IVc

SPA type

t008

CCBURP

SINGLETON

<BURST

CC008

Patrén DIVERSILAB

13

Grupo DIVERSILAB

4

Aislado
CO-SARM

PVL

POS

ACME

NEG

Tabla 55. Resumen de las caracteristicas epidemioldgicas y microbioldgicas de la Gnica cepa CO-SARM

obtenida en el estudio.
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5. DISCUSION
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La resistencia a antimicrobianos de algunos de los patdgenos bacterianos mas
prevalentes en clinica humana es un problema de salud publica que se esta agudizando
en los dltimos afios, siendo Espafia uno de los paises europeos mas afectados. La
vigilancia epidemioldgica es necesaria para su control, ya que el conocimiento detallado
de este problema debe ser el primer paso para la toma de decisiones que ayuden a su
contencion. Staphylococcus aureus, y particularmente SARM, es uno de los principales
patdgenos bacterianos nosocomiales implicados en infecciones sistémicas
potencialmente mortales. La presencia de SARM genera un problema terapéutico de
gran importancia en todo el mundo, y su incidencia esta aumentando en muchos paises a
pesar de la implementacion de programas de control. Hasta la fecha, no se han
publicado estudios ni dato alguno acerca de la prevalencia de SARM en la Comunidad
Auténoma de Extremadura, ratios de resistencia antibiotica, ni tampoco informacién
sobre la epidemiologia o clones circulantes. Si bien es cierto que disponemos de la
informacion obtenida por estudios multicéntricos previos realizados a nivel nacional,
creemos importante conocer la situacién especifica del SARM en nuestra region,
conocer si existen caracteristicas exclusivas o especiales a tener en cuenta en los
programas de control, de manera que éstos resulten mas eficaces.

En el conjunto de los 309 aislados SARM que se recogen en el estudio, la
distribucion de éstos en funcion del AAM de origen, salvo puntuales excepciones,
responde a lo esperado. Las dos areas que atienden a una mayor poblacion, Badajoz y
Céceres, son las que aportan mayor numero de aislados, el 22 y el 23.3%,
respectivamente. Las areas de Coria y Navalmoral de la Mata, son las areas con menor
poblacion, y de manera correspondiente a lo esperado, las que menor numero de
aislados reportan, solo el 4.2 y el 2.9% de los aislados, respectivamente. Sin embargo,
en contra de lo esperado, las areas de Don Benito-Villanueva y Llerena, con tamafios de
poblacion inferiores al area de Mérida, remiten més aislados que esta area.

De acuerdo a los resultados publicados en el ultimo estudio multicéntrico
realizado por el Grupo Espafiol para el Estudio de Estafilococos (Cuevas y col., 2008),
esperabamos obtener un elevado ratio de prevalencia de SARM en Extremadura, pues
este estudio cifra en un 34.7% el ratio de SARM con respecto al total de Staphylococcus
aureus, para el area geografica constituida por Extremadura y Castilla-Ledn. Esto
significa un porcentaje muy por encima del atribuido por el mismo estudio para todo el
pais, un 29.2%. Sin embargo, nuestro estudio muestra una prevalencia de SARM para

Extremadura del 20.1%. Entendemos que esta discrepancia podria deberse a la suma de
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dos factores: a) elevada prevalencia de SARM en la Comunidad de Castilla-Leon (no
existen estudios al respecto), siendo asi la principal responsable del ratio tan alto
asignado al area geografica Castilla-Ledn / Extremadura; b) la distancia temporal de
cuatro afios entre la muestra de nuestro estudio, afio 2010, y la del estudio multicéntrico,
afio 2006, durante la cual habria descendido la incidencia de SARM. Esta ultima
reflexion se apoya en los datos ofrecidos por este ultimo estudio multicéntrico, en
relacion a una cierta estabilizacion en Espafia de la prevalencia de SARM, ya que del
afio 1996 al 2002, se pasé del 17.9% al 31.2% respectivamente, sin embargo en el afio
2006, se quedd en un 29.2% (Cercenado y col., 2010) (Fig. 59); y por los resultados del
ultimo estudio publicado por la Agencia Europea de Vigilancia de Resistencia
Antimicrobiana (EARS, 2010), que con casi 2000 aislados testados, sitla la prevalencia
de SARM en Esparfia en un 25.3%, confirmando el estancamiento (26% en el afio 2009,
y 27% en el afio 2008), y situandose lejos de los porcentajes de SARM mostrados por

paises proximos como lItalia o Grecia, con un 36.5 y 39.2% respectivamente.

50 -
45 -
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35 -
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25 A
20 -
15 -

1986 1991 1994 1996 2002 2006

—— Oxacilina

Figura 60. Evolucion de la prevalencia de SARM (porcentaje de SARM con respecto a S.aureus
total) en Espafia desde 1986 hasta 2006 (Cercenado y col., 2010).

Sin embargo, estos ratios contrastan con las bajas tasas de SARM observadas en

la mayoria de los paises del norte de Europa (Dinamarca, 1.5%, Noruega, 0.6% o

Suecia, 0.5%). Probablemente, esto significa que existe un gran margen para la
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reduccion de las tasas de SARM en los hospitales espafioles, incluidos los extremerios, y
que hay que seguir haciendo esfuerzos en el control de la infeccion por SARM.

Por tanto, con un 20.1% de prevalencia de SARM en Extremadura, esta region
se sitla por debajo del ratio atribuido a toda Espafia, ya sea el 29.2% dado en el 2006
por el Grupo Espariol para el Estudio de Estafilococos, o el 25.3% dado por EARS en el
2010. De las 8 AAM en las que se divide Extremadura, cuatro de ellas se sitdan por
encima del ratio medio regional: son las areas de Navalmoral de la Mata, Badajoz, Coria
y Don Benito-Villanueva. Esta Gltima es la que presenta una mayor prevalencia, con un
35%, muy por encima del porcentaje del area de Coria, que con un 26% es la segunda
con mayor prevalencia. Por debajo del 20.1% para toda Extremadura, se encuentran las
areas de Caceres, Llerena, Mérida y Plasencia, siendo esta ultima la que ostenta el
menor ratio, con solo el 11%.

Cuando nos centramos en las diferentes incidencias que SARM muestra en las
AAM, observamos unas tendencias diferentes a las encontradas en las prevalencias. Asi,
las areas de Céceres y Llerena, que mostraban una prevalencia relativamente baja,
muestran una incidencia, relativa al resto de AAM, bastante elevada, de 3.7 y 3.6
SARM/10.000 habitantes, respectivamente. Algo similar ocurre en el area de Plasencia,
donde obteniendo una prevalencia solo del 11%, encontramos una incidencia de 2.4
SARM/10.000 habitantes, aunque sin llegar a ser ésta de las mas altas. La situacion que
se da en estas areas, es que, respecto a su poblacion, se aisla una gran cantidad de
Staphylococcus aureus, entre ello, una gran cantidad de SARM, sin embargo la
proporcién de éste Gltimo con respecto al nimero total de Staphylococcus aureus es
baja. Al contrario ocurre en las areas de Badajoz y Navalmoral, donde tenemos
prevalencias relativamente altas, pero incidencias relativamente bajas (del 1.7 y 1.6
SARM/10.000 habitantes). La situacion que se da en estas areas, es que se aisla una baja
cantidad de Staphylococcus aureus, entre ello, una pequefia cantidad de SARM, sin
embargo la proporcidn de éste ultimo resulta importante con respecto al nimero total de
Staphylococcus aureus. Las areas de Mérida, Coria y Don Benito-Villanueva, presentas
valores de prevalencia e incidencias acordes, siendo la situacion de esta ultima la mas
preocupante, con la incidencia situada en el valor més alto obtenido (3.7 SARM/10.000
habitantes) y la prevalencia mas elevada de todas las areas, con un 35%.

El aislamiento de SARM en los diferentes meses del afo, resulta en todas las
AAM, sin excepcion, bastante dispar. De esto concluimos que la aparicion de SARM no

sigue un ritmo homogeéneo, por el contrario es de caracter erratico e intermitente. A ello
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se asocia la naturaleza epidémica que con frecuencia adquieren las infecciones por este
patdgeno, lo que implica importantes variaciones temporales en su prevalencia.

Las caracteristicas demograficas de la infeccion por SARM en Extremadura,
indican que mas del 75% de las infecciones tienen lugar en pacientes con edad superior
a 65 afos, mientras que solo el 3.4% de las infecciones por SARM se dan en pacientes
con edad inferior a 18 afios. Estos datos ponen en relevancia la importancia de la
concurrencia en el paciente de enfermedades de base y deméas factores de riesgo
relacionados con la adquisicion de SARM, elementos que de manera clara presentan
mayor incidencia en personas de edad avanzada. La incidencia de la infeccion en el
varén resulta un 13% superior a la de la mujer, aunque sin llegar a ser significativa.

