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RESUMEN

TiTULO

Infeccidn articular por Staphylococcus aureus: caracteristicas fenotipicas y genotipicas y

correlacion clinica.

INTRODUCCION

La infeccion protésica articular (IPA) y la artritis nativa producen una importante
morbilidad. Requieren un tratamiento médico-quirdrgico complejo, siendo el fracaso
terapéutico elevado. Staphylococcus aureus es uno de los principales patdgenos
causantes de infeccion articular. Tiene numerosos genes de virulencia codificantes para
adhesinas o proteinas formadoras de biofilm, que dificultan el tratamiento antibidtico.
Uno de los principales reguladores de la virulencia de S. aureus es el gen regulador
accesorio (agr). No existen muchos estudios que hayan profundizado en las
caracteristicas microbioldgicas y moleculares de los estafilococos en esta infeccion, y
aun menos en la asociacion de éstas con la evolucidn clinica. El objetivo de esta tesis
doctoral fue caracterizar clinica, microbiolégica y molecularmente la infeccién articular
producida por S. aureus y explorar la asociacién de las caracteristicas (fenotipicas y

genotipicas) de la bacteria con la presentacidn y evolucidn clinica de los pacientes.

MATERIAL Y METODO

Se desarrollaron tres bloques de estudio de la infeccidén articular producida por S.
aureus: 1) artritis nativa desde 2005 a 2015 en el Hospital Universitario 12 de Octubre
de Madrid (H120); 2) IPA, que se dividid en un estudio retrospectivo de S. aureus
resistente a meticilina (SARM) de 2005 a 2015 en el H120, y en otro estudio prospectivo
(mayo 2016-septiembre 2017) multicéntrico (11 hospitales de Madrid); y, 3)
secuenciacion de genoma completo (SGC) de S. aureus. Se recogié informacion clinica
de los pacientes (comorbilidad, presentacién, evolucion clinica) y se caracterizaron

microbioldgica y molecularmente las cepas: pruebas de sensibilidad a antibidticos de la
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bacteria planctdnica y formadora de biofilm; caracterizacién fenotipica (B-hemdlisis,
hemolisis turbia y 6-hemdlisis [funcionalidad de agr]; fenotipo de las colonias, biofilm,
sensibilidad al péptido de neutrdfilo humano 1, estudio de virulencia en Galleria
mellonella) y caracterizacién genotipica (electroforesis en gel en campo pulsante,
tipificacion de spa, tipificacidn por secuenciacién de multiples locus [MLST], microarrays

de ADN, SGC).

RESULTADOS

En el estudio retrospectivo de artritis nativa se incluyeron 29 pacientes: 7 (24.1%) con
infeccion por SARM vy 22 por S. aureus sensible a meticilina (SASM). El fracaso
terapéutico se produjo en 7/26 pacientes (26.9%) (4/7 [57.1%] con infeccién por SARM
vs 3/19 [15.8%] por SASM). La mortalidad fue mayor en pacientes con infeccion por
SARM (3/7 vs 0/19). El complejo clonal (CC) mas frecuente fue el CC5 (38.1%). SASM

mostré mayor variabilidad genética (9 CCs) que SARM (3 CCs).

En el estudio retrospectivo de IPA causada por SARM se incluyeron 18 casos. Diez
(55.6%) fracasaron terapéuticamente. Todas las cepas pertenecieron al CC5 y todas,
excepto una, al ST125. Los genes de evasién del sistema inmune transmitidos por fagos
(chp, sak y scn) fueron mas frecuentes entre los episodios con fracaso terapéutico (80.0
vs 37.5%). En el estudio prospectivo multicéntrico de IPA se incluyeron 88 pacientes
(39.8% hombres, edad 74.7+14.1 aios). Sesenta y cuatro tuvieron infeccion aguda
(postquirurgica precoz [IPP] y hematdgena) y 24 crdnica. Veinte casos (22.7%) fueron
causados por SARM. Se observd una elevada diversidad genotipica, incluyendo 16 CCs,
siendo CC5 el mas frecuente (30.7%). La funcionalidad de agr fue mayor en la IPP que
en la crénica (55.6 vs 28.6%; p=0.041). No se encontraron diferencias entre las IPPs con
inicio de sintomas en los 30 dias después de la cirugia y aquellos entre los 30-90 dias. El
fracaso terapéutico (36.5%) fue menor entre los casos manejados con explante
protésico. En los casos tratados con desbridamiento y retencién de implante, hubo
menos fracaso entre los que recibieron rifampicina. Ninguna caracteristica genotipica o
fenotipica se asocié al fracaso, excepto la concentracién minima inhibitoria (CMI) a
vancomicina 21.5 mg/L (23.1% en el fracaso vs 3.4%; p=0.044). La CMEBso
(concentracion minima de erradicacién de biofilm) fue >128 mg/L para todos los
antibidticos testados y no mostrd asociacion con el prondstico.
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La SGC mostro diversidad en las caracteristicas genéticas de las cepas, siendo el clon
predominante el CC5 ST125 spa type t067, sobre todo en SARM. La prevalencia de genes
codificantes para adhesinas y proteinas formadoras de biofilm fue elevada. El perfil de
resistencia antimicrobiana fenotipico y genotipico se correlacioné en la mayoria de los
casos. No se encontré ningln gen asociado a la presentacidn y evolucién clinica de la
IPA, pero si a la resistencia a oxacilina. Las cepas se agruparon filogenéticamente por
similitud de CCs y STs. No se encontrd ningln gen asociado a la persistencia o recidiva
de la IPA respecto a la curacidén. La comparacién entre la cepa inicial y la recidivante o
persistente de un mismo paciente mostré modificaciones en genes de resistencia a
antibioticos y, principalmente, en adhesinas. En las cepas de SARM CC5 causantes de
infeccion articular se observé mayor presencia del gen de resistencia a aminoglucésidos
aph(3')-1ll durante el periodo 2005-2010 respecto al periodo 2011-2017 (71.4% vs
33.3%, p=0.023), y del gen ant(6)-la (71.4% vs 33.3%, p=0.023). Tampoco se observaron
diferencias gendmicas significativas entre hospitales ni entre cepas causantes de artritis

nativa e IPA.

CONCLUSIONES

En la infeccién articular se establece una compleja interaccion entre el hospedador, el
microorganismo y la prétesis en la IPA. El fracaso terapéutico de la infeccién articular
continua siendo elevado. En la artritis nativa éste fue mayor en los casos producidos por

SARM que por SASM.

En la IPA se observé mayor funcionalidad de agr en los casos de IPP y no se encontraron
diferencias entre esos casos con independencia de la duracion de los sintomas. Una
comparacion exhaustiva de las caracteristicas clinicas, microbioldgicas y moleculares, no
mostré factores significativos asociados con el fracaso terapéutico de la IPA producida
por S. aureus, excepto la CMI a vancomicina, que fue ligeramente superior en las cepas
de casos con evolucion desfavorable. No obstante, S. aureus puede modificar su

genotipo durante la evolucidn clinica de la IPA, adaptandose para recidivar o persistir.
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El clon predominante de S. aureus en la infeccion articular es el CC5 ST125 spa type t067,
sobre todo en SARM. Este clon se ha mantenido estable, no mostrando diferencias

gendmicas importantes en los ultimos 12 afos.
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SUMMARY

TITLE

Joint infection by Staphylococcus aureus: phenotypic and genotypic characteristics and

clinical correlation.

INTRODUCTION

Prosthetic joint infection (PJI) and native arthritis produce significant morbidity. They
require complex medical and surgical treatment, with treatment failure being high.
Staphylococcus aureus is one of the main pathogens causing joint infection. It has
numerous virulence genes encoding for adhesins or biofilm-forming proteins, which
make antibiotic treatment difficult. One of the main virulence regulators of S. aureus is
the accessory gene regulator (agr). There are not many studies that have delved into
the microbiological and molecular characteristics of staphylococci in this infection, and
even less in the association of these with the clinical outcome. The objective of this
doctoral thesis was to characterize clinically, microbiologically and molecularly the joint
infection caused by S. aureus and to explore the association of the phenotypic and
genotypic characteristics of the bacterium with the clinical presentation and outcome

of patients.

MATERIAL AND METHOD

Three different studies of joint infection caused by S. aureus were developed: 1) native
arthritis from 2005 to 2015 at Hospital Universitario 12 de Octubre in Madrid (H120); 2)
PJI, which was divided into a retrospective study of methicillin-resistant S. aureus
(MRSA) from 2005 to 2015 in H120, and in another multicentre prospective study (May
2016-September 2017) (11 hospitals in Madrid); and, 3) whole genome sequencing
(WGS) of S. aureus. Clinical information from patients was collected (comorbidity,
clinical presentation, outcome) and the strains were microbiologically and molecularly
characterized: antibiotic susceptibility testing of planktonic and biofilm-forming
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bacterium; phenotypic characterization (B-haemolysis, turbid haemolysis and 6-
haemolysis [agr functionality]; colony phenotype, biofilm, human neutrophil peptide 1
susceptibility, study of virulence in Galleria mellonella) and genotypic characterization
(pulsed field gel electrophoresis, spa typing, multi-locus sequencing typing [MLST], DNA

microarrays, WGS).

RESULTS

In the retrospective study of native arthritis, 29 patients were included: 7 (24.1%) with
MRSA infection and 22 with methicillin-susceptible S. aureus (MSSA). Treatment failure
occurred in 7/26 patients (26.9%) (4/7 [57.1%] with infection by MRSA vs 3/19 [15.8%]
by MSSA). Mortality was higher in patients with MRSA infection (3/7 vs 0/19). The most
frequent clonal complex (CC) was CC5 (38.1%). MSSA showed greater genetic variability
(9 CCs) than MRSA (3 CCs).

Eighteen cases were included in the retrospective study of PJI caused by MRSA. Ten
(55.6%) showed treatment failure. All the strains belonged to CC5 and all, except one,
to ST125. Phage-transmitted immune system evasion genes (chp, sak and scn) were
more frequent among episodes with treatment failure (80.0 vs 37.5%). In the
prospective multicentre study of PJI, 88 patients were included (39.8% men, age 74.7 £
14.1 vyears). Sixty-four had acute infection (early postoperative [EPI] and
haematogenous) and 24 chronic infection. Twenty cases (22.7%) were caused by MRSA.
A high genotypic diversity was observed, including 16 CCs, with CC5 being the most
frequent (30.7%). agr functionality was higher in the EPI than in the chronic (55.6 vs
28.6%; p = 0.041). No differences were found between the EPIs with onset of symptoms
within 30 days after surgery and those between 30-90 days. Treatment failure (36.5%)
was lower among the cases managed with prosthesis removal. In cases treated with
debridement and implant retention, there was less failure among those who received
rifampin. No genotypic or phenotypic characteristic was associated to failure, except the
vancomycin minimum inhibitory concentration (MIC) >1.5 mg/L (23.1% in failure vs
3.4%; p = 0.044). The MBECso (minimum biofilm eradication concentration) was > 128

mg/L for all the tested antibiotics and showed no association with the prognosis.
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WGS showed diversity in the genetic characteristics of the strains, with CC5 ST125 spa
type t067 being the most frequent clone, especially in MRSA. The prevalence of genes
encoding adhesins and biofilm-forming proteins was high. The phenotypic and genotypic
antimicrobial resistance profile was correlated in most cases. No genes were found
associated with the presentation and clinical outcome of PJI. However, some genes were
found associated to oxacillin resistance. The strains were grouped phylogenetically by
similarity of CCs and STs. No genes associated with persistence or recurrence of PJI were
found with respect to the recovery. The comparison between the initial strain and the
recurrent or persistent strain from the same patient showed modifications in antibiotic
resistance genes and, mainly, in adhesins. In CC5 MRSA strains causing joint infection, a
greater presence of the aminoglycoside resistance gene aph(3 ')-1ll was observed during
the period 2005-2010 compared to the period 2011-2017 (71.4% vs 33.3%, p = 0.023),
and of the ant(6)-la gene (71.4% vs 33.3%, p = 0.023). Significant genomic differences

among hospitals or among strains causing native arthritis and PJI were not observed.

CONCLUSIONS

In joint infection, a complex interaction is established between the host, the
microorganism, and the prosthesis in the PJI. The treatment failure of joint infection
continues to be high. In native arthritis, this failure was greater in cases caused by MRSA

than by MSSA.

In the PJI, greater agr functionality was observed in the EPI and no differences were
found between these cases regardless of the symptoms duration. A comprehensive
comparison of clinical, microbiological and molecular characteristics did not show
significant factors associated with treatment failure of S. aureus PJI, except the
vancomycin MIC, which was slightly higher in cases with unfavourable outcome.
However, S. aureus can modify its genotype during the clinical evolution of PJI, adapting

to recur or persist.

The predominant clone of S. aureus in joint infection is CC5 ST125 spa type t067,
specially in MRSA. This clone has remained stable, showing no significant genomic

differences in the last 12 years.
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INTRODUCCION

1. INFECCION ARTICULAR

Las infecciones articulares son procesos asociados a un dificil tratamiento médico-
quirdrgico y a numerosas complicaciones. Su diagndstico requiere un abordaje
multidisciplinar y un diagndstico rdpido y preciso que permita instaurar precozmente el

tratamiento adecuado (1).

1.1 ARTRITIS SEPTICA NATIVA

1.1.1 Epidemiologia y etiologia de la artritis séptica nativa

La incidencia de la artritis séptica de articulacién nativa (no protésica) es de
aproximadamente dos casos por 10000 personas al afio (2). Supone una emergencia
médica que requiere un diagnéstico y tratamiento rdpidos porque produce una
importante morbilidad y mortalidad (3,4). El factor de riesgo mas importante para tener
una artritis séptica es tener una enfermedad articular previa como artritis reumatoide,
gota, osteoartritis, lupus o un trauma o una cirugia reciente. Los pacientes con artritis
reumatoide tienen un elevado riesgo de artritis séptica debido al dafio articular y al
tratamiento inmunosupresor. Otros factores de riesgo para padecer una artritis séptica
nativa son: diabetes mellitus, consumo de drogas intravenosas, cirrosis, enfermedad
renal, medicaciéon inmunosupresora, enfermedad cutanea (psoriasis, eccema, uUlceras) y
una mordedura previa (2,3). Como predictores de un mayor dafio articular en la artritis
nativa se encuentran: edad mayor de 65 afos, enfermedad poliarticular, diabetes
mellitus e infeccidn por estreptococos B-hemoliticos. La frecuencia de complicaciones y
fracaso terapéutico en la artritis séptica nativa es elevada (40%), y la mortalidad de un

9% (2,5).

21



Introduccidn

En cuanto a la etiologia, la causa mds comun de artritis séptica nativa es Staphylococcus
aureus (52% de los casos), seguido de otras bacterias grampositivas, especialmente el
grupo de estreptococos. La frecuencia de bacterias gramnegativas (10-15% de los casos)
es mayor en poblacion de edades extremas: en ancianos por una mayor comorbilidad y
en nifos, en los ultimos tiempos, se ha reconocido al bacilo gramnegativo Kingella
kingae, como una etiologia de artritis nativa importante. Streptococcus pneumoniae es
la causa de, aproximadamente, el 3% de los casos de artritis séptica y Neisseria
gonorrhoeae del 1%. Este Gltimo microorganismo era una causa frecuente de artritis
nativa en adultos jovenes en Estados Unidos, pero desde los afios 80 del sigo XX ha
disminuido notablemente su incidencia. Los adictos a droga por via parenteral, en los
que también predomina la infeccién estafilocdcica, son especialmente susceptibles a
infecciones bacterianas mixtas y fungicas, y a microorganismos mas inusuales, como
Mycobacterium tuberculosis. Otra posible etiologia de la artritis nativa es Brucella spp.,

asociada al consumo de productos lacteos no pasteurizados (2,3,6).