El tipo de muestra de la que procede el aislado SARM, nos da una idea de la
patologia asociada. Asi, siendo el exudado el tipo de muestra claramente predominante
en nuestro estudio (44% de los casos), podemos deducir que las infecciones de piel y
partes blandas son las de mayor ocurrencia (infecciones de herida quirargica, Ulceras
cuténeas, implantes o prétesis...), siendo por otra parte muy comunes en los cuadros de
patologia nosocomial. Es importante destacar que el SARM aislado de muestra
respiratoria (esputos, broncoaspirados, aspirados traqueales...) y causa de un cuadro
clinico grave, como es la infeccidn respiratoria por SARM, representa hasta el 21%,
situandose como el segundo tipo de muestra més frecuente. EI SARM aislado de
hemocultivo, y causa del otro cuadro clinico grave, la bacteriemia, representa poco mas
del 9% de los aislados. Estas proporciones resultan similares a los presentados en el
ultimo estudio multicéntrico publicado por el Grupo Espafiol para el Estudio de los
Estafilococos (Cuevas y col., 2008), donde igualmente el tipo de muestra mas comun
eran los exudados, aunque con un porcentaje mas alto, el 52%, a costa de un menor
porcentaje para las muestras del tracto respiratorio, que con un 13%, es el segundo tipo
de muestra mas frecuente, pero inferior al obtenido en nuestro estudio. La proporcion de
hemocultivos resulta idéntica (8%), y no se hizo referencia a la ocurrencia de
urocultivos positivos por SARM, que en nuestro trabajo resulta el tercer tipo de muestra
mas frecuente con casi el 12%.

Las frecuencias de los halos de inhibicion que muestran nuestros aislados SARM
en antibiograma disco-placa de cefoxitina, se representan en un histograma que presenta
dos importantes diferencias con respecto a Ultimo dado por EUCAST, del afio 2012
(http://mic.eucast.org/Eucast2/regShow.jsp?1d=27088): a) el porcentaje de aislados que

no muestran ni siquiera halo de inhibicion (se les asigna el diametro de 6 y 7 mm, en el
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estudio de EUCAST y en el nuestro, respectivamente) es mucho mayor en la
distribucion de EUCAST, con un 39.6%, que en nuestro estudio, con un 4.5%. b) el
centro de gravedad de la distribucion en el estudio de EUCAST se encuentra entre los
11 y 14 mm, intervalo en el que se encuentra el 30% de los casos, siendo la moda de la
distribucion (exceptuado los 6 mm), 13 mm; en nuestra distribucion el centro de
gravedad es mas alto, situandose entre los 15 y 17 mm (36% de los aislados), siendo la
moda los 17 mm.

Al comparar los datos publicados en estudios multicentricos realizados desde
1994 en Espafa (Cuevas y col., 2008; Picazo y col., 2011a), que analizan la resistencia
a distintos antimicrobianos de las cepas SARM, con los ratios de resistencia obtenidos
en nuestro estudio, comprobamos que estos se muestran muy similares para los
antimicrobianos que mas efectividad han perdido frente a SARM: Tobramicina (79%),
Quinolonas (representadas en nuestro estudio por Levofloxacino, con tasas de
resistencia inferiores a las que muestra Ciprofloxacino, pero igualmente elevadas con el
73% de los casos) y Eritromicina (64%). Asi, el patron de multirresistencia (resistencia
a 3 0 mas antibidticos) mas frecuente que obtenemos, es el que incluye a Tobramicina,
Levofloxacino, y Eritromicina, representando el 44% de las muestras (136 aislados);
seguido del patron que incluye Tobramicina, Eritromicina y Clindamicina, con el 20%
de los casos (63 aislados). Segun los estudios multicéntricos a los que antes haciamos
referencia, se ha producido a los largo de los Gltimos afios una recuperacion de la
efectividad de Clindamicina sobre SARM, que en Espafia ha pasado de un 100% de
resistencia en 1994 a un 15% en 2010. Nuestro estudio confirma este fendmeno también
en Extremadura, donde el ratio de resistencia, sin llegar a ser tan bajo como para
Espafia, si resulta significativo con solo 27% de los aislados. Un caso similar es el de la
Rifampicina, que mostraba porcentajes de resistencia en Espafa del 36% en 1994, para
ir descendiendo progresivamente hasta el 2.2% en 2006 6 el 6.4% en 2010. Con nuestro
estudio, se confirma la instauracion del bajo ratio de resistencia a Rifampicina en
Extremadura, con solo el 1% de los aislados. También, de manera similar, los ratios de
resistencia a Gentamicina han ido descendiendo, pasando de un 92.7% en 1994 al 20%
en 2006. El descenso se ve agudizado en nuestro estudio, quedando en Extremadura
solo un 5% de resistencia (Tabla 56).

No hemos incluido en nuestro estudio el ensayo de sensibilidad para
cloranfenicol, antibidtico que se muestra muy efectivo en la lucha frente a SARM. Por

el contrario, aportamos informacion acerca de tres antibidticos que muestran tasas de
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resistencia practicamente anecddticas, como Ac. Fusidico y Nitrofurantoina, o

indetectables, como en el caso de Quinupristina-Dalfopristina o Trimetoprim-

Sulfametoxazol. También Fosfomicina resulta una buena opcién terapéutica frente a
SARM, con solo un 10% de resistencia (Tabla 56).

Porcentaje de resistencia

or ainos (CMIgy mg/l)

Cuevas y col., 2008 Picazo y col., 2011a 2010
Antimicrobiano 1994 1996 2002 | 2006 2008 2010 | (Extremadura)
(n=41) (n=46) (n=134) (n=135) (n=201) (n=187) (n=309)
Eritromicina 100 (>128) | 82,6 (>4) | 67,9 (>4) | 66,7 (>4) | 70,6 (>4) | 55,6 (>4) 63,8 (8)
Clindamicina 100 (>128) | 82,6 (>2) | 51,5(>2) | 39,3(>2) | 29,4 (>2) | 15(>2) 26,5 (>8)
Gentamicina (>912278) 81,8 (>8) | 42,5 (>8) | 20,0 (>8) ND ND 5,2 (>0,5)
Tobramicina ND ND ND 72,6 (>8) ND ND 79,3 (>16)
Rifampicina 35,6 (128) | 348(>2) | 52(=1) | 22(=1) | 15(=1) | 64 (1) 1,0 (>0,5)
SXT (Cotrimoxazal) 0(0,5) 6,6(<2) | 52(s1) | 22(=1) ND ND 0(10)
Cloranfenicol 2,5(8) 4,4 (8) 6,0(8) | 81(8) ND ND ND
Ciprofloxacino 100 (64) | 95,7 (>2) |93,3(>2) | 93,3(>2) | 92,5(>2) | 96,3 (>2) ND
Levofloxacino ND ND ND ND ND ND 72,5 (8)
Mupirocina ND ND (151‘29) (1295‘2) ND ND 7,4 (2)
ao ND ND 0(0,12) | 0(=1) 2,5 (1) 0,5 (1) 0(1)
Fosfomicina ND ND ND ND ND ND 9,7 (32)
Nitrofurantaina ND ND ND ND ND ND 0,6 (16)
Ac. Fusidico ND ND ND ND ND ND 0,6 (0,5)

Tabla 56. Evolucion en Espafia de la resistencia de SARM a antimicrobianos de 1994 a 2010 (Cuevas y

col., 2008; Picazo y col., 2010) y comparacion con los resultados de nuestro estudio en Extremadura en

2010. ND: no disponible. QD: Quinupristina/Dalfopristina. SXT: Trimetoprim/Sulfametoxazol. n: n° de

aislados incluidos en el estudio.

La multirresistencia mostrada por las cepas SARM, ha limitado en el tiempo las

opciones terapéuticas para el tratamiento de las infecciones causadas por este patdgeno,

lo que obligd en la década de los noventa, a buscar nuevas opciones terapéuticas. Entre

ellas se encuentran Daptomicina y Tigeciclina, antibidticos de los cuales hasta la fecha,

no se han descrito casos de aislados SARM resistentes en Espafia (Picazo y col., 2011a;

Garcia-Rodriguez y col., 2009). Asi, como se esperaba, la tasa de resistencia en nuestro

estudio para Daptomicina y Tigeciclina es nula. Sobre Linezolid, otro antimicrobiano

que aparecid como nueva estrategia antimicrobiana frente a SARM, existe una

preocupacion creciente por el incremento de cepas SARM resistentes a Linezolid. Estas

se han descrito en Estados Unidos (Tsiodras y col., 2001), en Europa (Hentschke y col.,
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2008), y recientemente en Espafia (Cuevas y col., 2008; Sanchez-Garcia y col., 2010).
La recombinacion homologa entre cepas con genes mutantes y cepas salvajes bajo la
presion selectiva del Linezolid, junto a un uso cada vez mas habitual de este
antimicrobiano (sobre todo en terapias a largo plazo por sus ventajas farmacocinéticas y
especialmente por su disponibilidad de administracion por via oral) provocan una
situacion favorable a que la resistencia a Linezolid pueda extenderse, incluyendo a
SARM. Por ello, aunque en nuestro estudio y por lo tanto en nuestra region, no hemos
hallado aislado alguno de SARM resistente a Linezolid, entendemos que es necesario
estar alerta, sobre todo ante la insistencia de publicaciones que hacen referencia a la
descripcion en Espafia de cocos gram postivos, como Staphylococcus aureus (sensible a
meticilina) (Quiles-Melero y col., 2012), Enterococcus (Gomez-Gil y col., 2009) o cepas
de Estafilococos coagulasa negativos (Fajardo y col., 2012) (éstas en Extremadura),
resistentes a Linezolid.

Otra de las consecuencias de la multirresistencia antibiética de las cepas SARM,
ha sido el incremento en el consumo de glucopéptidos, lo que ha traido como
consecuencia la aparicion de cepas con sensibilidad disminuida a vancomicina (CMI 1-
2 pg/ml). El porcentaje de estas cepas obtenido en nuestro estudio es del 42.4%,
resultado preocupante, pues sostiene que cerca de la mitad de las cepas SARM
productoras de infeccion en Extremadura son susceptibles de asociarse a fracaso
terapéutico al tratarse con vancomicina. De ellas, solo 8 cepas (6%) presentan una CMI
de 2 pug/ml, similar porcentaje (4.4%, de 135 aislados) que el observado en Espafia en el
estudio multicéntrico de 2006 (Cuevas y col., 2008). El resto presentan una CMI de 1.5
pg/ml. En cualquier caso, ante estos resultados, es necesario alertar a los responsables
clinicos de la region sobre la importancia del valor de CMI para vancomicina en
SARM. Si éste presenta una CMI > 1 ug/ml, se debe desestimar el tratamiento
antibacteriano con vancomicina, tanto por el fracaso terapéutico que puede acarrear,
como para evitar potenciar la reduccién de la susceptibilidad del patdégeno a este
antibiotico. Por el contrario, no hemos encontrado en nuestro estudio ninguna cepa
VRSA (> 16 pg/ml) o VISA (CMI > 4 pg/ml), coincidiendo con lo descrito hasta ahora
para el resto del pais. Pero igualmente debemos permanecer alerta, pues en Europa se
han descrito cepas SARM con resistencia intermedia, en Francia (Ploy y col., 1998),
Alemania (Bierbaum y col., 1999), Reino Unido (Howe y col., 1998) y Polonia
(Krzyszton y col., 2002). Tampoco se han obtenido cepas h-VISA en el conjunto de

aislados SARM procedentes de hemocultivo. En wuna revision de estudios
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epidemioldgicos acerca de la prevalencia de h-VISA en cepas SARM llevada a cabo por
Liu y col. (2003), se indican ratios entre 0-8%. Concretamente, tres estudios con un
tamario de muestra entre 30 y 300 cepas, reportan, como es nuestro caso, la ausencia de
cepas h-VISA (Franchi y col., 1999; Schmitz y col., 1999; Wootton y col., 2001). El
estudio con mayor tamafio de muestra realizado hasta la fecha, con casi 3400 cepas
SARM, reporta un ratio de h-VISA del 1.75% (Kim y col., 2000). Mas recientemente se
ha reportado una tasa del 5.8% de cepas h-VISA entre 187 SARM causantes de
bacteremia coleccionados entre 41 hospitales esparioles, entre los que se encuentran tres
extremefios, aunque no se detalla a que hospitales pertenecen las cepas descritas como
h-VISA (Picazo y col.,, 2011b). Asi pues, con la precauciéon que exige el
desconocimiento de este ultimo dato y el limitado nimero de cepas de nuestro estudio,
podemos concluir que es evidente que el fendmeno h-VISA en nuestra region es
inexistente, o en el peor de los casos seria muy incipiente, por debajo incluso de ratio
reportado a nivel nacional.

Los resultados del fagotipaje de SARM obtenidos en este estudio, junto a los

referidos por otros trabajos, evidencian tres caracteristicas a destacar:

a) La enorme proporcion de cepas clasificadas como “no tipables”. Nuestro valor
del 56% es muy similar al obtenido por Vindel y col. (2006) en su estudio
multicéntrico a nivel nacional, o igual al obtenido por Kareiviene y col. (2006).
De esto podemos concluir que se trata de una técnica con un discreto poder de
discriminacion, que solo debemos utilizar como método screening inicial o
como primera aproximacién, para cualquier estudio de vigilancia
epidemioldgica.

b) Obtenemos como fagogrupo predominante el ndmero Il (23%), hecho que
correlaciona con el ultimo estudio nacional multicénctrico, donde representaba
el 20% (Vindel y col., 2006), y que se repite en otros estudios similares
realizados en Europa (Cristino y col., 1999; Wisniewska y col., 2012). Un
estudio multicéntrico sobre susceptibilidad antibidtica de Staphylococcus aureus
realizado en Israel, reporta que el 96% de los aislados sensibles a los fagos del
grupo Il eran SARM (Samra'y col., 2001).

c) Ausencia de lisis por fagos del grupo Il. Estudios de vigilancia epidemioldgica,
que incluian aislados tanto SASM como SARM, determinan que el fago grupo Il
resulta exclusivo de las cepas sensibles a meticilina (Cristino y col., 1999;

Kareiviene y col., 2006).
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Comparando los resultados de genotipaje SARM que obtenemos por la técnica
de referencia, PFGE, con los reportados por el dltimo estudio multicéntrico realizado en
Espafia (Vindel y col., 2009), observamos que se identifica un menor ndmero de
patrones diferentes (27 vs. 36), de los cuales, casi la mitad (13 pulsotipos) son perfiles
esporadicos representados por un unico aislado, ratio algo menor que el obtenido por el
grupo de Vindel y col., donde de los 36 pulsotipos, 23 eran perfiles esporadicos. El
resultado que si comparten ambos estudios, es el claro predominio de los pulsotipos E7
y E8 dentro de la poblacion SARM: 62% en Extremadura, 52% en el estudio
multicéntrico nacional (Vindel y col. 2009). Dentro de los subtipos de estos pulsotipos,
también de manera clara, obtenemos que el perfil E8a es el mayoritario en Extremadura
con el 25% de los aislados. Resaltar la presencia de tres pulsotipos, con unos perfiles de
bandas no definidos hasta la fecha, que en conjunto representan el 7% de los aislados, y
que se han denominado Esporadico 1 (3 aislados), Esporadico 2 y Esporadico 3 (con 2
aislados cada uno). Ademas, debemos destacar la importante progresion que a juzgar
por estudios previos y nuestros propio resultados, esta teniendo el genotipo E20, que fue
descrito en Espafia por primera vez en cepas SARM del afio 2006, con un 1.7% de los
aislados (Vindel y col., 2009) y en nuestro estudio aparece como sexto pulsotipo mas
frecuente, con el 4% de las cepas. En concordancia con lo descrito hasta la fecha, no
hay rastro en Extremadura del pulsotipo E1 o clon Ibérico, y que fuera predominante en
la poblacion SARM de Espafia a principios de la década de los 90, pero cuya incidencia
fue cayendo répidamente hasta no encontrarse representado en el udltimo estudio
multicéntrico nacional de 2006 (Vindel y col. 2009).

Si nos centramos en los resultados de spa-typing, se observa un importante
menor numero de tipos de SARM (17 spa-tipos), que el obtenido por Vindel y col. para
toda Espafia (32 spa-tipos). En este ultimo se obtuvieron hasta 21 tipos representados
por un Unico aislado, mientras que en nuestro estudio esto solo ocurre con 9 tipos. Sin
embargo, ambos coincidimos en que el tipo predominante es el t067 (47% vs. 49%),
seguido del t002 (22% vs. 15%). La elevada frecuencia del t067 en Extremadura y en
Espafia, contrasta con la relativa baja frecuencia de este spa-tipo en otros paises
Europeos (Suiza, Dinamarca, Finlandia, Alemania u Holanda) (http://spa.ridom.de)
(Fariay col., 2005; Fenner y col., 2008; Vainio y col., 2008; Nulens y col., 2009). Caso
similar es el de t002, que encontrandose en una tasa global mundial de 5.79%, en
Espafia se encuentra en valores de 14.8% (Vindel y col., 2009), y en Extremadura méas

altos todavia, con el 22%. La elevada frecuencia del t067 y t002 en los hospitales de
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nuestro medio, junto al hecho de tratarse de spa-tipos que engloban diferentes
pulsotipos mayoritarios, limita la utilidad del spa typing a investigaciones
epidemioldgicas locales, siendo necesario recurrir a PFGE para conseguir una optima
diferenciacion de los clones SARM predominantes. A esto se suma la obtencién en
nuestro estudio de un spa-tipo relativamente frecuente en nuestra poblacion SARM, sin
embargo no descrito en los estudios multicéntricos de Espafa. Es el t1399 que con el
8% de los aislados se sitla como el tipo mas frecuente en Extremadura después de t067
y t002. De hecho, da nombre a la segunda agrupacion clonal BURP maés frecuente (el
CC1399, con el 11% de los aislados), despues del CC067, que como en el estudio
multicéntrico de Esparfia, es el grupo clonal predominante con el 72% de los casos.
También coincidimos en que los genotipos ST125, descritos por MLST, contindan
siendo los responsables de la mayor parte de las infecciones por SARM, siendo este
porcentaje para Extremadura méas elevada incluso que en Espafia (72% vs. 59%,
respectivamente) (Vindel y col., 2009), aunque este genotipo no sea el predominante en
el resto de Europa, siendo superado por clones como ST228, ST45 o ST80, segun el
area geografica (Perez-Roth y col., 2004; Fossum y col., 2006; Krziwanek y col., 2008).
Algunos autores relacionan a ST125 con la propagacion de las cepas SARM sensibles a
gentamicina (Blanc y col; 2001), por lo que el menor porcentaje de resistencia obtenido
en Extremadura (5%) con respecto al obtenido por Vindel y col. (2009) (20%), podria
estar asociado directamente con la mayor prevalencia de ST125 encontrada en nuestro
medio.