1.1.2 Patogenia y presentacion clinica de la artritis séptica nativa

Las artritis nativas son normalmente de adquisicion hematdgena, a partir de una
bacteriemia (sintdnica o subclinica). El sinovio es un tejido vascular que carece de
membrana basal protectora, haciéndolo vulnerable a la siembra hematégena. Roturas
minimas en la piel o en las membranas mucosas podrian permitir que estafilococos o
estreptococos accedan al torrente sanguineo. Alternativamente y con menor
frecuencia, la artritis séptica es el resultado directo de un trauma penetrante, si bien
ésta es la forma mas comun de infeccidn de pequefas articulaciones de manos y pies
(2). También la cirugia articular (por ejemplo, tras una artroscopia) puede ser la causa

de una infeccién posterior.

El dafo articular en la artritis séptica se produce como resultado de la invasidon
bacteriana, la inflamacién y la isquemia tisular. Las enzimas y toxinas bacterianas dafian
directamente el cartilago, junto con la reaccidn de los neutréfilos del hospedador, que
liberan especies reactivas de oxigeno y proteasas lisosomales. Las citoquinas participan

asimismo en el dafio del cartilago y la isquemia también tiene un papel importante en
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el daino sinovial. Ademas, el cartilago es un tejido avascular y altamente dependiente de

la difusidn de oxigeno y nutrientes desde el sinovio (2).

Como consecuencia de todo lo anterior, los pacientes con artritis séptica se caracterizan
por fiebre, calor e inflamacién de la articulacion, dolor articular e impotencia funcional.
Esta presentacién clinica aguda se produce principalmente en las artritis causadas por
microorganismos piodgenos, pero la presentacién de la artritis nativa puede ser mas
subaguda o crénica en infecciones causadas por estafilococos coagulasa negativos
(postquirdrgicas), hongos o M. tuberculosis. La rodilla es la principal articulacién

afectada por la artritis séptica (45% de los casos) (2).

1.13 Diagnadstico y tratamiento de la artritis séptica nativa

La definicién mas ampliamente aceptada de artritis séptica es la propuesta por Newman
(7), en el que un caso con artritis séptica nativa debe de cumplir al menos uno de los

siguientes criterios:

- Aislamiento de un microorganismo de la articulacién afectada.

- Aislamiento de un microorganismo en otro lugar, junto con signos de inflamacién
articular.

- Caracteristicas clinicas y liquido articular turbio con antibioterapia previa.

- Evidencia histolégica o radiolégica compatible con artritis séptica.

Idealmente, la artritis séptica nativa debe confirmarse por el diagndstico microbiolégico
del liquido sinovial, pero muchas veces el diagndstico es clinico. En los pacientes con
artritis séptica la velocidad de sedimentacion globular (VSG), la proteina C reactiva (PCR)
y los leucocitos generalmente estan elevados. La obtencion del liquido sinovial es
fundamental para el diagndstico microbiolédgico y para obtener el recuento leucocitario
porque, a pesar de que no existe un punto de corte definido, la probabilidad de que una
artritis nativa sea séptica se incrementa con el recuento leucocitario (si es >50000
células/mm3 es muy sugestivo de artritis séptica) (3,8). La tincion de Gram del liquido
sinovial identifica al microorganismo causante de la infeccion en un 70% de los casos de

artritis causadas por grampositivos y en un 40% para las artritis causadas por
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gramnegativo; mientras que el cultivo microbioldgico identifica el microorganismo
causante de la infeccién en un 80% de las artritis. Deben obtenerse también
hemocultivos en los casos de sospecha de artritis séptica, ya que al menos un tercio de
los pacientes con artritis séptica cursan con bacteriemia y, ademas, en el 14% de los
pacientes el diagndstico microbioldgico se consigue gracias al hemocultivo (2). Siempre
se deben de obtener hemocultivos y el liquido sinovial antes de iniciar el tratamiento
antibidtico. Las pruebas de imagen como la radiografia simple, la tomografia
computarizada (TC) y la resonancia magnética (RM) pueden ser utiles en el diagndstico

de la artritis séptica nativa (3).

El tratamiento de la artritis séptica nativa requiere antibioterapia y drenaje de la
articulacion. Como la artritis séptica es rdpidamente destructiva, el tratamiento
empirico debe implantarse lo antes posible segun la presentacion clinica, los factores de
riesgo y la resistencia local a antibidticos. Una vez que el microorganismo es identificado,
la terapia se basa en los resultados del estudio de sensibilidad. El tratamiento habitual
inicial de la artritis séptica estafilocdcica se realiza con cloxacilina o vancomicina, en el
caso de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM). En cambio, la ceftriaxona
se usa para la infeccidn estreptocdcica y la causada por bacterias gramnegativas
sensibles. En general, la artritis séptica en el adulto se trata durante 3-4 semanas
habitualmente, inicialmente por via intravenosa y posteriormente con antibidticos
orales con buena biodisponibilidad (2,4,9). El desbridamiento de la articulacion es
esencial en el manejo de la artritis infecciosa. La artrocentesis es menos invasiva que el
drenaje quirdrgico (artroscopia o artrotomia). No existe evidencia definitiva para
recomendar un abordaje respecto otro y la mayoria de los estudios se centran en
articulaciones especificas, pero la artrotomia abierta es preferida en articulaciones de
gran tamanio (rodillas, caderas, hombros, etcétera) y en situaciones especificas como en

articulaciones con enfermedad articular severa preexistente (4).
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1.2 INFECCION PROTESICA ARTICULAR

1.2.1 Epidemiologia de la infeccion protésica articular

La implantacién de una proétesis articular es una practica habitual en la mayoria de los
hospitales. La infeccién es la complicacion mds importante (Figura 1), produciendo una
significativa morbilidad en el paciente y un elevado coste hospitalario (10-13). El
numero de artroplastias implementadas estd en aumento a nivel mundial. En Espaia se
estima que se realizan anualmente unas 30000 artroplastias (10—-14). Las protesis
actuales suelen incluir componentes metadlicos (tipicamente de cromo-cobalto o titanio)
y plasticos (polietilenos ultraligeros). Estos componentes se pueden unir al hueso nativo
mediante cemento quirurgico y/o polimetilmetacrilato (15). La susceptibilidad a la
infeccidn se incrementa en estas situaciones en las que existe un cuerpo externo porque
favorecen la formaciéon de biofilm por los microorganismos (11). La patogénesis de la
infeccion protésica articular (IPA) implica interaccidn entre el microorganismo, la

protesis y el hospedador (13,15-17).

El uso de profilaxis antimicrobiana preoperatoria ha disminuido la incidencia de IPA (18).
En pacientes con reemplazo articular primario, la tasa de infeccidn en los dos primeros
anos es de 0.3- 1% en proétesis de cadera y hombro, y de 0.4-2% en protesis de rodilla.
La incidencia de IPA en cirugia de revision es mayor: 3-6% en protesis de cadera y rodilla

(18,19).

Existen muchos factores de riesgo para desarrollar una IPA, como una artroplastia
previa, artritis reumatoide, psoriasis, inmunosupresion, terapia con esteroides, déficit
nutricional, obesidad, diabetes mellitus, neoplasia y edad avanzada (11,13,18). La
bacteriemia es un factor de riesgo para la IPA hematdgena, sobre todo tras una
bacteriemia por S. aureus, en la que se estima que puede producir una IPA en el 34% de
los casos (18). Ademas, el riesgo de infeccion hematdgena parece mayor en el caso de

las prétesis de rodilla que en las de cadera (18).

Los pacientes con IPA tienen con frecuencia un grado bajo de satisfaccién con los

resultados de la cirugia: solamente un 23% quedan satisfechos y un 18% completamente
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insatisfechos. Las complicaciones quirudrgicas de una IPA disminuye la calidad de vida de

estos pacientes (11).

Figura 1. Infeccion de protesis de rodilla (20).

1.2.2 Clasificacion de la infeccidon protésica articular: patogenia y

presentacion clinica

La clasificacion de la IPA puede establecerse segln la patogenia o segun el tiempo de

manifestacion de los sintomas tras el implante de la prétesis (21).
Segun la ruta de infeccidn, ésta puede ocurrir a través de varios mecanismos (11,18,21):

- Infeccidn exdgena: la inoculacion de los microorganismos se produce a través
de la herida quirurgica durante la cirugia o inmediatamente después.

- Infeccion hematdgena: adquirida a través del torrente sanguineo o linfatico
desde un foco distante de infeccién.

- Infeccidn por contigliidad: desde un foco de infeccidén adyacente, como, por
ejemplo, una osteomielitis preexistente o una infeccion de piel y tejidos

blandos.
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Mas frecuentemente, la IPA es clasificada segln el tiempo de aparicidn de los sintomas

tras el implante protésico (17):

- Infeccidn postquirdrgica precoz o temprana: ocurre dentro de los 3 primeros
meses tras la cirugia; se asume una patogenia exogena.

- Infeccidn postquirdrgica retardada: ocurre entre el tercer mes y los primeros
24 meses tras la cirugia; se asume también una patogenia exdgena.

- Infeccion postquirudrgica tardia: es diagnosticada después de los primeros 24

meses tras la cirugia; se asume habitualmente una patogenia hematdgena

También basada en la cronologia de la infeccion, Tsukayama et al proponen una

clasificacién basada en 4 tipos de IPA (22):

- Infeccidn postquirdrgica precoz: de patogenia exdgena y cuyos sintomas
comienzan durante el primer mes tras la implantacidon protésica.

- Infeccion postquirudrgica tardia o crénica: de patogenia igualmente exdgena,
pero cuyos sintomas aparecen pasado el primer mes tras la implantacidn
protésica.

- Infeccidon hematdgena: se caracteriza por un inicio agudo de los sintomas en
la articulacién afectada con la prétesis en el contexto de una bacteriemia,
documentada o no.

- Cultivos intraoperatorios positivos (CIOP): de patogenia exdgena. Es la
infeccion demostrada a partir de los cultivos quirdrgicos durante la revision

de una protesis indicada por motivos presuntamente no infecciosos.

Estas dos ultimas clasificaciones de IPA (realizadas por Zimmerli et al y por Tsukayama
et al) son las mas ampliamente utilizadas. Entre ambas existen diferencias en los tiempos

para considerar una infeccién postquirdrgica como precoz o cronica (1 vs 3 meses).

Las infecciones precoces se caracterizan por tener un comienzo agudo de signos clinicos
como dolor local, eritema, edema, hematoma y fiebre (17,18). Las infecciones
retardadas se caracterizan por un dolor articular de instauracién subaguda, que puede

aumentar con el tiempo, y aflojamiento del implante. También es caracteristica la
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aparicidon de un trayecto fistuloso. Con todo, los signos clinicos de infeccién podrian
estar ausentes en este tipo de IPA. Por tanto, a veces estas infecciones son dificiles de
distinguir de un aflojamiento aséptico (18). Por ultimo, las infecciones postquirurgicas
tardias pueden presentarse repentinamente con sintomas sistémicos (en el 30% de los

casos) (18).

1.2.3 Etiologia de la infeccion protésica articular

Las infecciones postquirdrgicas precoces y retardadas suelen adquirirse exdgenamente.
La primera es principalmente causada por microorganismos virulentos como S. aureus
o Escherichia coli, mientras que las retardadas son causadas tipicamente por bacterias
menos virulentas como estafilococos coagulasa-negativos o Cutibacterium acnes
(17,21). Las infecciones tardias suelen ocurrir después de un periodo postquirurgico sin
sintomas y son causadas por una siembra hematégena (21). El microrganismo que mas

frecuentemente causa infeccién hematdgena asociada a implantes es S. aureus (21).

Segun el estudio de Benito et al, realizado en 19 hospitales espafioles desde 2003 a 2012,
la mayoria de casos de IPA es causada por estafilococos (65%), seguido de
Enterobacteriaceae (20%) (23). Las siguientes seis especies, en orden decreciente, estan
implicadas en el 80% de todas las IPAs: S. aureus, S. epidermidis, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis y Cutibacterium acnes (23). Otros microorganismos,
como micobacterias u hongos, también pueden causar IPA, pero con una frecuencia
mucho menor. Las cuatro especies mas frecuentemente implicadas en cada tipo de IPA

son (23):

- Infeccion postquirdrgica precoz: S. aureus (36%), S. epidermidis (16%), E. coli
(15%) y P. aeruginosa (15%).

- Infeccion hematdgena aguda: S. aureus (39%), E. coli (13%) y Streptococcus
agalactiae (11%) y estreptococos del grupo viridans (5%).

- Infeccion postquirdrgica crénica: S. epidermidis (33%), S. aureus (20%),

estafilococos coagulasa negativos (17%) y C. acnes (5%).

Las infecciones polimicrobianas se observan en el 10-11% de los casos de IPA. Por otra

parte, en el 10-30% de los casos de IPA no se consigue aislar ninglin microrganismo, vy,
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entre otras razones influye la técnica utilizada para el diagndstico microbioldgico vy el

haber recibido tratamiento antimicrobiano previo (21).

1.2.4 Diagndstico de la infeccion protésica articular

La reunidn internacional del consenso en infeccidn protésica articular establecié los
criterios diagndsticos. Se considera la presencia de IPA cuando se cumpla al menos uno

de los siguientes criterios mayores o tres criterios menores (11,24):

- Criterios mayores:
= Dos cultivos periprotésicos positivos con identificacion fenotipica de
microorganismos idénticos.
= Fistula comunicando con la articulacion.
- Criterios menores:
= PCRYy VSG elevadas.
= Leucocitos elevados en liquido sinovial (punto de corte de 1.100-1.700
células/uL).
= Porcentaje elevado de neutréfilos polimorfonucleares (PMNs) en liquido
sinovial (mas de 65% neutrofilia).
= Andlisis histolégico positivo del tejido periprotésico.

= Un Unico cultivo periprotésico positivo.

La artrocentesis es el mejor método prequirdrgico para establecer el diagndstico de la
IPA. La histopatologia es sensible en predecir las infecciones con cultivo positivo, pero
tiene una precisidén moderada en descartar un diagnéstico. La radiografia simple deberia
de ser el primer método de imagen para el diagndstico, aunque tiene poca sensibilidad
y especificidad, sin poder diferenciar entre lesiones liticas infecciosas y no infecciosas.
La TC mejora la deteccién de reaccidon peridstica y la presencia de partes blandas
adyacentes a la ostedlisis, sugestivas de infeccion. La RM, por su mayor resolucién en
contraste, mejora la precisiéon diagndstica aunque, como en el caso de la TC, las
imagenes pueden resultar artefactadas por la presencia del propio implante protésico

(11).
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En cuanto al diagndstico microbioldgico, la identificacion del patdgeno causante de la
IPA es critica para realizar un tratamiento antimicrobiano adecuado. El liquido sinovial
debe ser enviado al laboratorio de microbiologia para cultivo. El Gram del liquido
sinovial es muy especifico (mas del 97%) pero tiene una baja sensibilidad (menos del
26%). Esta técnica beberia ser realizada, sobre todo, en casos de infeccidn precoz o
hematdgena (15). Los cultivos de los exudados de las fistulas deben evitarse, debido a
que frecuentemente son positivos por la flora habitual de la piel y tienen una baja
correlacién con los cultivos de muestras quirdrgicas. Las mejores muestras para
diagnosticar los microorganismos causantes de IPA son aquellas obtenidas del tejido

periprotésico.