En la descripcion de los tipos SCCmec, llama la atencidn que la mayor parte de
los representantes de cada uno de los pulsotipos pertenezcan al subtipo IVc (21 de los
27 pulsotipos), cuando a nivel nacional es el 1Va el cassette claramente mayoritario con
el 70% de los aislados (Vindel y col., 2009). En cualquier caso, este dato debe ser
analizado con precaucionm, pues nosotros solo hemos descrito el SCCmec de un
representante de cada pulsotipo, y no de toda la muestra de SARM como si hizo el
grupo de Vindel y col. (2009).

El sistema ideal de genotipaje para la caracterizacion de SARM deberia ser un
método facil y rapido de realizar, con suficiente poder de discriminacion, elevada
reproducibilidad, y todo ello por supuesto, a un bajo coste. Ademas, seria positivo que
los resultados obtenidos por este método, en diferentes hospitales o laboratorios de
referencia, fueran comparables. EI método de referencia actualmente para el genotipaje

de SARM, el PFGE, no cumple con todas estas cualidades, pues aunque cuenta con el
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mayor poder discriminacion, resulta lenta, laboriosa, y con dificultades para comparar
los resultados obtenidos por centros distintos. Sin embargo, la tecnologia de genotipaje
basada en el sistema rep-PCR (rep-PCR/Diversilab), es descrita en la bibliografia como
una técnica facil y rapida, y con suficiente poder de discriminacion y buena
reproducibilidad, con especies microbianas de interés nosocomial, como S. marcescens,
A. baumanni o P. aeruginosa. Asi en este estudio, evaluamos si las virtudes del sistema
rep-PCR/Diversilab, ya mostradas para otros microorganismos, pudieran hacerse
extensibles a SARM. Para ello, las mismas 100 cepas SARM (escogidas por muestreo
aleatorio simple no estratificado de la poblacion anual de SARM aislada en
Extremadura en el afio 2010), genotipadas por PFGE y spa typing, son analizadas
también por rep-PCR/Diversilab.

Al acometer la concordancia entre los diferentes métodos ensayados, valorada
cuantitativamente mediante el calculo del indice de Rand (IR), realizamos la siguiente
reflexion: si el método CC-BURP es una agrupacién clonal de spa-tipos que se
muestran similares, el valor IR obtenido entre spa typing y CC-BURP (0.486), debemos
tomarlo como indicador de buena concordancia. Por idéntico motivo, el indice de
Wallace (IW) de spa typing con respecto a CC-BURP es el valor méximo (1.000). Una
vez realizada la aclaracion, decir que se observa una discreta concordancia entre el
método rep-PCR/Diversilab y la agrupacion CC-BURP. Solo el 51% de los aislados
SARM pertenecientes al grupo clonal mayoritario, CC067, son clasificados en el Grupo
1 de Diversilab, el 18% en el Grupo 2, y el resto se encuentra representado en hasta 5
Patrones Diversilab diferentes. Por el contrario, si se observa una concordancia perfecta
entre el CC3 y el Grupo 3 de Diversilab, al igual que encontramos que todos los
aislados t008 son clasificados como Grupo 4 por Diversilab. Estos dos casos de
concordancia representan un escaso porcentaje de aislados genotipados, de ahi que el
valor de indice de Rand (determinacion cuantitativa de concordancia), entre los métodos
spa-typing y Diversilab sea solo de 0.321. Aunque este valor quede lejos del 0.48
marcado por BURP y spa typing, resulta el mas alto de los obtenidos en el estudio dos a
dos de la concordancia entre PFGE, Diversilab y spa typing. Aun asi, el valor discreto
de IR entre Diversilab y spa typing, se ve apoyado por un valor de IW de 0.435, que
denota que la capacidad de predecir los resultados del spa typing con los obtenidos por
la tecnologia Diversilab es bastante limitada.

Al evaluar la concordancia entre Diversilab y la técnica de referencia para la

tipificacion de SARM, PFGE, encontramos que ésta es incluso inferior a la observada
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entre Diversilab y spa typing. Ninguno de los tres pulsotipos predominantes, E8a, E7b y
E7a, se encuentran asociados a ningun Patron Diversilab, ni siquiera en un 60% de los
aislados. El patron de Diversilab al que mas asociado se encuentra E8a es el 16, pero
este solo contiene 11 de los 25 aislados E8a descritos. El resto son clasificados hasta en
7 patrones diferentes (P1, P2, P6, P8, P15, P16 y P17). La mayor parte de los aislados
E7b son clasificados en el P1 por Diversilab (10 de 17 aislados), sin embargo, un grupo
de 5 aislados son genotipados como P5 (que ni siquiera pertenece al Grupo 1) y otros
dos son clasificados como P8. La prueba mas clara de esta falta de concordancia es que
dentro del Patron Diversilab predominante, el P1 (38 aislados), existen aislados
pertenecientes a 10 pulsotipos diferentes. Si evaluamos los pulsotipos representados por
mas de dos aislados (9 pulsotipos), vemos que solo existe un patrén Diversilab que
contenga todos los aislados de uno de ellos (los tres aislados tipados como Esporadico
1, son clasificados como P9 por Diversilab); el resto de estos pulsotipos tienen
repartidos por varios patrones Diversilab a sus aislados. Esta clara falta de concordancia
se ve ratificada con un IR entre Diversilab y PFGE Gnicamente de 0.151, coincidiendo
asi con los hallazgos de Babouee y col. (2011) (IR = 0.083) y Witt y col. (2009), que
describian (en el ultimo caso solo cualitativamente) una discordancia entre los
resultados obtenidos por ambos métodos. En estudio recientes (Tenover y col., 2009;
Churchy col., 2011) se sefialaba a Diversilab como un buen método de screening inicial
en un brote de SARM o incluso en estudios epidemiologicos reducidos. Sin embargo,
ante la concurrencia en el mismo Patron Diversilab de aislados pertenecientes a los
pulsotipos predominantes E8a, E7b y E7a (ejemplo: en el P1 encontramos numerosos
aislados de cada uno de estos tres pulsotipos mayoritarios, o el P8 estd formado por dos
aislados de E7b y otros dos de E8a), nuestro grupo desaconseja utilizar en nuestro
medio este sistema para el tipaje molecular de SARM, incluso para el screening inicial
de un brote hospitalario.

A pesar de la clara discordancia que existe entre los resultados obtenidos por
PFGE y Diversilab, ambos muestran un poder de discriminacion similar. Si observamos
los valores de IS de los métodos ensayados, PFGE obtiene el mayor (0.887), con lo que
sigue siendo la técnica mas discriminatoria. Sin embargo, sobre Diversilab, con un IS de
0.819, cercano al de PFGE y superior al de spa typing (0.726), podemos decir que sin
llegar a ser tan buena como la del método de referencia, presenta una capacidad
discriminatoria notable. Estos resultados se asemejan a los aportados por Witt y col.
(2009), con un IS de 0.905 para PFGE y de 0.860 para Diversilab. De hecho, ante la no
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disponibilidad de PFGE, y ante los resultados de nuestro estudio, recomendariamos
utilizar Diversilab para el genotipaje de SARM, por delante de spa typing, no solo por
demostrar mayor poder discriminativo, sino porque a juzgar por los valores de IR e IW
obtenidos, Diversilab presenta mayor concordancia y mayor poder predictivo de los
tipos por PFGE, que la técnica spa typing. En esta reflexion discrepamos con dos
trabajos publicados previamente, que reportan un poder de discriminacion casi idéntico
para spa typing y PFGE (Cookson y col. 2007; Babouee y col. 2011), y que incluso
concluyen que cepas SARM que comparten el mismo patron Diversilab y PFGE,
podrian ser distinguidos por spa typing (Church y col., 2011).