En el contexto de la infeccion crdénica, si no se ha realizado un estudio microbioldgico
preoperatorio, deben tomarse muestras en la cirugia para realizar dicho estudio y la
terapia antimicrobiana deberia ser interrumpida al menos dos semanas previas a la
cirugia. Se deben tomar al menos cinco o seis muestras de tejido periprotésico para
cultivo (con incubacién en condiciones aerobias y anaerobias), debido a la baja
sensibilidad de un Unico cultivo y para distinguir contaminantes de patégenos. Dos o
mas cultivos intraoperatorios o la combinaciéon de aspirado preoperatorio y cultivos
intraoperatorios con el mismo microorganismo cultivado, deben considerarse como
evidencia de IPA (25). No obstante, el cultivo positivo para un microorganismo virulento
(como S. aureus) en una Unica muestra de biopsia o liquido sinovial también se considera

representativo de una IPA (26).

Dado que los microorganismos forman biofilm en la prétesis, si ésta es explantada, es
util su cultivo después de agitar con vortex o someter a sonicacién (1,13,15). También
se recomienda el cultivo de muestras liquidas de pacientes con sospecha de IPA en
botellas de hemocultivo, debido a que aumenta la sensibilidad del cultivo convencional
(1,27,28). Las técnicas moleculares, como la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa)
y secuenciacién del ARN (acido ribonucleico, ribonucleic acid [RNA]) ribosémico 168,

resultan de gran utilidad para el diagnéstico de la IPA con cultivo negativo (15).
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1.2.5 Tratamiento de la infeccion protésica articular

Los objetivos del tratamiento de pacientes con IPA son erradicar la infeccidn, aliviar del
dolor y, al mismo tiempo, restaurar la funcién de la articulacién. Estos tres objetivos
deben considerarse en combinacidn, ya que a veces lograr uno de ellos podria interferir
con otro (12). El manejo de la IPA es complejo y necesita generalmente un tratamiento
quirargico y un prolongado tratamiento antimicrobiano. Por tanto, requiere una
colaboracién multidisciplinar entre todos los especialistas médicos y quirdrgicos

implicados. (26).
Existen cinco tipos principales de tratamiento quirdrgico de la IPA (16,26,29):

- Desbridamiento, antibioterapia y retencién del implante (DAIR): exige un
extenso desbridamiento de la articulacién, con escision de tejidos necréticos e
infectados, e idealmente debe realizarse un recambio de los componentes
moviles de la prétesis (ej. Piezas de polietileno). Es una estrategia pensada para
pacientes con infecciones aguda: infecciones precoces con una prétesis fija sin
fistula y con poca duraciéon de sintomas. En pacientes que no cumplen estos
criterios, pero para los que otra estrategia quirdrgica es inaceptable o de alto
riesgo, podrian ser también candidatos a DAIR, considerando el conjunto de la
estrategia como probablemente no curativa, e incluyendo ademas un
tratamiento antimicrobiano supresivo.

- Recambio protésico en dos tiempos: implica extirpar todos los componentes
protésicos y cemento seguido de un desbridamiento de los tejidos periprotésicos
infectados. En un segundo acto quirudrgico transcurridas unas cuantas semanas,
en las que el paciente habra recibido antibioterapia sistémica, se coloca la nueva
protesis, con la esperanza de que el nuevo lecho quirurgico sea estéril. Con el fin
de preservar el espacio articular, en el primer tiempo quirdrgico se suelen usar
espaciadores de cementos (articulados o no), impregnados de antibidticos: esto
permite proveer el espacio articular de concentraciones elevadas de antibiéticos

y a la vez evitar la colonizacién del espaciador. Este tratamiento quirurgico es
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considerado como el gold standard en pacientes con infeccidén crdnica con una
reserva 6sea adecuada y que son clinicamente aptos para varias cirugias.
También esta opcidn quirdrgica es muy adecuada para pacientes con fistulas y
con infeccidn por microorganismos dificiles de tratar.

- Recambio protésico en un tiempo: implica extraer todos los componentes
protésicos y el cemento, desbridamiento dseo y de tejidos blandos e
implantacion de una nueva prétesis, todo en un solo acto quirdrgico. Puede ser
considerado en pacientes con IPA crénica que presentan tejidos blandos en
buena situacion, ausencia de fistula y buena reserva ésea, siempre y cuando sea
conocido el patégeno causante de la infeccion y éste sea sensible a
antimicrobianos con buena actividad frente a biofilm.

- Reseccién sin reimplantacién y artrodesis: implica la reseccién de la protesis
infectada sin reimplantacién de una proétesis de revision. Se puede realizar la
artrodesis de la articulacidon con un fijador externo o un clavo intramedular. En
la cadera, puede realizarse una artrodesis sin necesidad de material de sintesis
Osea (cirugia de Girdlestone). Las indicaciones de este procedimiento quirdrgico
son limitadas. Podria considerarse en pacientes con una reserva dsea limitada,
poco tejido blando o con infecciones debidas a microorganismos muy resistentes
con limitadas opciones terapéuticas; o bien, en paciente excluidos de multiples
cirugias mayores por sus condiciones médicas; o en pacientes en los que un
recambio previo en dos tiempos ha fracasado y el riesgo de recurrencia de la
infeccion después de otro recambio es inaceptable.

- Amputacion: debe ser la Ultima opcidn a considerar, pero podria ser apropiada
en algunos casos, tales como en aquéllos con infecciones graves que pongan en
peligro la vida del paciente, casos con pérdida severa de reserva ésea, con
incapacidad de lograr cobertura de tejidos blandos o en casos en los que un
intento previo de reseccion de la artroplastia para controlar la infeccidon haya

fracasado.

En cuanto al tratamiento antimicrobiano, hay que considerar que la IPA se caracteriza
por la presencia de bacterias embebidas en biofilm, en una fase estacionaria de

crecimiento y con tolerancia fenotipica a los antibidticos. Aunque todos los grupos de
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antimicrobianos pierden efectividad frente a bacterias estacionarias, no todos lo hacen
en la misma proporcidn, y existen por tanto antibiéticos con actividad antibiofilm mas
destacada. Aunque cada etiologia y cada infeccién tienen sus particularidades, la
rifampicina en el caso de grampositivos (fundamentalmente estafilococos) y las
fluoroquinolonas en el de los gramnegativos son los grupos mas destacados en las
infecciones asociadas a biofilm. Sin embargo, aunque la presencia de biofilm es lo
caracteristico de las IPAs, también es importante considerar la presencia de bacterias en
fase plancténica o logaritmica de crecimiento, especialmente cuando la presentacién
clinica de la IPA es aguda (IPA postquirurgicas precoces y hematdgenas). Después del
desbridamiento quirurgico, debe administrarse un tratamiento antibiético inicial con
buena actividad contra la bacteria plancténica de crecimiento rapido, idealmente
betalactdmicos, lipopéptidos o glicopéptidos. Dada la biodisponibilidad de estos grupos
antimicrobianos, se recomienda la administracién intravenosa de este tratamiento
inicial durante un tiempo variable que habitualmente dura siete dias, antes de cambiar
a una terapia antimicrobiana centrada en la bacteria formadora de biofilm. Existe una
estrategia terapéutica supresiva para los casos de IPA en los que no se puede llevar a
cabo un tratamiento quirdrgico o éste va a ser insuficiente para erradicar la infeccién.
Se podra aplicar en casos de IPA en los que el microorganismo causante de la infeccidn
esté identificado y cuando haya disponibles antimicrobianos orales que no sean tdxicos

en administracion durante largos periodos de tiempo (12).

Las infecciones estafilocdcicas manejadas con retencion del implante deben tratarse
inicialmente (bacteria plancténica), con cloxacilina (o cefazolina) si la cepa es sensible a
meticilina, con vancomicina si es resistente, o también pueden tratarse con cloxacilina
y daptomicina intravenosas en ambos escenarios. En una segunda fase, el tratamiento
de eleccidn de la IPA estafilocécica es una combinacién de rifampicina, idealmente con
una fluoroquinolona, hasta completar 3-6 meses; aunque algunos estudios sugieren que
pautas mas cortas de 8 semanas pueden ser igualmente eficaces. Si las fluoroquinolonas
no pudieran ser usadas se recomienda una combinacidn de rifampicina con

cotrimoxazol, linezolid, clindamicina, acido fusidico o daptomicina. Si la rifampicina no
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pudiera usarse se recomiendan las combinaciones de daptomicina con fosfomicina,
cloxacilina, linezolid, cotrimoxazol o levofloxacino; o combinaciones de dos antibidticos

orales o monoterapia con levofloxacino, o moxifloxacino, cotrimoxazol, o linezolid (12).
2. Staphylococcus aureus

2.1 GENERALIDADES

Staphylococcus aureus fue descubierto por primera vez en 1880 en Aberdeen, Escocia,
por el cirujano Alexander Ogston en pacientes con llagas ulceradas. Esta bacteria
pertenece al género Staphylococcus, y al filo Firmicutes. S. aureus es la especie con
mayor relevancia clinica del género y esta presente en la microbiota comensal humana
de la mucosa nasal en el 20-40% de la poblacidn general. Al microscopio es positivo para
la tincion de Gram, mide aproximadamente 0.8 um de didmetro, y forma cocos que se
disponen en "cadenas de uvas” (Figura 2 izquierda). S. aureus es una bacteria aerobia o
anaerobia y crece de forma éptima a 37 °Cy a pH 7.4. Las colonias en la placa de agar
sangre son gruesas, brillantes y redondas con un didmetro de 1 a 2 mm. La mayoria de
de S. aureus son hemoliticos, formando un anillo hemolitico transparente alrededor de
las colonias en placas de agar sangre (Figura 2 derecha). Ademas, S. aureus no forma
esporas ni flagelos (es inmovil), posee una capsula, puede producir un pigmento amarillo
dorado y descomponer el manitol. Ademas, es positivo para la prueba de coagulasa

plasmatica y la desoxirribonucleasa y fermenta la lactosa (30).

S. aureus contiene con un gran repertorio de factores de virulencia, que le permiten
producir una gran variedad de infecciones en el ser humano (31,32). La entrada de S.
aureus en el torrente sanguineo ocurre frecuentemente por la colonizacién de catéteres
intravenosos o heridas. S. aureus tiene gran habilidad para escapar del torrente
sanguineo y producir una infeccidn secundaria en practicamente cualquier tejido,
produciendo una amplia variedad de infecciones como endocarditis, abscesos tisulares,
meningitis, osteomielitis y artritis séptica. En conjunto, la mortalidad de la bacteriemia
producida por S. aureus es del 10-30% de los casos, de ahi la importancia de realizar un

tratamiento lo mas rapidamente posible (33).
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Figura 2. Tincién de Gram de liquido articular de paciente con infeccidn protésica

articular causada por S. aureus (izquierda. S. aureus esta sefialado con flechas) y
colonias hemoliticas de S. aureus en cultivo de agar sangre (derecha).

2.2 GENOMA DE S. aureus

S. aureus es un microorganismo versatil y de gran diversidad genética, con un tamaifio
medio de genoma de 2.8 millones de bases (Mb) (34). El genoma se puede clasificar en
genoma core y accesorio. El genoma core es el conjunto de genes presentes en el
genoma de todas las cepas (generalmente contiene informacidén genética esencial
relacionada con el metabolismo celular y la replicacidn). Comprende aproximadamente
el 75% del genoma de S. aureus y esta muy conservado. El genoma accesorio comprende
el 25% restante del genoma y es responsable de la diversidad genética, donde se
encuentran los genes responsables de regular la virulencia, de la evasién del sistema
inmune y de la resistencia antibidtica. El genoma accesorio estd formado por muchos
elementos genéticos moviles (MGEs, elementos genéticos moéviles, mobile genetic
elements) como islas de patogenicidad, bacteriéfagos, cassettes cromosomicos,
transposones y plasmidos, que se adquieren por transferencia horizontal entre cepas.
La ganancia y pérdida de determinantes de virulencia que portan los MGEs tienen un

papel muy importante en la adaptacidn, virulencia y supervivencia bacteriana (35-37).

En la Figura 3 se observa una representacién del genoma de S. aureus. Cada circulo
concéntrico, numerado desde el circulo mas externo al circulo mas interno, representa

los datos genédmicos de la cepa FPR3757 de S. aureus USA300 y la comparacidon con las
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cepasdeS. aureus COL, N315, MW2 y MRSA252. El primer y segundo circulo representan
secuencias de codificacidon predichas en las hebras positiva y negativa, respectivamente,
coloreadas por categorias funcionales: salmén, biosintesis de aminodcidos; azul claro,
biosintesis de cofactores y transportadores; verde claro, envoltura celular; rojo,
procesos celulares; marrén, metabolismo intermediario central; amarillo, metabolismo
del ADN (acido desoxirribonucleico, desoxyribonucleic acid [DNA]); verde, metabolismo
energético; morado, metabolismo de acidos grasos y fosfolipidos; rosa, metabolismo
proteico; naranja, purinas, pirimidinas, nucledsidos y nucleétidos; azul, funciones
reguladoras; gris, transcripcion; verde azulado, proteinas de transporte y unién; negro,
proteinas hipotéticas e hipotéticas conservadas. El tercer circulo muestra rARN (acido
ribonucleico ribosémico) (rojo), sARN (acido ribonucleico pequeio, regulatorio) (azul) y
tARN (acido ribonucleico de transferencia) (verde). El cuarto (USA300 cepa FPR3757),
quinto (cepa COL), sexto (N315), séptimo (cepa MW2) y octavo (cepa MRSA252) circulos
muestran islas del genoma involucradas en patogenicidad (verde o rojo), profago
(negro), SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec) (azul) y ACME (elemento
movil catabdlico de arginina, arginine catabolic mobile element) (azul claro). El noveno
circulo muestra los SNPs (single nucleotide polymorphism, polimorfismos de un solo
nucledtido) totales por 5 kb en comparacién con la cepa COL de S. aureus. Los circulos
décimo y undécimo representan el numero de SNPs sinédnimos y no sindnimos en las

secuencias codificantes, respectivamente, en comparacién con la cepa COL (38).
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Figura 3. Cromosoma de S. aureus USA300 (38).
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2.2.1 Técnicas moleculares para estudiar el genoma bacteriano

Un gran avance en la aproximacién de la investigacion de las infecciones se consiguid
con la introduccion de las técnicas de biologia molecular. La PCR generd una gran
revolucion en 1984, ya que supuso una nueva forma de detectar rdpidamente genes que
codifican para proteinas implicadas en la resistencia a antibidticos o para factores de
virulencia (39). Gradualmente, se desarrollaron nuevos métodos que permitieron la

caracterizacion molecular y genotipado de cepas (Tabla 1).

En 1991 la electroforesis en gel en campo pulsante (PFGE, pulsed field gel
electrophoresis) hizo posible la identificacidén vy tipificacion bacteriana en estudios
epidemioldgicos, como en el caso de brotes epidémicos. En una PFGE se digiere el ADN
gendmico con enzimas de restriccion especificas y los fragmentos de ADN obtenidos se
separan en un gel mediante electroforesis en campo pulsante, que permite la

separacion de los fragmentos segun su tamafio (39,40).