Un ejemplo claro de que PFGE es la técnica mas discriminativa, es el caso del
t008. Sus 4 aislados son clasificados por Diversilab en el mismo Grupo, sin embargo
PFGE los diferencia en tres pulsotipos distintos: Esporadico 3 (2 aislados), Al (1
aislado) y E19 (1 aislado).

Nosotros confirmamos que el genotipaje con Diversilab es rapido vy
relativamente facil de realizar desde un punto de vista técnico, como ya concluian los
estudios previos (Ross y col., 2005; Shutt y col., 2005; Tenover y col., 2009; Witt y col.,
2009). Asi, mientras con PFGE se requieren de 3 a 5 dias para la obtencion de
resultados, Diversilab los proporciona en un unico dia. Gracias a su formato tipo kit
comercial y al apoyo de un software informatico incluido en una pagina web, Diversilab
proporciona resultados estandarizables entre laboratorios, ademas de generar informes
utiles y de clara comprension. Sin embargo, creemos que el primer paso de la técnica, la
extraccion de ADN, es bastante laborioso y largo, y que podria ser sustituido por una
técnica automatica, que aunque debiera ser validada con respecto a la posterior
amplificacion con el kit comercial, aceleraria todavia mas la obtencion de los resultados.
La utilizacion de un solo microlitro de producto amplificado para cargar en el pocillo
del chip, consideramos que es positiva desde el punto de vista del aprovechamiento de
los reactivos de PCR, pero implica ser muy meticuloso a la hora de realizar la carga, de
lo contrario se cae en errores de pipeteo que incrementan los tiempos y costes. Ademas
entendemos que la falta actualmente de una nomenclatura universal con respecto a los
clones SARM definidos (como ocurre con PFGE y spa typing) que facilite la
comprension de resultados interlaboratorios, es el gran inconveniente del sistema
Diversilab. Asi, creemos que los laboratorios que en el futuro opten por este método
para genotipar SARM, deberian consensuar una nomenclatura estandar para los clones

mayoritarios.
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En un estudio reciente (Church y col., 2011) donde se comparan los costes,
velocidad y pericia técnica necesaria por el usuario, entre spa typing y Diversilab en el
tipaje de SARM, se concluye que los costes anuales de ambos métodos son muy
similares, aunque los requerimientos técnicos de spa typing son menores que los de
Diversilab, hecho que suscribimos en este estudio.

En conclusion, con respecto al sistema rep-PCR/Diversilab para el tipaje
molecular de SARM, diremos que es un método répido y facil técnicamente, pero a la
vista de nuestro estudio, sus resultados no concuerdan con los de PFGE en relacion a los
clones SARM mayoritarios en Extremadura y Espafia, clasificando en el mismo Patrén
Diversilab a aislados pertenecientes a distintos pulsotipos predominantes en nuestra
poblacion SARM, a pesar de demostrar un respetable poder de discriminacién. Por ello,
se decidio llevar a cabo los estudios de variabilidad genética de SARM con respecto a
las diferentes caracteristicas recogidas (resistencia antibiotica, época del afio, tipo de
muestra biol6gica, entorno de aislamiento, AAM, etc.), con la distribucion vy
clasificacion genotipica obtenida mediante PFGE.

Los resultados en relacion a la variabilidad genética de SARM entre las
diferentes areas AAM, denotan claramente una distribucion enormemente heterogénea
de este microorganismo en la region de Extremadura. De ahi, que no se haya
conseguido asociar, de manera estadisticamente significativa, ningun pulsotipo a un
AAM concreto. Ni siquiera en las comparaciones por pares con respecto a un
determinado pulsotipo mayoritario entre dos AAM, encontramos ninguna diferencia
estadisticamente significativa. Solo desde un punto de vista descriptivo, podemos
comentar que el pulsotipo mas abundante en Extremadura, E8a, es el predominante en
las dos AAM que mayor poblacion atienden (mayor cantidad de aislados SARM
aportados al estudio), Céceres y Badajoz, ademas de en AAM de Don Benito-
Villanueva. Llama la atencidn, la situacion epidemiolégica de las AAM de Llerena y
Mérida. Geograficamente se encuentran rodeadas por las AAM donde el E8a es
claramente el clon dominante, sin embargo en Mérida éste solo representa un 10% de
los aislados (a mucha distancia del E7a, que representa el 40%), y en Llerena ni siquiera
se ha descrito su presencia. Esto es mas chocante cuando existe un flujo constante de
pacientes desde los centros hospitalarios de estas AAM con su hospital de referencia en
Badajoz (Hospital Infanta Cristina) y viceversa. En Llerena predominan los pulsotipos
minoritarios, al igual que en el AAM de Navalmoral de la Mata, aunque ambas areas se

encuentran geograficamente en polos opuestos, por lo que el flujo de pacientes
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hospitalizados entre ambas areas no parece la razén de dicha similitud. Los otros dos
pulsotipos mayoritarios, el E7b y E8b, tienen cada uno también su area donde son
predominantes: Plasencia y Coria, respectivamente. Aclarar que los resultados
epidemioldgicos en las areas de Coria y Navalmoral de la Mata sobre su pulsotipo
SARM predominante, deben ser interpretados con prudencia, pues cuentan con un
tamafo de muestra pequefio (3 y 4 aislados respectivamente). El hecho de que existan 5
situaciones distintas de predominancia de un pulsotipo SARM en 8 AAM diferentes,
indica, no solo la gran heterogeneidad con la que SARM se distribuye en Extremadura,
sino que ademas refleja que los centros hospitalarios de cada AAM son mas estancos de
lo que en principio puedan parecer, dificultando asi la difusion hacia otras areas del
pulsotipo que en esa zona sea el predomiante. La excepcion a esto serian las areas de
Céceres, Badajoz y Don Benito-Villanueva, entre las que el pulsotipo E8a difunde
abiertamente. Hasta la fecha no ha sido publicado ningin estudio acerca de la
variabilidad clonal de SARM en alguna comarca, provincia 0 Comunidad Auténoma
espafiola.

Otro objetivo de nuestro estudio fue comprobar si existian resistencias
antibidticas que pudieran asociarse especificamente a uno o0 varios genotipos
determinados, objetivo que no hemos encontrado reflejado en ningun trabajo publicado
hasta la fecha. Una vez analizados los resultados estadisticos, no encontramos
diferencias significativas entre los ratios de resistencia mostrados por los diferentes
genotipos, para ninguno de los antibidticos no especificos para SARM (utilizando el
método estadistico FDR). Sin embargo, con los valores obtenidos por Exacto de Fisher
(método menos ajustado que el anterior) podemos determinar que los genotipos E8a y
E10 se inclinan hacia ratios de resistencia mayores para Levofloxacino en comparacion
a los mostrados por otros pulsotipos mayoritarios. De manera analoga ocurre para el
pulsotipo E20 con Mupirocina. Para Gentamicina, Tobramicina, Eritromicina,
Clindamicina, Fosfomicina, Ac. Fusidico y Rifampicina, no podriamos en ningun caso
aventurar la sensibilidad de SARM a estos antibioticos en funcion del genotipo. En
relacion a los antibidticos especificos para SARM, si bien ninguno de los cuatro
(Vancomicina, Tigeciclina, Daptomicina y Linezolid) presentan resistencias, desde el
punto de vista de la vigilancia de la susceptibilidad antimicrobiana (aumento de las
CMIs) y en extension, desde un punto de vista terapéutico, consideramos que puede
resultar provechoso conocer posibles asociaciones entre un genotipo especifico y una

CMI elevada o una sensibilidad reducida a alguno de estos antibidticos, utilizados
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habitualmente en el tratamiento de infecciones hospitalarias (causantes de brotes) o
comunitarias graves causadas por SARM. Asi, con excepcién de Daptomicina, para los
otros tres, Vancomicina, Tigeciclina y Linezolid, encontramos diferencias significativas
entre el valor medio de CMI obtenido en los diferentes genotipos mayoritarios. Se
obtuvo que el genotipo E7b, predominante en el AAM de Plasencia, presenta una CMI
significativamente elevada para Tigeciclina; que E8b, mayoritario en el AAM de Coria,
presenta una CMI significativamente elevada para Vancomicina; o que E20, presenta
una CMI significativamente baja para Linezolid. Sefialar que ningun genotipo
mayoritario presenta una CMI para ninguno de los antibioticos especificos para SARM,
significativamente mas elevada con respecto a todos y cada uno de los otros genotipos
mayoritarios, por lo que consideramos que la informacion obtenida no es suficiente para
instaurar prioridades en la antibioterapia frente a SARM en un determinado hospital o
AAM, mas alla de la indicacion terapéeutica atribuida a cada antibidtico segun el cuadro
clinico (vancomicina en bacteremias, linezolid en neumonias, tigeciclina en infecciones
de piel y tejidos blandos, o daptomicina en bacteriemias y endocarditis). Sin embargo,
conocer que los aislados de un determinado pulsotipo tienden a mostrar CMIs mas altas
hacia uno de estos antibioticos, resulta importante en la vigilancia de la susceptibilidad
antibiotica de SARM para evitar futuras resistencias. En la misma linea se sitda el
razonamiento sobre el hecho de que el genotipo E8b presente un ratio de aislados
SARM con CMIs a Vancomicina superior a 1 ug/ml significativamente elevado. En este
caso, el 100% de los aislados E8b tienen una CMIlyancomicina > 1pg/ml. Si nos basamos
en el hecho de que ésta se asocia a fracaso terapéutico, nosotros no recomendamos el
tratamiento de un brote SARM causado por este pulsotipo, con Vancomicina. Una
misma conclusién podriamos sacar para el pulsotipo E20, también con un 100% de
aislados con CMlIyancomicina > lTpg/ml. Sin embargo el bajo nimero de aislados
descritos (solo 4), hacen que esta caracteristica la consideremos solo como una clara
tendencia, que habria que confirmar con un tamafio de muestra mayor.