El método de tipado por secuenciacion de multiples locus (MLST, multilocus sequencing
types) es un método basado en la secuenciacion de ADN que se introdujo en 1998.
Mediante este método se amplifican y secuencian fragmentos variables de siete genes
conservados de cada cepa. La identificaciéon de cada uno de los siete alelos genera un
perfil alélico que define lo que se conoce como tipo de secuencia o sequence type (ST).
El MLST es fundamental para identificar clones en poblaciones bacterianas. La gran
variedad genética de S. aureus se organiza de forma util en complejos clonales (CCs). El
CC es un grupo de cepas con MLST que sélo difieren en uno (o a veces dos) de los siete
sitios MLST. Las cepas que forman parte de un mismo CC descienden de un ancestro
comun y tienen mucha menos diversidad entre ellas que con cepas de un CC diferente

(36,40).

Para S. aureus existe el método de tipificacion de spa (spa typing), que permite tipificar
las cepas mediante el gen spa, que codifica para la proteina A de S. aureus.
Concretamente, se analiza la secuencia de la regién polimdrfica X del locus spa,
constituido por un numero variable de repeticiones de 24 pares de bases (pb). En esta
técnica se amplifica y secuencia esa region repetida del gen spa y el spa type se

determina por el orden de esas repeticiones (39,41).
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Otro elemento importante en el estudio epidemioldgico del SARM es el elemento
genético moévil SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec) (23 a 68 kb). Existen
doce tipos diferentes de SCCmec (I-XIl), que han sido identificados y clasificados segun
el tipo del complejo ccr (cassette chromosome recombinase). Todos los tipos de SCCmec

contienen el gen mecA, a excepcion del tipo XI, que contiene el gen mecC (31,37,42).

La PFGE, aunque es muy laboriosa, es la técnica de referencia de tipificacién molecular
debido a que tiene un elevado poder de discriminacién. Tras la PFGE, la técnica de
tipificacion molecular mas discriminativa es el spa typing, y después el MLST, segun el

cual se asignan los CCs (40,43,44).

Los arrays de ADN son unos sistemas muy eficientes con los que se puede realizar una
extensa evaluacion de secuencias de ADN mediante hibridacion, con sondas
(oligonucledtidos o fragmentos de ADN) que estan fijas a un sustrato solido (39). En los
ultimos afos, la secuenciacién de genoma completo (SGC) ha permitido obtener cada
vez mas informacién sobre el genoma bacteriano, permitiendo realizar estudios mas
completos. La SGC cada vez estd mas disponible, tanto en investigacion como en
diagnéstico clinico, revolucionando la microbiologia y complementando los estudios
fenotipicos. La SGC puede proporcionar en un unico proceso analitico la identificacién
bacteriana, la deteccidn de resistencia a antimicrobianos y de factores de virulencia y la
tipificacion bacteriana y relacion entre especies mediante estudios filogenéticos

analizando variantes entre cepas (42).
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Tabla 1. Descripcidn general de las técnicas utilizadas para la caracterizacién molecular
de S. aureus. Modificado de Turner et al (37)

Técnica Metodologia Ventajas Desventajas
Laborioso, variabilidad entre
El ADN es fragmentado por enzimas de
Muy discriminatorio, laboratorios, no muy
restriccion y los fragmentos resultantes
PFGE ampliamente disponible y de adecuado a largo plazo o para
son separados por un campo eléctrico que
bajo coste relativamente estudiar la epidemiologia
cambia periddicamente de direccidn
global
Comparacién de secuencias parciales de
Altamente discriminatorio y
siete genes conservados. Base de datos
reproducible, adecuado para
MLST estandarizada de MLST. Las cepas se Caro y laborioso
estudiar a largo plazo la
definen por
epidemiologia
combinaciones particulares de alelos
Analisis de la secuencia de la region
polimérfica X del locus spa, constituido Moderadamente caro
Spa Rapido y adecuado para
por un numero variable de repeticiones (aunque menos
typing investigacién de brotes
de 24 pb. Bases de datos internacionales costoso que MLST)
(Ridom o eGenomics)
Uso limitado a SARM. Los
tipos de SCCmec se
Técnica basada en PCR en la que los tipos Menos caro que MLST o
SCCmec encuentran en evolucidny
de SCCmec se asignan a determinados secuenciacion de genoma
typing algunos recientemente
alotipos de los genes ccry mecA completo
descubiertos no se detectan
con los métodos actuales
Costoso. Se requiere extenso
Analisis de la secuencia completa del
Preciso y altamente analisis de datos
SGC genoma para variantes de un solo
discriminatorio y conocimientos de

nucleédtido
bioinformatica

Abreviaturas: ADN, acido desoxirribonucleico; MLST, tipado por secuenciacion de multiples locus,
multilocus sequencing typing; pb, pares de bases; PFGE, electroforesis en gel en campo pulsante, pulsed
field gel electrophoresis; SARM, S. aureus resistente a meticilina; SCCmec, staphylococcal cassette

chromosome mec; SGC, secuenciacion de genoma completo.
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2.3 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE S. aureus

Los CCs predominantes de S. aureus son CC5, CC8, CC398 y CC30, que constituyen el 94%
de los genomas de S. aureus (36,37). El SASM muestra una mayor diversidad genética
que el SARM, cuya variabilidad difiere considerablemente mas entre paises con tipos de
spa dominantes formando clusters geograficos caracteristicos (45). Los tipos de spa mas
ampliamente distribuidos en el mundo son el t008 y el t002. Los tipos de spa mas
prevalentes por continentes son los siguientes: t032, t008 y t002 en Europa; t037 y t002
en Asia; t008, t002, y t242 en América; t037, t084, y t064 en Africa; y t020 en Australia
(Figura 4). Los tipos de SCCmec mas prevalentes en Europa y América son el IVy el ll; en

Asia el lll y el II; en Africa el IVy el V; y en Australia el IV y el 1l (46).
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A: Canada, B: USA, C: Colombia, D: Peru, E: Chile, F: Argentina, G: Brazil, H: Ghana, I: Nigeria, J: Algeria, K: Turkey, L: Serbia, M: Croatia, N: Italy, O: Austria, P:
Morocco, Q: Portugal, R: Spain, S:France, T: Ireland, U: Iceland, V: UK, W: Belgium, X: Netherlands, Y: Norway, Z:, Sweden , A*: Finland, B*: Latvia, C*: Poland,
D*: Austria, E*: Romania, F*: Greece, G*: Iran, H*:Iraq, I*: Lebanon, J*: Bosnia and Herzegovina, K*:Kenya, L*: Oman, M*: Tanzania, N*: India, O*: Malaysia,
P*:Taiwan, Q*: China, R*:Korea, $*: Japan, T*: Australia, U*:New Zealand , V*: Germany

Figura 4. Tipos de spa de S. aureus mas prevalentes en el mundo (46).
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El clon de S. aureus predominante en Espaia es el CC5, ST125, spa type t067 y el tipo de
agr mayoritario es el tipo Il. (47-49). En Espafia los tipos de spa mas frecuentes entre
los SASM y su proporcion relativa son: t002 (12.4%), t012 y t067 (8.0%) y t015 (4.5%).
Entre los SARM, los tipos de spa mas frecuentes en Espaia son: t067 (47.3%), t002
(15.4%) y t008 (7.7%) (45). Dentro del SARM, predomina el SCCmec IV (48).

Existen pocos estudios que hayan profundizado en la epidemiologia molecular de S.
aureus causante de infeccidn articular, sin embargo, algunos de ellos han destacado la

importancia del complejo clonal CC5 como causante de infeccidn articular (50,51).

24 VIRULENCIA DE S. aureus

24.1 Regulacidn de la virulencia de S. aureus y adaptacion

La mayoria de los factores de virulencia de S. aureus son regulados principalmente por
el sistema agr (gen regulador accesorio) (Figura 5). Este operdn consiste en dos unidades
transcripcionales divergentes, RNAIl y RNAIIl, cuya transcripcién conduce a los
promotores P2 y P3, respectivamente. La expresién de P2 produce los componentes de
un sistema quorum-sensing (agrB, D, C, A) y la expresién de P3 produce la molécula
efectora de agr RNAIII (33,52). El guorum-sensing es la regulaciéon genética dependiente
del ambiente y de la densidad poblacional que ocurre a través de la comunicacién entre
células (52). Existen cuatro variantes alélicas de agr (tipos I-1V), cada uno de los cuales
codifica un péptido autoinductor (AIP, autoinductor peptide) distinto, que son
precursores peptidicos de la sefal del quorum-sensing. EI mecanismo de RNAIIl es
responsable de la regulacién postranscripcional de multiples factores de virulencia,
mediando un cambio de la expresién de proteinas asociadas a la superficie celular y de
toxinas secretoras (33). El agr principalmente activa los factores de virulencia secretores
e inhibe las proteinas de la superficie celular en S. aureus (53). En el inicio de la infeccion,
la baja densidad celular y, consecuentemente, la baja expresién de agr produce un
incremento en la produccién de proteinas de superficie requeridos para la colonizacién
inicial de los tejidos. Una vez establecida, la bacteria alcanza una elevada densidad
celular, requiriendo una mayor proteccién de las defensas del hospedador, que se
consigue con una activacién de agr que activa la sintesis de proteinas secretoras que

permiten la diseminacidon y progresion de la enfermedad. (52). Entre las proteinas
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secretoras que activa el agr se encuentran toxinas (a, B, y y 6-hemolisina y las
leucocidinas LPV [leucocidinas como la de Panton-Valentine], LukDE y LukGH),
superantigenos (TSST [toxina del shock toxico] y enterotoxinas), lipasas, proteasas y
nucleasas. Por el contrario, la inhibicién del agr conduce a un aumento en la formacién
de biofilm, aumentando la expresién de las adhesinas (como la proteina A [Spa] y la
proteina de union a fibronectina [FnBP]) y disminuyendo la produccién de proteasas. De

esta manera, la bacteria puede colonizar dispositivos médicos.

La pérdida de funcionalidad de agr también aumenta la supervivencia de los
estafilococos en el interior de las células, donde estd mas protegido del sistema inmune
y de la accion de algunos antibidticos. Ademads, la disminucion en la produccion de
toxinas mediada por agr produce una respuesta inmune mas débil. Esto es ejemplificado
por la emergencia de variantes de colonia pequeias (SCVs, small colony variants), que

estd muy asociadas a infecciones crdnicas y persistentes o recidivantes (33,52,53).

Ademas del sistema regulador agr, existen otros sistemas de regulacion en S. aureus,
como el sistema LuxS (52), los reguladores de la familia Sar, como SarA, y el factor
alternativo sigma, SigB. Estos ultimos, junto con el agr, tienen un papel fundamental en
la regulacion de la formacidn de biofilm (54,55). SarA es un regulador citoplasmatico que
induce exoproteinas y reprime a spa. SigB es un factor sigma (componente de la ARN

polimerasa) en fase estacionaria e inhibe la actividad del agr (56).
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Figura 5. Regulacién de virulencia por el sistema agr. Modificado de Hao et al (57).

En la Figura 6 se observa el papel del agr en la osteomielitis. Las cepas de S. aureus
producen factores de virulencia que incluyen proteinas citotéxicas, como modulinas
solubles en fenol (PSMs, phenol-soluble modulins) y LPV que se insertan en las
membranas de neutréfilos y células dseas para inducir la muerte celular de una manera
dependiente de agr. Las cepas de S. aureus con elevada expresion de agr también
producen oa-hemolisina o a-toxina (Hla), que induce la produccién de citoquinas
proinflamatorias y mejora la resorciéon ésea. Ademas, la produccion de proteina analoga
al complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (Map) provoca la supresion de la
inmunidad de las células T. Las cepas de S. aureus con mutaciones en el agr se
encuentran frecuentemente en infecciones crdénicas, por lo que las bacterias exhiben
caracteristicas que permiten una colonizacién persistente. La coagulasa (Coa) y la
proteina de unién al factor de von Willebrand (vWbp) contribuyen a la formacién de
matriz de fibrina que facilita la unidn bacteriana. La proteina estafilocécica A (SpA)

aumenta en ausencia de RNAIll y tiene funciones inmunomoduladoras (58).
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Figura 6. Efectos de la funcionalidad de agr en la osteomielitis (58).

2.4.2 Factores de virulencia

S. aureus tiene un gran numero de factores de virulencia (Figura 7) con mdultiples

funciones que le permiten desarrollar su patogenicidad causando diversos tipos de

infeccidn (37). Estos factores de virulencia son estructurales o productos secretados.
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Figura 7. Factores de virulencia de S. aureus (59).
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En la Tabla 2 se resumen los principales factores de virulencia de S. aureus vy las
infecciones a las que estan asociados. Cabe destacar que en los estafilococos un Unico
factor de virulencia puede desempenfar varias funciones en la patogénesis y que
multiples factores de virulencia pueden desarrollar la misma funcidon. Ademas, la
distribucién de algunos factores de virulencia esta relacionada con el tipo clonal,
mientras que la presencia de otros no esta relacionada con el background genético. Para
establecer la infeccidn, S. aureus tiene un gran numero de proteinas de superficie
llamadas MSCRAMMs (componentes microbianos de superficie que reconocen
moléculas adhesivas de la matriz, microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules) que participan en la adherencia a los tejidos del hospedador o a
materiales protésicos, si éstos estan presentes. S. aureus también posee mecanismos
para evadir el sistema inmune del hospedador durante la infeccién. Ademas, produce
citotoxinas como leucocidinas que causan la destruccidn de leucocitos formando poros
en la membrana celular. Durante la infeccién S. aureus produce numerosas enzimas,
como proteasas, lipasas y elastasas, que le permiten invadir y destruir tejidos vy
metastatizar a otros sitios. S. aureus también es capaz de producir shock séptico
mediante superantigenos que activan el sistema inmune del hospedador y los

mecanismos de coagulacion (60).

46



Introduccion

Tabla 2. Tipos de factores de virulencia de S. aureus y sindromes clinicos asociados (60).

Tipo de factores de

virulencia

Factores de virulencia

Genes

Sindromes clinicos

asociados

MSCRAMMs (clumping

factors, fibronectin-

clfA, clfB,

Endocarditis, osteomielitis,

Implicados en binding proteins, fnbA, fnbB, artritis séptica
adherencia collagen, bone cna, sdr, y protesisy
infecciones del catéter
sialoprotein-binding bbp
proteins)
Acumulacién de biofilm ica locus, Infecciones recurrentes,
Implicados en (polisacarido de y fibrosis quistica,
. . adhesion intercelular), ~ Mutacion v sindromes descritos arriba
persistencia SCV y persistencia
yp de hemB en la adherencia
intracelular
Infecciones invasivas de la
Leucocidinas (LPV, y- lukS-PV,

Implicados en la

evasion/destruccion

toxina), polisacaridos

IukFPV, hlg,

piel y
neumonia necrotizante (las
cepas de CA-MRSA que

capsulares (5, 8), cap>y 8,  causan estos son a menudo
de las defensas del g
proteina A, CHIPS, Eap,  spa, chp, LPV positivas) abscesos
hospedador (asociado a polisacaridos
PSMs eap, psm-o
capsulares)
Enterotoxinas,
imolicados en la toxina 1 del sindrome sea-g (no Intoxicacion alimentaria,
P del shock téxico, qa sindrome del shock téxico,
invasidon/penetraciéon  toxinas exfoliativas Ay sef), tst, sindrome de la piel

tisular

B, a-toxina,
peptidoglicano,
acido lipoteicoico

eta, etb, hla

escaldada,
impétigo bulloso y sepsis

Con implicaciones
poco definidas en la

virulencia

Coagulasa, ACME,

bacteriocina

cluster arc,
cluster opp-

3, bsa

Abreviaturas: ACME, elemento mévil catabdlico de arginina; CA-MRSA, S. aureus resistente a meticilina

asociado al ambito comunitario community-acquired methicillin-resistant S. aureus; CHIPS, proteina de

inhibicidn de la quimiotaxis; LPV, leucocidinas como la de Panton-Valentine; MSCRAMMs, componentes

microbianos de superficie que reconocen moléculas adhesivas de la matriz; PSMs, modulinas solubles en

fenol; SCV, variantes de colonia pequefias.
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En la Tabla 3 se observan los principales genes de virulencia de S. aureus agrupados por

su papel patogénico y la descripcidn de los mismos.