Queremos resaltar la presencia en Extremadura de dos genotipos SARM, E17 y
un perfil ESP, que si bien son muy infrecuentes (solo se ha descrito un aislado de cada
uno), destaca la importante multiresistencia antibidtica que muestran. Son resistentes a
Gentamicina, Tobramicina, Levofloxacino, Eritromicina, Clindamicina, Fosfomicina, y
Mupirocina; ademas de presentar sensibilidad disminuida a Vancomicina (CMI = 1.5
pg/ml) y la CMI a Linezolid maxima registrada en la poblacion SARM estudiada (2

ug/ml). Ambos aislados presentan un perfil de bandas por PFGE muy similar, con las
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diferencias minimas como para clasificarlos como pulsotipos diferentes, pero ambos
presentan un perfil de resistencia antibidtica idéntico, y han sido aislados en el mismo
AAM, en Caceres. Posiblemente este aislado ESP proceda de una derivacion
filogenética de E17. Si bien no existen trabajos previos que asocien directamente E17
con multirresistencia, y el nimero de aislados descritos en nuestro estudio es minimo,
sera necesario tenerlo presente ante cualquier brote SARM que se dé en el AAM de
Caceres.

Las diferencias mostradas por los diferentes genotipos SARM mayoritarios en
cuanto al tipo de muestra en el que se aislan, a parte de no resultar significativas, son
muy discretas desde un punto de vista solo descriptivo, por lo que concluimos que no
existe ninguna apetencia especial de ningun genotipo SARM con respecto a algln tejido
u érgano en concreto.

Dejando al margen los clones CO-SARM vy en lo que se refiere a las cepas
productoras de infecciones asociadas al cuidado sanitario, no existe en la bibliografia
ningln trabajo que sefiale una asociacion significativa de un genotipo SARM
determinado, con el ambiente extrahospitalario e intrahospitalario. El anlisis estadistico
de nuestros datos revela que no se observa ningin genotipo SARM en Extremadura,
relacionado significativamente con el entorno extrahospitalario o intrahospitalario, por
lo que no podemos predecir el genotipo causante de un brote, segln este se produzca en
uno u otro ambiente.

La distribucion geogréfica en Extremadura de las bacteriemias causadas por
SARM, demuestra que no existe en ningin AAM una proporcion estadisticamente
significativa de SARM procedente de hemocultivo con respecto al resto de muestras,
mayor con respecto al resto, aunque si se observan algunas tendencias. Asi, podemos
destacar que el AAM de Céaceres es el area que mayor nimero de cepas SARM aisladas
de hemocultivo ha aportado, aungque ese namero representa solo el 12% de todos los
SARM aislados en esa area, porcentaje similar al que se obtiene para el resto de AAM.
En el lado contrario se encuentra el AAM de Meérida, que destaca por el bajo numero de
cepas SARM aisladas de hemocultivos (solo se ha reportado una en todo el afio 2010),
aun siendo la tercera area con mayor poblacion de la region. Ya sorprendio la baja tasa
de incidencia y prevalencia de SARM en este AAM, pero esta situacion es mas
favorable ain ante el bajo ratio, apenas un 3.4%, de SARM aislados de hemocultivo.
Destacar la situacion tan dispar que en cuanto a la proporcion de SARM procedentes de

hemocultivo con respecto al resto de muestras, se da en las dos AAM mas pequefias y
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con menos aislados aportados: Navalmoral de la Mata y Coria. Mientras en esta ultima
no se ha dado ningin caso de bacteriemia por SARM dentro de los 13 aislados
coleccionados, en Navalmoral, que solo ha reportado 9 aislados SARM, tres de ellos
proceden de hemocultivo, siendo asi el AAM donde el porcentaje que representan los
hemocultivos con respecto al resto de muestras es mayor.

Si comparamos los ratios de resistencia a los antibidticos no especificos para
SARM, de los aislados de hemocultivos, con respecto a los obtenidos en el conjunto de
aislados (independientemente del tipo de muestra del que proceden), observamos que
los primeros son siempre algo inferiores en todos los antibioticos. Asi, antibioticos
como Gentamicina, Mupirocina o Fosfomicina, que para el conjunto de aislados ya
mostraban ratios de resistencia muy bajos (7-9%), entre los SARM causantes de
bacteriemia la resistencia es practicamente inexistente (0-3%). Creemos que el hecho de
que en los protocolos terapéuticos se utilicen los antibioticos especificos para SARM
(Daptomicina, Linezolid, Tigeciclina o Vancomicina) para el tratamiento de una
bacteriemia por SARM, reduce el contacto de estos aislados con antibidticos no
especificos, lo que induce menos resistencias a éstos. Por otra parte, para los
antibioticos especificos para SARM, lejos de encontrar resistencias, si observamos un
aumento de la CMI media en el conjunto de aislados SARM procedentes de
hemocultivos, con respecto al conjunto total de aislados (para los casos de Linezolid y
Tigeciclina estas diferencias se confirman estadisticamente significativas, aunque no
para Vancomicina), con excepcion de Daptomicina, donde la CMI media disminuye en
el conjunto de aislados de hemocultivos. En esta linea, se reporta un porcentaje de
aislados con Sensibilidad Reducida a Vancomicina un 9% mas en el conjunto de
aislados procedentes de hemocultivos que en el conjunto total de aislados. Estos
resultados ponen de manifiesto el uso especialmente frecuente en nuestro medio
hospitalario de VVancomicina, Tigeciclina y Linezolid, en el tratamiento de bacteriemias
causadas por SARM. La proporcion de cepas SARM procedentes de hemocultivos con
Sensibilidad Reducida a Vancomicina obtenida en nuestro estudio (51%), aungue
inferior a la ultima reportada en Espafia con un 66% (Rojas y col., 2012), la
consideramos preocupantemente alta. Esto, junto a la obtencion de una CMI media de
Daptomicina inferior en el grupo SARM de hemocultivos con respecto al conjunto total
de aislados, habla a favor de utilizar Daptomicina con preferencia a Vancomicina en una
bacteriemia por SARM en nuestro medio. Esta afirmacion se ve reforzada por el hecho

de que Daptomicina tiene actividad probada en estos cuadros clinicos (Bamberger y
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col., 2007) y es més coste-efectiva que la segunda en el tratamiento de una bacteriemia
por SARM (Rubio-Terrés y col., 2012). Varios trabajos publicados recientemente,
demuestran que una elevada CMI a Vancomicina (aunque todavia sensible) se asocia
con un incremento de la mortalidad en los cuadros de bacteremia (Wi y col., 2012;
Jacob y col., 2012; Soriano y col., 2008). Guias y consensos recientes posicionan a
Daptomicina como la alternativa ideal en estas situaciones, indicando su utilizacion en
la bacteriemia por SARM, con una CMI a Vancomicina > 1 mg/l, asi como en pacientes
donde la disfuncion renal desaconseje la utilizacion de vancomicina. La evidencia de
peor pronostico en la bacteriemia por SARM cuando el tratamiento empirico es
inadecuado, lleva a la recomendacion de Daptomicina como primera eleccion en
pacientes criticos con sospecha de infeccion bacteriémica por grampositivos con
disfuncion renal y/o en hospitales, donde la prevalencia de SARM con CMI a
Vancomicina > 1 mg/l sea elevada (Llinaresy col., 2012).

Aunqgue ya hemos sefialado previamente que los resultados estadisticos no nos
permiten asociar ningun pulsotipo/s especificamente a ningln tipo de muestra (entre
ellas hemocultivos), observamos que las areas con los mayores porcentajes de
aislamientos procedentes de hemocultivos son Plasencia y Navalmoral, areas donde el
perfil genotipico predominante es el grupo de pulsotipos minoritarios. Sin embargo, el
otro AAM donde este grupo de pulsotipos es el predominante es Badajoz, donde el
porcentaje que representan los aislados de hemocultivos con respecto al resto de
muestras es el mas bajo, despues del mostrado por el AAM de Mérida. Asi pues, a la
vista de estos datos, no parece que ningun genotipo SARM esté asociado con una mayor
probabilidad de causar bacteriemia.