Tabla 3. Principales genes de virulencia de S. aureus (31,42,54,60).

Virulencia Gen Descripcion
splA Serine protease SplA
Proteasas splB Serine protease SplB
aur Zinc metalloproteinase aureolysin
tstl Toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1)
Toxinas superantigénicas
se(a-q) Enterotoxins types (a-q)
lukE Leukotoxin LukE
lukD Leukotoxin LukD
Leucocidinas lukF-PV Panton Valentine leukocidin F component
lukS-PV Panton Valentine leukocidin S component
hlg y-hemolysin
hla a-hemolysin
Hemolisinas
hib B-hemolysin
cap5s Capsular polysacharide 5
Polisacaridos capsulares
cap8 Capsular polysacharide 8
scn Staphylococcal complement inhibitor SCIN
Fagos-Hlb sak Staphylokinase
chp Chemotaxis-inhibiting protein CHIPS
clfA Clumping factor A
clfB Clumping factor B
cna Collagen adhesin
MSCRAMMs
fnbA Fibronectin-binding protein A
(componentes microbianos de superficie
fnbB Fibronectin-binding protein B
que reconocen moléculas adhesivas de la
ebpS Elastin binding protein
matriz)
spa Protein A
sdrC Fibrinogen-binding protein SdrC
sdrD Fibrinogen-binding protein SdrD
bbp Bone sialoprotein-binding protein
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COA Staphylocoagulase
Proteinas extracelulares
efb Fibrinogen-binding protein
Formacidn de biofilm atl Bifunctional autolysin
Antiadhesina pls Surface protein
Motivo LPXTG sasG Putative surface protein
icaB Intercellular adhesion protein B
Adhesina polisacérida intracelular (PIA) icaC Intercellular adhesion protein C
icaD Intercellular adhesion protein D
Biosintesis de PIA y regulacion de
icaR Ica operon transcriptional regulator IcaR
formacién de biofilm
rbf Ribosome-binding factor A
Regulacién de formacién de biofilm tcaR HTH-type transcriptional regulator TcaR
sigB RNA polymerase sigma factor SigB

3. MECANISMOS PATOGENICOS DE LAS INFECCIONES

OSTEOARTICULARES CAUSADAS POR S. aureus

3.1 ETAPAS DE LA INFECCION CAUSADA POR S. aureus

En la Figura 8 se observan las etapas de la infeccién causada por S. aureus: inicio de la

infeccion (Figura 8a), formacidn de abscesos (Figura 8b) e infeccidn sistémica (Figura 8c).

A continuacidn, se van a detallar cada una de estas etapas.
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Figura 8. Etapas de la infeccidn causada por S. aureus (31). A: inicio de la infeccidn, B:
formacion de abscesos, C; infeccidn sistémica. Abreviaturas: CHIPS, chemotaxis inhibitory
protein of S. aureus; CIf, clumping factor; Cna, collagen adhesin; DIt, d-alanine transfer; Eap,
extracellular adherence protein; Ecb, extracellular complement-binding protein; Efb,
fibrinogen-binding protein; Fc, crystallizable fragment; FLIPr, FPRL1 inhibitory protein; FnBP,
fibronectin-binding protein; 1gG, immunoglobulin G; IsdA, iron-regulated surface determinant
protein A; MAMP, S. aureus microorganism-associated molecular pattern; MprF, multiple
peptide resistance factor; PMN, polymorphonuclear leukocyte; PSM, phenol-soluble modulin;
PVL, Panton—Valentine leucocidin; Sbi, Immunoglobulin-binding protein; SCIN, staphylococcal
complement inhibitor; SEA, enterotoxin type A; SEIX, staphylococcal enterotoxin-like X; SodA ,
superoxide dismutase; SpA, Staphylococcus protein A; SPIN, staphylococcal peroxidase
inhibitor; SSL7, staphylococcal superantigen-like protein 7; TLR, Toll-like receptor 2; TSST1, toxic
shock syndrome toxin 1.

3.1.1 Inicio de la infeccion

S. aureus posee proteinas de superficie que se unen a las proteinas de la matriz
extracelular y hacen que la bacteria se pueda adherir a tejidos y multiplicase en ellos
(Figura 8a). Entre estas proteinas de superficie destacan la proteina A y B de unién a
fibronectina (fibronectin binding protein, FnBPA y FnBPB), el clumping factor A y B (CIfA
y CIfB) y la proteina de unidn a coldgeno (collagen adhesin, Cna). Ademas, S. aureus tiene

una gran capacidad de formar un aglomerado adherente de microorganismos
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embebidos en una matriz extracelular, llamado biofilm, en superficies artificiales
plasticas o metdlicas. Esta habilidad hace que S. aureus sea uno de los principales
causantes de infecciones asociadas a dispositivos médicos como catéteres, protesis y

neumonia asociada a ventilacion mecanica. (31).

3.1.2 Formacion de abscesos

La proteina coagulasa de S. aureus permite la formacion de una pseudocapsula de fibrina
gue rodea a la bacteria y de un infiltrado de leucocitos PMNs, evitando asi la afluencia
de mas leucocitos (Figura 8b). S. aureus puede impedir la opsonizacidn, por ejemplo, por
la inhibicidn de la cascada del complemento. Ademas, S. aureus puede sobrevivir tras la
fagocitosis de los PMNs destruyéndolos con las toxinas citoliticas: péptidos formadores
de poros (PSMs), a-hemolisinas y LPV. La inflamaciéon masiva producida por los PMNs se
aumenta aun mas por las toxinas superantigénicas de S. aureus, como la TSST, que se
une al complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il de las células presentadoras
de antigeno y activa células T inespecificamente, causando una hiperinflamacién

sistémica (tormenta de citoquinas) (31).

S. aureus tiene una gran variedad de toxinas citoliticas que lisan glébulos rojos y/o
leucocitos (hemolisinas y leucotoxinas, respectivamente). La Hla es probablemente la
toxina mejor conocida de S. aureus. Lisa los gldbulos rojos y leucocitos, como monocitos

y linfocitos Ty B, pero no neutréfilos.

Otra toxina de S. aureus es la B-hemolisina o B-toxina (HIb), que es una esfingomielinasa
gue degrada la esfingomielina que esta presente en multiples células del hospedador,
provocando su lisis. En muchas cepas de S. aureus el gen que codifica para la B-

hemolisina (hlb) esta interrumpido por una isla de patogenicidad.

La 6-hemolisina o 6-toxina es un miembro de la familia de las PSMs, que tienen multiples

funciones en la patogenia estafilocdcica.
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La LPV estd codificada por los genes lukF-PV y lukS-PV y se encuentra en la mayoria de
cepas de SARMs asociadas al dmbito comunitario (CA-MRSA, community-acquired

methicillin-resistant S. aureus) (35).

3.1.3 Infeccion sistémica

Los abscesos pueden liberar pus y bacterias hacia el torrente sanguineo causando
bacteriemia (Figura 8c). S. aureus puede salir del torrente sanguineo y producir infeccién
en otros tejidos. Cuando la bacteria estd en la luz vascular puede adherirse a la superficie
endotelial y a las plaquetas, y esta adhesion puede producir endocarditis y formar
abscesos metastasicos. Se puede producir una inflamacidn sistémica fulminante, sepsis

y fallo multiorgéanico (31).

En la Figura 9 se representa el mecanismo de virulencia de S. aureus dentro del torrente
sanguineo. Después de su llegada a la sangre, S. aureus secuestra el sistema de
coagulaciéon del hospedador para crear grupos de bacterias recubiertas con fibrindgeno
del huésped (A). La inflamacién hace que las células endoteliales expongan moléculas
adhesivas (factor de von Willebrand, vWf), que actiian como anclas para los agregados
de S. aureus con las plaquetas y para las células inmunitarias que pueden portar
bacterias intracelulares (B). En dreas donde las células endoteliales estan dafiadas, la
matriz rica en coldgeno queda expuesta, uniéndose al vWf circulante e iniciando la
coagulaciéon, lo que produce el depdsito de codgulos de fibrina. La exposicién del
colageno, vWf y fibrina permite la adhesidon de los agregados de S. aureus circulantes
(C). Los grupos de S. aureus adheridos al endotelio secretan toxinas que activan ain mas
la sefializacion inflamatoria en el endotelio o lo dafian directamente (D). La a-toxina
secretada también causa la agregacion de las plaquetas y produce la formacién de

microtrombos, que potencialmente obstruyen a los vasos mas pequefios (E) (61).
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Figura 9. Mecanismo de virulencia de S. aureus dentro del torrente sanguineo (61).

3.2 MECANISMO PATOGENICO DE LA ARTRITIS NATIVA CAUSADA

POR S. aureus

En la Figura 10 se representa la fisiopatologia y el dafo involucrado en la artritis nativa.
La membrana sinovial tiene una arquitectura compleja con una densa vascularizacién
por la que pueden acceder grandes moléculas como el acido hialurénico para lubricar el
cartilago articular. Por el continuo contacto con la sangre o linfa pueden entrar también
a la membrana sinovial bacterias o fagocitos portadores de bacterias. Una vez dentro
del espacio sinovial, las bacterias se adhieren a las células sinoviales del tejido articular.
Ademas, S. aureus exhibe tropismo tisular por la membrana sinovial. Los MSCRAMMSs
que produce S. aureus (CIfA, CIfB, Cna, SdrC, D y E, FnBPA, FnBPB, Bbp, Ebp) juegan un

papel vital en la adherencia de los cocos a la matriz articular (62).

Una vez adheridas, las bacterias se multiplican en la membrana sinovial y forman
aglomerados similares al biofilm. En la formacion de estos aglomerados bacterianos
destacan el papel del fibrindgeno y de la fibronectina del hospedador. Estas bacterias
pueden tener un fenotipo de SCV con un crecimiento lento y con la capacidad de
persistir intracelularmente dentro de los osteoblastos, fibroblastos, neutrdfilos,
etcétera. Esta propiedad permite a la bacteria evadir el ataque del sistema inmune del

hospedador, a la vez que muestra una peor respuesta a la antibioterapia administrada.
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Los agregados bacterianos en el biofilm se acumulan en el liquido sinovial y los tejidos
cercanos actuan como nichos de bacterias que luego podrian poblar otras zonas
generando nuevos focos de infeccion. Ademas, S. aureus secreta factores de virulencia
como enterotoxinas, proteina A, polisacdrido capsular (interviene en la evasion de la
fagocitosis y en la supervivencia intracelular de cepas capsulares) y la TSST-1, que actua
como superantigeno y activa de forma no especifica un gran ndmero de células T,
contribuyendo a la progresién de la enfermedad. La a-hemolisina también causa
coagulacidon sanguinea, agregacién plaquetaria, adherencia de neutréfilos y degradacion
del ADN de los linfocitos. Algunas cepas de S. aureus expresan la LPV que le permiten

sobrevivir dentro de los neutréfilos e incluso multiplicarse (62).

Después de la siembra bacteriana, los productos bacterianos y las toxinas inician la
cascada inflamatoria caracterizada por la afluencia de células del sistema inmune,
neutrdfilos, la activacion de macrdéfagos vy la liberacidn de citoquinas inflamatorias como
IL (interleuquina)-1pB, IL-6, TNF (factor de necrosis tumoral, tumour necrosis factor)-a. y
MIP (proteinas inflamatorias de macréfagos, macrophage inflammatory proteins)-2. Los
receptores tipo Toll (TLR, Toll-like receptor) juegan un papel clave papel como proteinas
transmembrana implicadas en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
microorganismos (MAMPs, microorganism-associated molecular pattern) y la expresion
de TLR produce la translocacién nuclear y la activaciéon de factores de transcripcion que
promueven aun mas la secrecidon de citoquinas proinflamatorias e infiltracion de
neutrdfilos. Estas citoquinas reclutan mas células fagociticas y también aumentan la
proteina C reactiva del hospedador que a su vez activa el sistema del complemento. La
fagocitosis de bacterias por macréfagos, la liberacién de enzimas lisosomales y especies
reactivas de oxigeno (ROS) y una mayor induccion de citoquinas, producen
enrojecimiento, hinchazén y dolor. Esta reaccién inflamatoria producida por el
hospedador es protectora y junto con la terapia antibidtica puede ayudar a contener la
propagacion de la infeccidn. Sin embargo, si la infeccién no se elimina, continuda la lucha
entre el sistema inmune del hospedador y las bacterias, y el sistema inmune puede
empeorar en lugar de mejorar la evolucién de la artritis séptica. Pronto, las células T
también comienzan a llegar a la cavidad articular y se activan por la presentacién de

antigenos por células del hospedador. La gran afluencia de células T, células B y
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macréfagos causan engrosamiento de la membrana sinovial. Los altos niveles de

citoquinas inducen la liberacién de metaloproteinasas de la matriz del hospedador

(estromelisinas y colagenasas) y enzimas lisosomales, que aumentan la degradacién

articular. A medida que la presion intraarticular aumenta, la vasculatura sinovial puede

comprimirse con trombosis y el dafio continuo al cartilago articular puede llegar a

impedir el suministro de sangre y oxigeno. Esto puede extenderse a la articulaciéon dsea

generando un dafio grave en el crecimiento éseo, especialmente en los nifios, y

causando una lesién permanente en el cartilago (62).
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Figura 10. Fisiopatologia de la artritis nativa. Abreviaturas: MMPs, metaloproteinasas de la
matriz; MSCRAMMSs: componentes microbianos de superficie que reconocen moléculas
adhesivas de la matriz; ROS: especies reactivas de oxigeno; TLR: receptores tipo Toll, Toll-like

receptor (62).
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3.3 MECANISMO PATOGENICO DE LA INFECCION PROTESICA
ARTICULAR CAUSADA POR S. aureus

Los mecanismos patogénicos de la IPA son similares a los de la artritis nativa,
produciendo dafio éseo y articular, pero, ademas, participa en la patogénesis el material
protésico, al que se adhieren alin mas las bacterias formando biofilm (Figura 11). La
presencia de un cuerpo extraio disminuye la dosis minima infectiva de S. aureus mas de

100000 veces (18).

Formation of biofilm

Bone tissue

°
PRI TTA TN
X Bacterial bloﬂl

rosthesis

Figura 11. Mecanismo patogénico de la infeccion protésica articular (13).

La patogénesis de la IPA implica la interaccion entre el microorganismo, la proétesis y el
hospedador. La adherencia de S. aureus a la superficie protésica es rapida y mediada por
factores no especificos; como tensidon superficial, interacciones electrostaticas,
hidrofilicas o hidrofdbicas; y por la presencia de ligandos de los tejidos del hospedador
como fibronectina, fibrindgeno y colageno, a los que la bacteria se une mediante los
MSCRAMMs como fnbA, fnbBy cna (Figura 12). La fase inicial de adherencia es seguida
por otra fase acumulativa en el que las células bacterianas se unen unas a otras y forman
el biofilm, un proceso en el que estd muy implicado la adhesina polisacarida intracelular
(P1A), producida por el locus genético de adhesion intercelular (ica, intercellular

adhesion) (18).
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Figura 12. Adhesion de S. aureus a la superficie de la prétesis. Abreviaturas: CNA:
adhesina de unidn a colageno; FnBPs, proteinas de unién a fibronectina; LTA, 4cido
lipoteicoico; MSCRAMMSs, componentes microbianos de superficie que reconocen moléculas
adhesivas de la matriz; WTA, acido teicoico de pared (63).

En la Figura 13 se observan los mecanismos celulares que ocurren entre la protesis y el
hueso. El biofilm bacteriano adherido a la prétesis puede interactuar con los neutréfilos
PMNs vy los linfocitos T, lo que conduce a la produccién de citoquinas proinflamatorias.
Las células supresoras de la médula ésea que se reclutan durante la IPA pueden regular
la respuesta inmunitaria, especialmente inhibiendo la proliferacion de linfocitos T. Los
PMNs reclutados pueden expresar RANKL (ligando de RANK [receptor activador del
factor nuclear kB]). El biofilm estafilocécico también puede inducir la apoptosis de los

osteoblastos (64).
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Figura 13. Principales mecanismos celulares que ocurren entre la protesis y el hueso
durante la infeccion protésica articular causada por S. aureus. Abreviaturas: RANK,
receptor activador del factor nuclear kB; RANKL, ligando de RANK (64).

4. ANTIBIOTICOS Y S. aureus

Las principales dianas de los antibiéticos en los estafilococos son: la envoltura celular, el

ribosoma y los acidos nucleicos (65) (Figura 14).

58



Introduccion

Antibiotic Targets  Antibiotic Resistance .

Cell wal Fluoroquinolones

f-lactams — Aminoglycosides
Vancomycin

TYetracyclines
DNA/RNA Synthesis

p-lactams
1 -~
Fluoroquinclones

Immunity

& Bypass
Tetracyclines
Trimethoprim
Sulfonamides
ncomycin

Macrolides
Rifamycins &

Target Modification

Folate Synthesis Fluoroquinolones

Trimethoprim

€ Rifamycins
Sulfonamides Vancomycin
Penicillins
Cell Membrane Protein Synthosis Inactivating Enzymes Macrolides
Daptomycin Linezolid p-lactams Aminoglycosides
Tetracyclines Aminoglycosides
Macrolides Macrolides
Aminoglycosides Rifamwcins

Figura 14. Diana de los principales antibidticos usados en el tratamiento de S. aureus 'y
mecanismos por los que la bacteria se hace resistente a ellos (66).

Alo largo del tiempo ha aumentado la incidencia de la resistencia a los antibidticos por
S. aureus (Figura 15). Fleming descubrid la penicilina en la década de 1940 y fue pionero
en el tratamiento de las infecciones con antibidticos, pero en 1950 se extendié la
resistencia a la penicilina en S. aureus debido a una penicilinasa, que puede hidrolizar el
anillo betalactamico de la penicilina. Mas tarde, se desarrollé una nueva penicilina
semisintética resistente a la penicilinasa denominada meticilina, que controld
eficazmente la infeccidon por S. aureus resistente a la penicilina. Sin embargo, su uso
provoco a la apariciéon de la resistencia a meticilina, que fue reportada por primera vez
a principios de los afios 60 del siglo XX. Desde entonces, muchos paises han
experimentado un aumento de la incidencia de SARM. La vancomicina se convirtié en el
farmaco de eleccion para el tratamiento de la infeccidn severa causada por SARM, sin
embargo, también existen actualmente cepas de S. aureus resistentes a la vancomicina

(30,31).
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Figura 15. Evolucién de la resistencia a los antibidticos en S. aureus (30).

La resistencia puede desarrollarse por transferencia horizontal de determinantes de
resistencia codificados por elementos genéticos moviles como plasmidos, transposones
o el SCCmec; o por mutaciones en el cromosoma. En la Figura 14 se encuentran los
principales mecanismos de resistencia a los antibidticos en S. aureus. La resistencia
adquirida horizontalmente puede ocurrir por uno de los siguientes mecanismos:
modificacidon enzimatica del fairmaco e inactivacion, modificacion enzimatica del sitio de
union del farmaco, expulsién del farmaco, mecanismos que implican la adquisicién de
una nueva diana resistente al farmaco, desplazamiento del farmaco para proteger la
diana. La adquisicion de resistencia por mutacién puede resultar de: la alteracién de la
diana del farmaco que éste se una, la desrepresion de bombas de eflujo de resistencia a
multiples farmacos codificadas cromosémicamente y multiples mutaciones que alteran
la estructura y composicién de la pared celular y/o membrana para reducir el acceso del

farmaco a su diana (65).

En la Tabla 4 se observan los principales genes de resistencia a los antibidticos en S.

aureus.
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Tabla 4. Principales genes de resistencia a los antibidticos de S. aureus (42,65,67).

Clase de antibidtico Gen

Descripcion

blaz
Betalactamicos
mecA

Betalactamase

PBP2a family beta-lactam-resistant peptidoglycan

transpeptidase MecA

Vancomicina vanA

Vancomycin resistance gene

aac(6’)-aph(2”)

Bifunctional aminoglycoside N-acetyltransferase AAC (6')-

le/aminoglycoside O-phosphotransferase APH (2”')-la

Aminoglucdsidos aphA
Aminoglycoside 3’-phosphotransferase
ant
Streptomycin 3”’-adenylyltransferase
norA Quinolone resistance protein NorA
Fluoroquinolonas Mutacién gyrA DNA gyrase subunit A
Mutacién grlA DNA topoisomerase IV subunit A
erm(A) Erythromycin ribosome methylation protein A
Macrdlidos erm(B) Erythromycin ribosome methylation protein B
erm(C) Erythromycin ribosome methylation protein C

Macrdlidos,
lincosamidas, msr(A)

estreptogramina B

ABC-F type ribosomal protection protein Msr(A)

Tetracycline efflux protein

tetk
Tetraciclinas Ribosomal protection protein associated with
tetM
tetracycline resistance
dfrA Dihydrofolate reductase A

Trimetoprim
Mutacién dfrB

Dihydrofolate reductase
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dfrC Dihydrofolate reductase C
Fosfomicina fosB Fosfomycin resistance protein FosB
Mupirocina mupA Isoleucyl-tRNA synthetase
Mutacidn fusA Elongation factor G
Acido fusidio fusB Fusidic acid resistance gene B
fusC Fusidic acid resistance gene C
Rifampicina Mutacién rpoB DNA-directed RNA polymerase subunit beta

4.1 RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS Y VIRULENCIA

S. aureus tiene una gran capacidad de adquirir resistencia a multiples clases de
antibiodticos, complicando asi el tratamiento. La resistencia a ciertos antibidticos, como
a meticilina y vancomicina, también ha sido asociada a una pérdida de funcionalidad de
agr, sugiriendo una compensacion entre la resistencia antibidtica y la virulencia. En
condiciones de una elevada exposicidn a antibidticos, como en el ambiente hospitalario,
en el que ademas hay una poblacién bastante susceptible, podria ser ventajoso para S.
aureus sacrificar la actividad del agr por la resistencia a antibiéticos. En cambio, en una
poblacién sana, S. aureus probablemente requiera un agr mas funcional, que ademas se

asocia a una mayor sensibilidad a antibiéticos (68) (Figura 16).
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Figura 16. Funcionalidad de agr y resistencia a los antibidticos en S. aureus segun el
estado del hospedador (68).

4.2 PRINCIPALES ANTIBIOTICOS USADOS EN EL TRATAMIENTO DE
LAS INFECCIONES CAUSADAS POR S. aureus

4.2.1 Penicilina

Desde que en 1942 se descubrieron las primeras cepas de S. aureus resistentes a
penicilina esta resistencia no ha dejado de extenderse y a finales de la década de los 60
del siglo XX un 80% de todas las cepas eran resistentes a este antibidtico. La resistencia
a penicilina estd mediada por el gen blaZ, que codifica para la betalactamasa que
hidroliza el anillo betalactdmico de los antibidticos (69). Actualmente mas de un 90% de

las cepas estafilocécicas producen betalactamasas de tipo penicilinasas.

4.2.2 Meticilina

La meticilina es un antibidtico betalactdmico que actla inhibiendo la sintesis de la pared
celular bacteriana evitando la formacidon de enlaces cruzados entre las cadenas
poliméricas del peptidoglicano. Las cepas de S. aureus resistente a meticilina (SARM)
producen una proteina de unién a penicilina (PBP, penicillin-binding protein) alterada

(PBP2a), que provoca una disminucién de la afinidad por los betalactamicos. Esta
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proteina esta codificada por el gen adquirido mecA, que estd integrado en el elemento
genético movil llamado SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec). También
genes como el mecC, homologo del gen mecA, confieren resistencia a meticilina. En las
ultimas décadas se han extendido los clones de SARM. Al principio el SARM era mas
comun en el ambito hospitalario (HA-MRSA, hospital-acquired methicillin-resistant S.
aureus), pero los nuevos clones se establecen también en el ambito comunitario (CA-
MRSA) y pueden infectar a personas sin factores predisponentes nosocomiales cldsicos.
Desde mediados de los anos 2000, el SARM también se ha asociado al contacto con el

ganado (LA-MRSA, livestock-associated methicillin-resistant S. aureus) (31,32,70).

Existe una importante variabilidad geografica en la prevalencia de SARM en el mundo,
desde una baja prevalencia en Escandinavia a la prevalencia mas alta en zonas de
Ameérica y Asia (Figura 17). Los datos de Europa también muestran una tendencia hacia
un incremento de la prevalencia de SARM, aunque es muy variable: desde menos del
3% en paises nordicos hasta el 25-50% en el sur del continente (Portugal, Espafia, Italia

y Grecia) (31).

Aunqgue la mayoria de los aislados de SARM son sensibles a la vancomicina y a los
antibidticos introducidos mas recientemente como daptomicina, linezolid, tedizolid,
ceftarolina y ceftobiprol, existe riesgo de aparicion de cepas resistentes a estos
antibidticos. Por tanto, es importante identificar nuevos agentes que inhiban dianas

bien establecidas y/o procesos celulares esenciales de SARM (71).
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Figura 17. Prevalencia mundial de S. aureus resistente a meticilina (31).

4.2.3 Nuevos betalactamicos

La ceftarolina y el ceftobiprol son las llamadas “cefalosporina de quinta generacién”.
Ambos antibidticos son activos frente a SARM porque se unen con alta afinidad a la
PBP2a. Como todos los betalactamicos, la unién a las PBPs bloquea la capacidad de esas
enzimas para catalizar la funcidn transpeptidasa que es necesaria para la sintesis de la
pared celular. Ambos antibidticos son también activos frente a cepas resistentes a
vancomicina y a daptomicina. La resistencia a estas cefalosporinas se debe
principalmente a mutaciones en el gen mecA, produciendo cambios en la secuencia de

aminodacidos de la PBP2a (72).

4.2.4 Vancomicina

La vancomicina es un antibidtico glucopéptido que inhibe la sintesis de la pared celular
en bacterias sensibles mediante una unién de gran afinidad con el extremo D-alanil-D-
alanina de las unidades precursoras de la pared celular. Ademas, afecta la permeabilidad

de la membrana celular bacteriana y a la sintesis de ARN. La aparicion de resistencia a la
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vancomicina resulta muy problematica, debido al uso generalizado de este antibidtico
para el tratamiento de infecciones producidas por SARM. S. aureus expone dos formas
de resistencia a la vancomicina: intermedia o de alto nivel de resistencia. Las cepas con
un nivel de resistencia intermedio a vancomicina (VISA, S. aureus con resistencia
intermedia a vancomicina, vancomycin-intermediate S. aureus) tienden a emerger con
ciclos prolongados o repetidos de tratamiento con vancomicina. Dentro de una
poblacion, multiples mutaciones diferentes confieren diferentes grados de resistencia a
la vancomicina (heterorresistencia). Una presidn sostenida en el tiempo (por ejemplo,
una terapia prolongada con vancomicina) selecciona cepas que han acumulado
gradualmente multiples mutaciones y han adquirido sucesivamente una CMI
(concentracion minima inhibitoria) mas alta a la vancomicina. La mayoria de las
mutaciones documentadas en las cepas VISA alteran el core genoma relacionado con la
biosintesis celular y autolisis de la pared. Varias de esas mutaciones, como en los genes
yycH, mprF y dItA, también confieren resistencia cruzada a la daptomicina. Las cepas
VISA se caracterizan por una pared celular mds gruesa y varios estudios indican que estas
cepas muestran una menor virulencia debido a una disfuncionalidad de agr. A diferencia
de VISA, la resistencia a vancomicina de alto nivel se produce a través de la transferencia
de plasmido del operén vanA de Enterococcus faecalis resistente a la vancomicina, que
modifica la estructura de los precursores del peptidoglicano. Afortunadamente, esta

ultima forma de resistencia es poco frecuente en S. aureus (37,70).

4.2.5 Daptomicina

La daptomicina es un lipopéptido que surgid como alternativa al tratamiento de
infecciones graves por SARM resistentes a vancomicina. La daptomicina se une, en
presencia de iones de Calcio (Ca%*), a las membranas bacterianas de las células tanto en
fase de crecimiento como estacionaria, causando una despolarizacién y conduciendo a
una rdpida inhibicién de la sintesis de proteinas, de ADN y de ARN. Se han detectado
mutantes resistentes a daptomicina en el curso del tratamiento con altas
concentraciones de este antibidtico en los que se han observado: mayor fluidez de la
membrana, aumento de la carga positiva en la superficie, reduccion de la sensibilidad a

la despolarizacion producida por la daptomicina y una disminucién de la superficie de
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union a la daptomicina. Estas alteraciones pueden deberse a mutaciones en los genes

mprF, dsp1, asp23, dItA y vraSR (72).
4.2.6 Lipoglucopéptidos

Los lipoglucopéptidos dalbavancina, oritavancina y telavancina son derivados
semisintéticos de los glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina) (72). El mecanismo de
accion de los lipoglucopéptidos es similar a la de los glucopéptidos, pero son mas
potentes y se anclan a la membrana celular aumentando la concentracién local del
antibiotico. Como ocurre en los glucopéptidos, la modificacion de la diana es el
mecanismo mas frecuente de resistencia (gen vanA). La resistencia a los
lipoglucopéptidos es rara y se ha descrito recientemente para la dalbavancina. La
estructura de la dalbavancina le permite tener una vida media muy elevada,
permitiendo su administracion una vez a la semana, sin embargo, esto permite la
emergencia de resistencia cuando los microorganismos son expuestos a niveles

subterapéuticos del farmaco (72).

4.2.7 Oxazolidinonas

Las ozazolidinonas como linezolid y tedizolid impiden la sintesis proteica de la bacteria
blogueando la formacién del complejo de iniciacién 70S al unirse al ARNr (3acido
ribonucleico ribosémico) 23S. Tedizolid tiene una actividad mds potente que linezolid ya
gue interacciona mas fuertemente con la diana y mantiene la actividad en algunos casos
de resistencia a linezolid. La resistencia a estos antibidticos es poco frecuente y se
produce por modificacién de la diana mediante tres mecanismos distintos. El mas
comun es mediante mutaciones puntuales en el gen que codifica al ARNr 23S. Los otros
mecanismos de resistencia son: mutaciones en los genes que codifican las proteinas
ribosomales L3 y L4 y la adquisicidn del gen cfr (chloramphenicol-florfenicol resistance)

(72).