La epidemiologia molecular de los SARM aislados en hemocultivos es similar a
la que se obtiene para todo el conjunto de aislados, independientemente del tipo de
muestra del que proceden. Asi el perfil tipico de un SARM causante de bacteremia en
Extremadura es un tipo t067 o t002, del complejo CC067, del grupo clonal CCQ05, con
un cassette tipo SCCmeclVa y un perfil ST125 por el método MLST. Estos resultados
son idénticos a los reportados recientemente por estudios de vigilancia epidemiologica
del SARM causante de bacteremias realizados en otras Comunidades Autonomas
(Velasco y col., 2012; Gasch y col., 2011). Los trabajos publicados sobre epidemilogia
molecular de SARM productor de bacteriemias en Norteamérica y Asia, muestran un
predominio de los aislados SCCmecll (Kwon y col., 2011; Ponce de Ledn y col., 2010;

Moise y col., 2009; Chua y col., 2008), el cual se muestra de manera testimonial en
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nuestros resultados, y en los de los trabajos anteriormente mencionados. La
clasificacion en pulsotipos de los SARM productores de bacteremias también sigue la
misma distribucién que para todo el conjunto de aislados, con la salvedad de que E7b
supera a E8a como el pulsotipo mas frecuente, y que E7a, que es uno de los pulsotipos
mayoritarios en la muestra general, no se describe en el conjunto de SARM aislados en
hemocultivos. Curiosamente, éste es el pulsotipo mayoritario en el AAM de Mérida, en
donde como ya indicamos previamente, sorprende el bajo nimero de SARM aislado de
hemocultivos. Asi, a raiz de los resultados estadisticos no podemos indicar ningun
pulsotipo que de manera especifica se relacione con su aislamiento en sangre, pero si
podemos decir que uno de los pulsotipos mayoritarios, E7a, seria una rara causa de
bacteremia.

Segun el criterio utilizado en este estudio para la clasificacion de los aislados
como extrahospitalarios, y segun los datos recogidos, la infeccion por SARM de
caracter extrahospitalaria en Extremadura alcanza el 44.8%, frente a el 55.2% de la
infeccion con caracter intrahospitalaria. Este resultado no sorprende, pues a tenor de las
conclusiones de estudios precedentes realizados en nuestro pais, la incidencia de la
infeccion por SARM asociada a cuidados sanitarios fuera del hospital no ha hecho mas
gue aumentar en la ultima década, erigiéndose en uno de los aspectos mas preocupantes
de la infeccidn estafilococica. En el afio 2002, la presencia de cepas SARM en este
medio en Espafa se cifro en un 17.8% (Cuevas y col., 2004). Ya en el afio 2003, un
estudio multicéntrico realizado en 64 hospitales espafioles, mostré que mas del 27% de
los aislamientos de SARM se produjeron en pacientes no ingresados, pero que habian
tenido un contacto reciente con la atencion sanitaria (Rodriguez-Bafio y col., 2009). Si
damos un salto hasta el afio 2008, el estudio EPINE de ese afio refleja proporciones
similares entre la infeccion comunitaria y nosocomial debida a SARM, con el 45 y el
55% de los casos, respectivamente. Esto se confirma en estudio EPINE del afio 2009,
con el 46% de infecciones comunitarias. Y en el siguiente afio, 2010, por primera vez,
las infecciones extrahospitalarias son mayoria sobre las intrahospitalarias, con el 51%
de los casos (EPINE 2008, EPINE 2009, EPINE 2010). La probable razon del continuo
aumento en los ultimos afios de la prevalencia del SARM extrahospitalario, sea el
continuo desarrollo de estructuras asistenciales alternativas a la hospitalizacion en
nuestros servicios publicos de salud (hospitales de dia, hospitalizacién domiciliaria,
centros de larga y media estancia, residencias geriatricas y sociosanitarias). EI hospital

es cada vez menos un compartimento estanco diferenciado del resto del entramado
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sanitario. Si bien es cierto que el hospital sigue siendo el lugar de maximo riesgo para la
adquisicion de bacterias resistentes, esto ya no es exclusivo de estos centros. Los
pacientes pueden salir del hospital colonizados por estos microorganismos Yy
transmitirlos a otros pacientes atendidos en esas estructuras alternativas.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el aislamiento en Extremadura de un
SARM causante de una infeccion catalogada como extrahospitalaria, con una mayor
probabilidad se haria en una muestra de exudado u orina correspondiente a una mujer
joven (1-39 afos). En esto coincidimos con aquellos estudios que realizan la misma
definicion de SARM extrahospitalario que nosotros (infecciones detectadas en la
comunidad pero que presentan factores de riesgo hospitalarios) (Larsen y col., 2009;
Bocher y col., 2008), aunque a diferencia de lo publicado por Larsen y col. (2009),
nuestra mayor frecuencia de SARM extrahospitalario en la poblacion joven no llega a
ser significativa.

Si atendemos a la proporcion del SARM extrahospitalario e intrahospitalario por
AAM, observamos una gran heterogeneidad en las proporciones. Hay AAM, como
Meérida, Caceres o Plasencia, que reproducen las proporciones obtenidas para la region,
con porcentajes parejos para los aislados extrahospitalarios e intrahospitalarios. Pero
encontramos areas donde el predominio de los aislados de origen intrahospitalario es
claro, como Badajoz o Llerena, frente a otras en las que predomina claramente el
SARM extrahospitalario, como Navalmoral o Coria. Entendemos que la constante
derivacion de pacientes que requieren intervenciones quirdrgicas importantes o con
patologias graves, desde los hospitales comarcales de Navalmoral y Coria, hacia los
hospitales de referencia de las areas de Badajoz y Caceres, seria un factor causal
importante de la baja o nula incidencia del SARM intrahospitalario en las AAM mas
pequefias de Extremadura.

La susceptibilidad antibiética de los aislados SARM productores de infecciones
extrahospitalarias en Extremadura, no se diferencia de la mostrada por aquellos aislados
en el ambiente intrahospitalario, tanto en lo que se refiere a los antibidticos especificos
como a los no especificos frente a SARM. Solo destacar el hallazgo en el conjunto de
SARM extrahospitalarios de dos aislados resistentes a Ac. Fusidico, cuando entre los
SARM catalogados como intrahospitalarios no se reporta ninguno. De acuerdo a lo
publicado en trabajos previos (Mitra y col. 2009; Sule y col. 2007; Shah y col., 2003), el
frecuente empleo de Ac. Fusidico para el tratamiento topico u oral de infecciones de

piel como impétigo, eczemas o foliculitis (de las mas frecuentes reportadas para el
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SARM extrahospitalario) puede ser una explicacion para la aparicion de resistencias a
Ac. Fusidico entre los SARM extrahospitalarios asociado a cuidados sanitarios.

Al igual que con la resistencia antibidtica, tampoco en relacion al tipaje
molecular se han encontrado diferencias significativas entre los SARM
extrahospitalarios e intrahospitalarios. Sin embargo, desde un punto de vista descriptivo,
si podemos sefialar que se describe un gran numero de perfiles esporadicos y
minoritarios en la poblacion SARM intrahospitalaria, que no encontramos en la
extrahospitalaria. Y observamos que en las areas donde el conjunto de pulsotipos
minoritarios es el mayoritario (AAM de Badajoz y Llerena), es precisamente donde
obtenemos un mayor predominio de la infeccidn intrahospitalaria.

Este estudio pone de manifiesto que la incidencia de las cepas CO-SARM, es
decir, un SARM aislado en la comunidad sin relacion alguna con los cuidados
sanitarios, es en Extremadura un fendmeno ya existente, pero todavia muy infrecuente.
Asi de los 100 aislados SARM genotipados en este trabajo, solo uno presenta un perfil
de bandas en PFGE que coincide con alguno de los tipos descritos en la bibliografia
como cepa CO-SARM, concretamente el pulsotipo Al. Desde el punto de vista
molecular, esta cepa pertenece al perfil ST8 (t008-1Vc-CC8), predominante en Espafia
por encima de los otros dos tipos descritos en nuestro pais, el ST5 y el ST80 (Rolo y
col., 2012; Cercenado y col., 2008a). Como en todos los casos en los que se ha descrito
CO-SARM en Esparia, nuestra cepa muestra gran susceptibilidad antibiotica, siendo
resistente solo a Mupirocina. Sin embargo no es productora de PVL, a diferencia de las
cepas CO-SARM reportadas hasta ahora en el pais (Cercenado y col., 2008a; Manzur y
col., 2008; Broseta 2006). La gran mayoria de los aislados ST8 tienen todas las
caracteristicas del clon USA300, sugiriendo que este clon fue importado de Estados
Unidos y comenzé a establecerse y propagarse con éxito en Europa. Sin embargo, la
gran mayoria de los aislados ST8 relacionados con USA300, carecen de alguna de sus
caracteristicas moleculares tipicas, y muestran otras en su lugar, por ejemplo la
presencia del SCCmecV, o la ausencia de PVL como es nuestro caso. Se han descrito al
menos seis tipos de SCCmec y 9 spa-tipos diferentes asociados a ST8, lo que indica que
diferentes subclones existen en la estructura poblacional de ST8. Asi pues, la diversidad
genética que se describe dentro de ST8 es enorme, teniendo muchas de sus variantes un
origen totalmente desconocido. Estas pueden haber derivado del clon epidémico