67



Introduccidn

4.2.8 Aminoglucésidos

Los aminoglucésidos interrumpen la sintesis de proteinas bacterianas uniéndose al sitio
A del ARNr 16S de la subunidad 30S del ribosoma. La toxicidad y resistencia a estos
antibidticos limitan su uso en el tratamiento de S. aureus. El mecanismo de resistencia
mas frecuente se produce por enzimas modificadoras de aminoglucdsidos que acttan
inactivando a los aminoglucdsidos. Hay mas de 100 enzimas modificadoras descritas y
son codificadas por genes que se encuentran frecuentemente en plasmidos vy
transposones. Tres de estas enzimas (bifunctional aminoglycoside N-acetyltransferase
AAC (6')-le/aminoglycoside O-phosphotransferase APH (2')-la [AAC(6°)-APH(27)];
aminoglycoside 3'-phosphotransferase [APHA] y streptomycin 3"-adenylyltransferase
[ANT]) confieren resistencia a uno o mas aminoglucdsidos usados en la practica clinica,

incluyendo gentamicina, tobramicina y amikacina (72).

4.2.9 Tetraciclinas

Las tetraciclinas inhiben la sintesis de proteinas bacterianas fijandose a la subunidad 30S
del ribosoma. De este modo se impide el acceso de los aminoacil-t-ARNs, que no pueden
unirse a la proteina que se esta sintetizando. Hay diversos mecanismos de resistencia a
las tetraciclinas, pero el principal es la adquisicion de los genes tet y otr. El gen mas
comun es tetA que confiere resistencia a doxiciclina y tetraciclina. Otros genes comunes
son tetK y tetM. La resistencia a tigeciclina se ha observado en una cepa de SARM con

mutaciones en el gen rpsJ (72).

4.2.10 Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas, como ciprofloxacino, levofloxacino, la mas activa moxifloxacino y
la mas reciente delafloxacino, inhiben la ADN girasa y la topoisomerasa IV y, por tanto,
la replicacién y transcripcidn del ADN. Delafloxacino tiene una CMI mas bajaen S. aureus
gue otras fluoroquinolonas y puede inhibir a la topoisomerasa IV o la ADN girasa, o0 a
ambos enzimas. Ademas, tiene actividad contra el biofilm y las bacterias intracelulares,
pero su actividad depende del pH. La resistencia a fluoroquinolonas se debe a menudo
a mutaciones puntuales en las enzimas diana o la accién de bombas de eflujo en las

células bacterianas. En S. aureus la resistencia estd mediada usualmente por mutaciones
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en la subunidad ParC de la topoisomerasa |IV. Las bombas de eflujo activas contra
fluoroquinolonas que son mas comunes en S. aureus son NorA, NorB. NorC, MdeA, QacA
y QacB (72). Las fluoroquinolonas destacan por su actividad intracelular, por lo que son
importantes en el tratamiento de infecciones en las que se desarrolla un reservorio

bacteriano intracelular, como en las infecciones articulares (73,74).

4.2.11 Otros antibioticos

La mupirocina inhibe la sintesis de las proteinas bacterianas mediante la unién a la
iseoleucil-tRNA sintetasa de la bacteria, impidiendo la incorporacién de la isoleucina a
las proteinas. La resistencia de bajo nivel a mupirocina se debe a mutaciones en el gen
cromosomico ileS, que codifica la sintesis de la enzima isoleucil t-ARN sintetasa,
alterando en consecuencia su centro activo y disminuyendo su afinidad por la
mupirocina. La resistencia de alto nivel se debe a la adquisicién de un gen adicional, de
localizacion plasmidica (ileS2 o mupA) que codifica una isoleucil t-ARN sintetasa sin

afinidad por la mupirocina (75).

La rifampicina se une a la ARN polimerasa de la bacteria bloqueando la transcripcién. La
monoterapia con rifampicina es problematica por la rdpida emergencia de resistencia
de alto nivel, por lo que se debe usar junto con otros antibidticos. La resistencia a
rifampicina se debe a mutaciones en el gen rpoB, que codifica para la subunidad beta de
la ARN polimerasa (65). La rifampicina es un antibiético muy importante en el
tratamiento de infecciones con gran formacién de biofilm, como es el caso de las

infecciones articulares (73,76).

Los macrdlidos, como eritromicina y claritromicina, inhiben la sintesis proteica
bacteriana al unirse a la subunidad 50S del ribosoma. La resistencia a macrélidos se
produce por modificacion de la diana, por modificacién del farmaco por enzimas o por
bombas de eflujo. La clindamicina es una lincosamida que también se une a la
subsunidad 50S del ribosoma bacteriano y su resistencia se produce por los mismos

mecanismos que en los macrdlidos (65).
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La fosfomicina inhibe el enzima fosfoenolpiruvato sintetasa, inhibiendo la sintesis del
peptidoglicano, esencial en la pared bacteriana. La resistencia a fosfomicina puede
producirse por distintos mecanismos: mutaciones en los genes que codifican para los
transportadores que median la entrada de la fosfomicina a las células bacterianas (glpT
y uhpT), mutaciones en el gen murA que disminuyen la afinidad a la fosfomicina y

enzimas modificadoras de fosfomicina (fosA, fosB, fosC, fosX) (77).

Las sulfonamidas, como el sulfametoxazol, y el trimetoprim inhiben la sintesis del acido
folico, inhibiendo Ila dihidropteroato sintasa y la dihidrofolato reductasa,
respectivamente. El sulfametoxazol y el trimetoprim se administran conjuntamente en
la formulacion de cotrimoxazol y, de esta forma, ambos antibidticos actuan
sinérgicamente. La resistencia a ambos farmacos se produce por modificacién de sus

dianas (65).

El acido fusidico inhibe la sintesis de proteinas bacterianas por inhibicién del factor de
elongacion Gy su resistencia se debe a los genes fusB y fusC que codifican proteinas que
se unen al factor de elongacién G o a mutaciones puntuales en el gen que codifica para

ese factor (fusA) (65).

5. DIFICULTADES EN EL TRATAMIENTO DE LAS
INFECCIONES ARTICULARES CAUSADAS POR S. aureus

A pesar de la combinaciéon de un adecuado tratamiento antibidtico y quirurgico, las
infecciones articulares por S. aureus son muy dificiles de curar y tienen una elevada tasa
de persistencia pudiendo evolucionar a una infeccién crénica. La persistencia y
cronificacion de la infeccion se asocia a una adaptacion fenotipica de la bacteria que
conduce a una disminucién de la virulencia y a una evasién del sistema inmune del
hospedador, persistiendo la infeccidon en el interior de los osteoblastos y formando

biofilm (78).

En la Figura 18 se representan los mecanismos de persistencia de la IPA causada por S.
aureus. (1) Después de la cirugia, el hueso libera varios factores, como magnesio,
induciendo un entorno donde se puede desarrollar el biofilm de S. aureus. (2) El biofilm

se va formando por la unidon de bacterias mediante una matriz compuesta
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principalmente de exopolisacaridos, ADN extracelular (eDNA) y proteinas. (3) El acceso
a las bacterias formadoras de biofilm de las células del sistema inmune del hospedador
esta dificultada por el biofilm. (4) La estructura del biofilm induce la formacién de
gradientes de difusidn de nutrientes y oxigeno, que se encuentran en concentraciones
mas altas en las capas superiores del biofilm, y un gradiente opuesto de desechos
metabdlicos que se acumulan en las capas mas profundas. (5). Las sefales de
comunicacion son producidas y capturadas por bacterias (quorum sensing). Estas
sefiales regulan la actividad del metabolismo y la produccién de factores de virulencia.
(6) Los antibidticos penetran parcialmente en el biofilm, localizandose a mayor
concentracion en la parte superior y a concentraciones progresivamente mas bajas en
la zona mas profunda. Por tanto, mientras que las bacterias activas en las zonas
superiores mueren eficientemente, en las zonas inferiores se alcanzan concentraciones
subinhibitorias de los antibidticos que permiten que las bacterias sobrevivan,
especialmente aquellas con metabolismos lentos, y persistan. (7) S. aureus también
puede persistir en abscesos en los tejidos préoximos al hueso, o (8) internalizado dentro
de las células dseas como los osteoblastos, o incluso colonizando la red lacuno-
canalicular de los osteocitos (OLCN). Estas estrategias permiten que S. aureus evada el
sistema inmune del hospedador y pueda actuar como fuente para futuras infecciones

(79).
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Figura 18. Mecanismos de persistencia de la infeccién protésica articular producida por
S. aureus (79).

5.1 BIOFILM

5.1.1 Formacion de biofilm

La formacion de biofilm es caracteristica de la patogénesis de la IPA. Los materiales de
los que estan hechos las protesis articulares (titanio y sus aleaciones, acero inoxidable,
cromo-cobalto y biomateriales poliméricos) y los cementos de polimetilmetacrilato son
susceptibles a ser colonizados por bacterias formadoras de biofilm. El biofilm es una
estructura formada por la agregacién de células microbianas embebidas en una matriz

producida por los mismos microorganismos y que se adhiere a una superficie (19)
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(GbejuadeActaOrth2015) (Figura 19). El biofilm dificulta el efecto de los antimicrobianos

y de las defensas del hospedador en S. aureus (31).

Figura 19. Biofilm de S. aureus adherido a una prétesis. Imagen obtenida mediante
microscopia electrénica de barrido. Barra de la escala: 1 um (79).

La formacidén de biofilm ocurre en varias etapas (Figura 20) (54):

1. Unidén de los microrganismos a superficies recubiertas de proteinas de la matriz
del hospedador y agregacidn en estructuras multicelulares: la prétesis se cubre
rapidamente por una matriz formada por proteinas del hospedador, como
colageno, fibronectina y fibrindgeno. Después proteinas especificas de los
estafilococos interaccionan con esas proteinas humanas de la matriz formando
microcolonias. Entre estas proteinas de la superficie de los estafilococos, las mas
importantes son las MSCRAMMs, entre las que destacan las proteinas CIfA, CIfB,
FnBPA y FnBPB.

2. Maduracién y proliferacién: las microcolonias formadas anteriormente creceny,
ademas, secretan moléculas poliméricas (exopolisacaridos, proteinas, acidos
teicoicos y ADN (acido desoxirribonucleico) extracelular [eADN] que proviene de

células muertas) que forman la matriz del biofilm. Uno de los exopolidacaridos
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principales del biofilm es la PIA. La biosintesis de PIA se realiza por el locus ica,
(intercellular adhesion), que consta de los genes icaA, icaD, icaB e icaC.

3. Dispersion. Enzimas diversos, como nucleasas y proteasas, y las PSMs degradan
los polimeros del biofilm. El desprendimiento del biofilm facilita la diseminacion
sistémica y las complicaciones que conllevan las infecciones asociadas a
dispositivos médicos. Las PSMs tienen un papel importante tanto en la

estructuracion como en la dispersion del biofilm.
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Figura 20. Formacion de biofilm en estafilococos (54).

5.1.2 Antibidticos y biofilm

En un modelo in vitro de biofilm estafilocécico se encuentran cuatro estados
metabdlicos distintos: células en fase de crecimiento aerdbico, fermentativo, células
latentes (incluyendo células de crecimiento muy lento y persistentes) y células muertas.
Una de las caracteristicas mds importantes del biofilm es su elevada tolerancia a agentes
antimicrobianos, ya que pueden tolerar hasta 100-1000 veces mas de concentracion de
antibidticos y desinfectantes que su contrapartida plancténica. Algunos de los
mecanismos que contribuyen a la resistencia del biofilm a los antimicrobianos son los

siguientes: disminucidn de la penetracién del farmaco, diferente tasa de crecimiento y
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de gradiente de nutrientes dentro del biofilm, fendmeno de persistencia (variantes
latentes, con un nivel metabdlico bajo y tasas muy bajas de divisién celular) e induccién
de mutaciones de resistencia y de transferencia horizontal de genes de resistencia entre

bacterias debido a la elevada densidad celular del biofilm (55,80-82).

Los métodos de estudio de sensibilidad a los antibidticos que se usan en la practica
clinica (métodos de difusion en agar con disco o tiras de gradiente de antibidticos [Etest
en el caso de BioMérieux] y métodos de dilucidn) sélo son de utilidad para determinar
la sensibilidad en las bacterias plancténicas y no en las formadoras de biofilm. Existen
varios métodos para ensayar la sensibilidad a antibidticos del biofilm: sistemas cerrados
(método de placa de microtitulacion, método de Calgary [CBD, dispositivo de biofilm
Calgary, Calgary biofilm device]) y sistemas abiertos (celda de flujo, reactor del CDC
[Centro de Control de Enfermedades, Center for Disease Control]). A pesar de que las
bacterias del biofilm son mas resistentes a los antibidticos que las plancténicas, los
puntos de corte para las bacterias formadoras de biofilm no estan definidos. La ausencia
actual de estandarizacién de los métodos, pardmetros e interpretacién de los resultados
de sensibilidad a antimicrobianos en biofilm limita la aplicacién de los datos obtenidos

en el ambito clinico (76,82).

Los principales antibidticos que tienen capacidad de penetrar en el biofilm son
rifampicina, daptomicina, linezolid, levofloxacino, amikacina y vancomicina (55). La
rifampicina es el pilar del tratamiento de las infecciones osteoarticulares por S. aureus
por varios motivos: es un antibidtico bactericida para las cepas sensibles, tiene un largo
efecto postantibidtico, puede difundir muy facilmente dentro de las células y dentro de
los biofilms bacterianos donde sigue siendo bactericida y, ademas, la rifampicina puede
actuar en bacterias latentes con baja tasa de division porque inhibe la ARN polimerasa
bacteriana, bloqueando la sintesis de las proteinas bacterianas. Sin embargo, existe un
gran riesgo de emergencia de mutantes resistentes a rifampicina, por lo que requiere la
administracion conjunta con otros antibidticos (73,76,83). Se ha demostrado que los
regimenes de tratamiento con combinaciones de rifampicina son exitosos en infecciones
en las que el biofilm es inmaduro y la carga bacteriana es baja, por tanto, deberian
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reservarse para pacientes tratados con DAIR que cumplen las siguientes condiciones:
infeccidn estafilocdcica de corta duracion, piel y tejidos blandos en buenas condiciones,
implante estable y sensibilidad a rifampicina documentada. El mayor desafio en la
practica clinica es la dosificacion y duracién del tratamiento (74). Las fluoroquinolonas
(levofloxacino) son los antibidticos con los que la rifampicina se combina mas
frecuentemente en el tratamiento de la infeccidon osteoarticular por S. aureus. Las
fluoroquinolonas tienen una excelente biodisponibilidad oral y un importante efecto
postantibidtico y actividad intracelular (73,74,84-86). En los ultimos afios han surgido
nuevos antibidticos activos contra el biofilm, como dalbavancina y ceftarolina, que
ademas presentan actividad contra el SARM (87,88). En la actualidad se encuentran en
estudio diferentes estrategias para combatir el biofilm que forma S. aureus: moléculas
qgue interfieren en el sistema de quorum sensing del agr, moléculas que degradan la
matriz del biofilm o que tienen actividad bactericida contra las bacterias formadoras de
biofilm, la modificacidon de los materiales que componen los implantes para impedir la
adherencia bacteriana a los mismos, la aplicacién de nanoparticulas capaces de liberar
antibioticos y el uso de bacteriéfagos, que son virus que infectan a células bacterianas

(80).
5.2 BACTERIAS INTRACELULARES

Las bacterias pueden evadir tanto a los antibiéticos como a las defensas del hospedador
“escondiéndose” en el interior de las células de éste (Figura 21). Hasta un 8% de las
células de S. aureus invaden fagocitos no profesionales como los osteoblastos. La
internalizacion de S. aureus en ellos esta mediada por la fibronectina, que forma un
puente entre la FnBP estafilocdcica y la integrina a5B1 de los osteoblastos. Esta
interaccidn activa al ligando de apoptosis de factor de necrosis tumoral (TRAIL), que
induce la apoptosis de osteoblastos y la destruccion ésea. Ademads de esconderse en los
osteoblastos, S. aureus también puede colonizar la red lacuno-canalicular de los
osteocitos (89). Por tanto, para el tratamiento de la IPA producida por S. aureus resulta
de gran utilidad antimicrobianos con actividad intracelular, como el levofloxacino

(73,86).
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Figura 21. Invasion de las células del hospedador en la infeccién protésica articular
producida por S. aureus (89).