USA300 importado de Norteamérica y evolucionado rapidamente en Europa, y con el
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fin de adaptarse a diferentes y variadas presiones selectivas, han adquirido o perdido
factores de virulencia como PVL o genes de resistencia antibidtica (Rolo y col., 2012).
A pesar de mostrarse la infeccion CO-SARM en Extremadura como un
fendmeno todavia testimonial, recomendamos mantener la alerta ante aislamientos de
SARM en muestras procedentes de la comunidad, pertenecientes a pacientes que no
cumplan ninguno de los factores de riesgo que permiten asociar la cepa a cuidados
sanitarios (ACS-SARM). Diferentes estudios han sefialado la diseminacion de cepas
CO-SARM en la comunidad, llegando a ser alguna de ellas la mas prevalente entre las
que causan infecciones por Staphylococcus aureus en determinadas areas geograficas de
Estados Unidos (Mishaan y col., 2005). Otro aspecto preocupante es la posible
diseminacion de estas cepas desde la comunidad hacia el hospital, que pueden causar
brotes en pacientes ingresados en unidades clinicas de alto riesgo. El probable
incremento en la incidencia de infecciones por SARM fuera del ambiente hospitalario
tiene importantes implicaciones, tanto para las posibles estrategias de salud publica para
el control de estas infecciones, como para el diagnéstico y tratamiento de las mismas.
Futuros estudios que determinen la prevalencia y factores asociados a la colonizacion
con CO-SARM seran muy Utiles para definir estrategias de prevencion de la transmisién

de estos clones en la comunidad.

220



6. CONCLUSIONES
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Las conclusiones de la presente Tesis Doctoral son:
1. Caracteristicas demograficas de la infeccion por SARM en la Comunidad
Autonoma de Extremadura:

a. La prevalencia de SARM en Extremadura durante el afio 2010 (20.2%) es
moderadamente inferior a la reportada para toda Esparia.

b. Las AAM con mayor incidencia de SARM son Céceres y Don Benito-
Villanueva, siendo ésta Gltima ademas la que reporta una mayor prevalencia
con respecto al aislamiento de Staphylococcus aureus total. Coria es el
AAM con menor incidencia y Plasencia la que reporta una menor
prevalencia.

c. Mas de tres cuartas partes de las infecciones por SARM tienen lugar en
pacientes con edad superior a 65 afios. El exudado es el tipo de muestra mas
comun, seguido de la muestra respiratoria, orina y hemocultivo en este
orden.

2. Sensibilidad antibiotica de SARM en Extremadura:

a.  El patron de multirresistencia antibidtica méas frecuente es el que incluye a
Tobramicina, Levofloxacino y Eritromicina. Se evidencia la recuperacion de
la sensibilidad de SARM a Rifampicina y Gentamicina. Fosfomicina,
Ac.Fusidico, y Nitrofurantoina mantienen ratios de resistencia muy bajos.
No se encuentran cepas SARM resistentes a SXT o
Quinupristina/Dalfopristina.

b. Se declara la ausencia de cepas resistentes a Daptomicina, Tigeciclina y
Linezolid.

c.  No se describen cepas VRSA o VISA. En el conjunto de SARM procedentes
de hemocultivos, tampoco se obtienen cepas h-VISA. Sin embargo, cerca de
la mitad de los aislados son cepas con Sensibilidad Disminuida a
Vancomicina, susceptibles de asociarse a fracaso terapéutico.

3. Clonalidad de SARM en Extremadura:

a.  Existe una gran variabilidad genética en Extremadura, que se evidencia en la
existencia de diferentes genotipos, segun los diferentes metodos estudiados,
distribuidos de forma heterogénea en todas las areas.

b.  El sistema rep-PCR Diversilab separa la muestra en 18 patrones (P), con dos
mayoritarios, P1 y P16. P2, P3 y P4, junto con P1, constituyen el grupo

mayoritario 1, donde se incluyen la mitad de los aislados.
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g.

4.

5.

Los spa-tipos mayoritarios en Extremadura son t067 y t002, que a su vez
forman un Unico grupo clonal llamado CC-067 (72%). Este Gltimo, junto al
CC-1399, pertenece al cluster CC-5.
Los grupos clonales CC-067 y CC-1399 se corresponden con los tipos de
secuencias ST125/ST5 y ST146 respectivamente.
El cassette SCCmec IVc es el claro predominante (77%)
PFGE revela la existencia de 27 patrones, agrupando mas de la mitad de los
casos en 4 pulsotipos predominantes: E8a, E7a, E7b y E8b.
El fagogrupo 111 es el predominante, seguido del Mixto.
Comparacién de métodos para genotipaje de SARM:
El sistema rep-PCR/Diversilab se confirma como un método mas rapido y
técnicamente menos complejo que la técnica PFGE. Su formato en kit
comercial y el apoyo en un software informatico, le permiten adaptarse
mejor que PFGE al trabajo rutinario de un laboratorio hospitalario.
PFGE se demuestra como el método con mayor poder de discriminacion,
tomandose sus resultados como referencia. Aunque la capacidad de
discriminacion de Diversilab es cercana a la de PFGE y superior a la de spa
typing, su discorcordancia con respecto a PFGE es importante. El principal
motivo es que Diversilab no discrimina entre los 3 pulsotipos SARM
predominantes en nuestro medio (E7a, E8a y E7b), por lo que
recomendamos utilizar PGFE para el estudio de nuestros brotes
hospitalarios, aun tratandose de realizar s6lo un cribado inicial.
La distribucion de los pulsotipos mayoritarios de SARM es muy heterogénea en
la region, sin que se haya conseguido asociar de manera significativa, ningun
pulsotipo a un AAM concreto. Aunque de manera descriptiva, se observa que
hasta 4 pulsotipos distintos Ilegan a ser el mas frecuente en al menos un AAM:
E8b en AAM de Coria, E8a en AAM de Don Benito-Villanueva, Caceres y
Badajoz, E7b en AAM de Plasencia 'y E7a en AAM de Meérida.
No existen diferencias significativas entre los ratios de resistencia mostrados
por los clones mayoritarios, para ninguno de los antibidticos ensayados.
Tampoco se observa una asociacion significativa entre la Sensibilidad
Disminuida a VVancomicina y alguno de los pulsotipos. Asi, el conocimiento del
pulsotipo causante de un brote infeccioso, no es suficiente para instaurar

prioridades en la antibioterapia frente a SARM en un determinado hospital o
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AAM. Sin embargo, de manera descriptiva, se observa que todos los aislados
E8b tienen Sensibilidad Disminuida a Vancomicina.

7. Ningun genotipo SARM se relaciona especificamente con un tipo de muestra en
concreto ni se asocia de manera significativa con el entorno extrahospitalario o
intrahospitalario. Sin embargo, destaca la baja frecuencia de E8a y el conjunto
de pulsotipos minoritarios en el ambito extrahospitalario. En cualquier caso, no
podemos predecir el genotipo causante de un brote segun éste se produzca en
uno u otro ambiente.

8. Caracteristicas del SARM aislado de hemocultivo:

a. La mayor incidencia del aislamiento de SARM en hemocultivo se da en
el AAM de Céceres. La mayor prevalencia con respecto al aislamiento
en otro tipo de muestras, se da en las AAM de Plasencia y Navalmoral.

b. Existe un aumento significativo de la CMI media a Linezolid y
Tigeciclina en el conjunto de SARM aislados de hemocultivos, con
respecto al conjunto total de aislados.

c. Las caracteristicas genotipicas de un SARM causante de bacteremia en
Extremadura son analogas a las reportadas para el conjunto total de
aislados.

9. Situacidn de la infeccion extrahospitalaria por SARM en Extremadura:

a. La proporcion del SARM extrahospitalario en Extremadura es del 44%,
con una incidencia muy variable segin el AAM.

b. La susceptibilidad antibidtica de los aislados SARM productores de
infecciones extrahospitalarias, no se diferencia de la mostrada por los
asociados al ambiente intrahospitalario.

c. No se encuentran diferencias significativas en la distribucion clonal
entre los SARM intrahospitalarios y los extrahospitalarios, aunque se
describe un gran nimero de pulsotipos minoritarios y esporadicos en la
poblacion SARM intrahospitalaria, que no se encuentra en la
extrahospitalaria.

d. La incidencia de cepas CO-SARM es un fendmeno existente en
Extremadura, pero muy incipiente. Solo se describe un aislado de
pulsotipo Al, perteneciente al perfil ST8 (t008-1Vc-CC8), de gran
susceptibilidad antibidtica, sin secuencia ACME (no cepa USA-300) y
no productor de PVL.
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