Los fenotipos SCV pueden localizarse intracelularmente evadiendo el sistema inmune y
facilitando la persistencia de la infeccion. Las colonias de las SCVs son mads pequenas vy,
generalmente, no pigmentadas y no hemoliticas. Se caracterizan por un crecimiento
lento y por la secrecion de factores citotdxicos a bajos niveles, que permite que las

bacterias internalizadas sobrevivan durante largos periodos de tiempo. (90-92).

5.3 OTRAS FORMAS DE EVASION DEL SISTEMA INMUNE DEL
HOSPEDADOR

Ademas de los mecanismos descritos anteriormente que utiliza S. aureus para evadir el
sistema inmune del hospedador (capacidad de formar biofilm y de internalizarse en las
células), esta bacteria posee otras caracteristicas que le ayudan a esa evasion,
principalmente la capsula antifagocitica (de tipo 5 u 8) y la proteina A (SpA), que se une

a la porcidon Fc de la inmunoglobulina evitando asi la opsonizacion (60). S. aureus induce
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la lisis de leucocitos con toxinas, como las y- hemolisinas HIgAB y HIgCB, y la LPV, y varios

PSMs.

El 90% de las cepas de S. aureus aisladas de muestras clinicas de humanos contienen un
fago, integrado en la B-hemolisina, que porta un cluster de evasion del sistema inmune.
Este cluster siempre codifica para la molécula SCIN (inhibidor estafilocécico del
complemento, staphylococcal complement inhibitor) (codificado por el gen scn), que
impide la opsonizacién y fagocitosis y, por tanto, la muerte de S. aureus producida por
los neutrofilos humanos. Ademas de la molécula SCIN, el cluster puede portar diferentes
combinaciones de otros genes que también intervienen en la evasién del sistema
inmune: SAK (estafiloquinasa, staphylokinase) y CHIPS (proteina de inhibicion de la

guimiotaxis, chemotaxis-inhibiting protein) y SEA (enterotoxina A) (93-95).
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JUSTIFICACION E HIPOTESIS

La patogénesis de la infeccidn articular es bastante compleja, sobre todo de la IPA, ya
que implica la interaccidn entre el microorganismo, la prétesis y el hospedador (13,15—
17). Esto contribuye a la complejidad del manejo terapéutico de la infeccion articular,
que debe ser médico y quirurgico, requiriendo un abordaje multidisciplinar (1). Aun asi,
la tasa de fracaso terapéutico de estas infecciones es bastante elevada (superior al 20%
en la IPA causada por S. aureus (96,97). Ademads, con el incremento en el nimero de

artroplastias, la frecuencia de la IPA estd aumentando (10-13).

S. aureus, uno de los principales microorganismos causantes de infeccion articular
(2,23), es una bacteria versatil capaz de producir distintos tipos de infeccién articular y,
ademads, con diferentes presentaciones clinicas (21,22). Esta variedad se debe,
probablemente, al gran numero de factores de virulencia que tiene este
microorganismo, regulados principalmente por el sistema regulador accesorio agr (52).
A pesar de que en la evolucién clinica de la infeccidn articular intervienen numerosos
factores, los estudios previos se han centrado en la busqueda de factores clinicos
indicadores de la evolucidén clinica de los pacientes con artritis protésica y nativa causada
por S. aureus (96—102). Sin embargo, muy pocos han estudiado las caracteristicas
microbioldgicas y los factores de virulencia y moleculares de S. aureus en estas
infecciones (50,103) y aun menos, han analizado el impacto que esos factores
microbioldgicos pueden tener en la presentacion y evolucidn clinica de los pacientes con
infeccion articular (51,78,104-106). Se dispone de muy poca informacién en cuanto a
las posibles causas de alteracidn del sistema agr y de su posible papel en la evolucion de
la infeccion articular. También existe poca informacidn sobre la posible asociacién de
determinados genotipos de S. aureus y la mayor o menor gravedad de las infecciones, o
con un diferente mecanismo patogénico. Algunos estudios han sugerido cierta
asociaciéon entre los complejos clonales CC5 y CC30 con la presencia de infecciones

osteoarticulares (50,107).
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La hipdtesis de la presente tesis es que la infeccién articular producida por S. aureus es
de gran complejidad, y que algunas caracteristicas fenotipicas y genotipicas del
microorganismo pueden tener influencia en la presentacién y en la evolucién clinica de
la infeccién. El conocimiento de estos factores podria ser uGtil para profundizar en el
mecanismo patogénico de la infeccidon articular causada por S. aureus y, en
consecuencia, podria ayudar en la toma de decisiones terapéuticas mejorando el

manejo clinico de los pacientes con esta infeccién.

82



OBIJETIVOS

83



84



Objetivos

OBIJETIVOS

1. OBIJETIVO GENERAL

Caracterizar clinica y microbiolégicamente la infeccidn articular (artritis séptica nativa e
IPA) producida por S. aureus y explorar la asociacion de las caracteristicas
microbioldgicas (fenotipicas y genotipicas) de la bacteria con la presentacién y evolucién

clinica de los pacientes.
2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar las caracteristicas clinicas y microbiolégicas de la artritis séptica nativa
producida por S. aureus, determinando la influencia de las caracteristicas
genotipicas y fenotipicas de la bacteria en la presentacion y evolucion clinica de los
pacientes.

1.1. Caracterizacion clinica de los pacientes con artritis séptica nativa causada por S.
aureus.

1.2. Caracterizacidn fenotipica y genotipica de las cepas de S. aureus causantes de
artritis séptica nativa.

1.3. Estudio de la influencia de la presencia de determinados rasgos fenotipicos y
genotipicos de las cepas de S. aureus en la evolucion clinica de los pacientes con
artritis nativa.

2. Analizar las caracteristicas clinicas y microbioldgicas de la IPA producida por S.
aureus, determinando la influencia de las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de
la bacteria en la presentacion y evolucidn clinica de los pacientes.

2.1. Caracterizacién clinica de los pacientes con IPA causada por S. aureus.

2.2. Caracterizacién fenotipica y genotipica de las cepas de S. aureus causantes de

IPA.
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2.3.

2.4,

2.5.

2.6.

Estudio de la sensibilidad a antimicrobianos en biofilm producido por las cepas
de S. aureus causantes de IPA

Estudio de la influencia de la presencia de determinados rasgos fenotipicos y
genotipicos de las cepas de S. aureus en la presentacion clinica de la IPA.
Estudio de la influencia de la presencia de determinados rasgos fenotipicos,
incluida la sensibilidad a antimicrobianos en biofilm, y genotipicos de las cepas
de S. aureus en la evolucion clinica de los pacientes con IPA.

Andlisis especifico de los episodios de IPA causada por S. aureus resistente a
meticilina, incluyendo la caracterizacion fenotipica y genotipica de las cepas, asi
como el estudio de la influencia de la presencia de determinados rasgos

fenotipicos y genotipicos en la evolucidn clinica de los pacientes con IPA.

Caracterizar en profundidad el genoma de S. aureus causante de infeccion articular

(artritis séptica nativa e IPA) mediante secuenciacidn de genoma completo.

3.1

3.2

3.3.

Estudiar la relaciéon entre las caracteristicas genéticas de S. aureus y la
presentacion y evolucion clinica de la IPA.

Comparar las caracteristicas genéticas de cepas de S. aureus causantes de IPA
persistente o recidivante respecto a cepas causantes de IPA con evolucién
clinica favorable y andlisis de los cambios genéticos que se producen en las
cepas de S. aureus durante la evolucién clinica de la IPA.

Investigar la posible asociacion del contenido genético de cepas de SARM
pertenecientes al complejo clonal principal, CC5, al tipo de infeccion articular

(artritis nativa o IPA), al hospital de procedencia y a su evolucién en el tiempo.
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MATERIALY METODO

1. DISENO DEL ESTUDIO

Se desarrollaron tres bloques de estudio para responder a cada uno de los tres objetivos

especificos de la presente tesis doctoral, respectivamente
1.1 BLOQUE |

Estudio retrospectivo de artritis séptica nativa producida por S. aureus: estudio
desarrollado durante el periodo de 2005 a 2015 en el Hospital Universitario 12 de
Octubre de Madrid. Este hospital cuenta con unas 1300 camas y presta servicio a una
poblacién de 550000 personas del sur de Madrid. Este estudio respondio a los objetivos

especificos 1.1, 1.2 y 1.3, descritos en el apartado anterior.
1.2 BLOQUE Il

Estudio de IPA producida por S. aureus. Este bloque se compone de dos estudios:

- Estudio retrospectivo de IPA producida por SARM durante el periodo de 2005 a
2015 en el Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid. Se trata de un estudio
piloto en un solo hospital y centrado en los casos de IPA producidos por SARM,
por el aumento de la incidencia de SARM en los ultimos tiempos y por la mayor
dificultad en el manejo terapéutico que genera la resistencia a los antibioticos.
Este estudio respondio al objetivo especifico 2.6.

- Estudio prospectivo multicéntrico de IPA producida por S. aureus durante el
periodo de mayo de 2016 a septiembre de 2017 en la Comunidad de Madrid
(estudio PISA: Prosthesis Infection by Staphylococcus aureus). En este estudio se
reunié una cohorte prospectiva de pacientes con IPA por S. aureus mediante la
participaciéon de 11 hospitales de la Comunidad de Madrid (Anexo |), para
profundizar en la patogénesis de esta infeccidn. Este estudio respondid a los

objetivos especificos 2.1 a 2.5.
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13 BLOQUE Il

Secuenciacion de genoma completo (SGC) de S. aureus causante de infeccidn articular.
Se secuencié el genoma completo de cepas de S. aureus de los bloques de estudio
anteriores con el objetivo de profundizar en los factores moleculares de estas cepas.
Este bloque de estudio se llevd a cabo en paralelo al estudio prospectivo PISA vy
conforme aumento la disponibilidad de la técnica de SGC, con las ventajas que tiene

respecto a los microarrays de ADN.
Este bloque se compone de tres estudios:

- Caracterizacién molecular de S. aureus causante de IPA. Este estudio respondié
al objetivo especifico 3.1.

- Caracterizacion molecular de S. aureus causante de IPA persistente y recidivante.
Este estudio respondié al objetivo especifico 3.2.

- Caracterizacién molecular del complejo clonal CC5 de SARM causante de
infeccidn articular (artritis nativa y protésica). Este estudio respondié al objetivo

especifico 3.3.
2. CONSIDERACIONES ETICAS

Los diferentes estudios desarrollados en la presente tesis fueron aprobados por el
Comité de Etica de Investigacién Clinica del Hospital Universitario 12 de Octubre de
Madrid: N2 CEl 16/188, Proyecto de Investigacion TP 16/0092 (Anexo Il). Los datos de
cada una de las variables clinicas se recogieron directamente de la historia clinica de los
pacientes por parte de los investigadores. Se adopté un procedimiento de disociacién
seguro con cualquier dato que permitiera su asociacidon con la identidad del paciente.
Por ello, no fue necesaria la incorporaciéon de consentimiento informado tal y como se
indica en la normativa vigente (BOE 310 de 25 de diciembre de 2009). Todos los datos
se procesaron de forma confidencial, y se garantizd la proteccion de datos segun los
principios de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, y del Real Decreto
1720/2007, de 21 de diciembre. También se garantizaron los derechos de los pacientes

segln la declaracion de Helsinki actualizada.
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En la Tabla 5 se describen los diferentes estudios de infeccidn articular producida por S.

aureus incluidos en la presente tesis doctoral.

Tabla 5. Caracteristicas de los estudios de infeccidn articular causada por S. aureus
incluidos en la presente tesis doctoral.

Cepas de Staphylococcus aureus

Bloque de Numero Numero Periodo de
Estudios Numero Resistencia a
estudio pacientes hospitales tiempo
cepas meticilina
Bloque I: artritis | Retrospectivo
29 21° 14 SASM y 7 SARM 1¢ 2005-2015
nativa artritis nativas
Retrospectivo
18 18° SARM 1¢ 2005-2015
IPA
Bloque II: IPA
Prospectivo Mayo 2016-
88 88P 68 SASM y 20 SARM 11
IPA (PISA) Septiembre 2017
29 SASM y 20 SARM Mayo 2016-
IPA 45 49¢ 11f
(de estudio PISA) Septiembre 2017
IPA
18 SASM y 2 SARM Mayo 2016-
Bloque Ill: SGC persistente y 14 20¢ 48
(de estudio PISA) Septiembre 2017
infeccion recidivante
articular (artritis SARM CC5
nativa e IPA) (5 de bloque Iy 33 de
Artritis nativa
38 38t bloque 11 [18 del 8h 2005- mayo2017

e IPA

estudio retrospectivo

y 15 del estudio PISA])

Abreviaturas: CC, complejo clonal; IPA, infeccion protésica articular; PISA, prosthesis infection by Staphylococcus

aureus; SARM, S. aureus resistente a meticilina; SASM, S. aureus sensible a meticilina; SGC, secuenciacion de genoma

completo.

aDe los 29 pacientes de este estudio, s6lo se incluyeron 21 cepas de S. aureus disponibles, todas ellas aisladas en el

cultivo de diagndstico de la infeccion.

bSe incluyé una cepa por paciente, todas ellas aisladas en el cultivo de diagndstico de la infeccidn.

¢En 4 casos se incluyeron 2 cepas de S. aureus.
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d Se incluyeron las dos cepas aisladas de 6 casos con IPA persistente y recidivante y 8 cepas de 8 casos que

evolucionaron favorablemente.
¢Hospital Universitario 12 de Octubre.

fHospital Universitario 12 de Octubre, Hospital Universitario Fundacién Jiménez Diaz, Hospital General Universitario
Gregorio Maranon, Hospital Universitario La Paz, Hospital Universitario Clinico San Carlos, Hospital Universitario
Principe de Asturias, Hospital Universitario de Getafe, Hospital Universitario Ramon y Cajal, Hospital Universitario de

La Princesa, Hospital Universitario Rey Juan Carlos y Hospital Universitario Puerta de Hierro.

g Hospital Universitario 12 de Octubre, Hospital Universitario Fundacion Jiménez Diaz, Hospital Universitario La Paz y

Hospital Universitario Ramoén y Cajal.

h Hospital Universitario 12 de Octubre, Hospital Universitario Fundacién Jiménez Diaz, Hospital General Universitario
Gregorio Marafion, Hospital Universitario La Paz, Hospital Universitario Clinico San Carlos, Hospital Universitario

Principe de Asturias, Hospital Universitario de Getafe y Hospital Universitario de La Princesa.

La identificacion de los casos para los estudios retrospectivos de artritis séptica nativa y
de IPA causadas por S. aureus desde 2005 hasta 2015 en el Hospital Universitario 12 de
Octubre de Madrid se realizé mediante la revisidn previa de la base de datos del Servicio
de Microbiologia del hospital, obteniéndose los casos de infeccién articular por S. aureus
en dicho periodo (artritis séptica nativa e infeccion de implantes ortopédicos) (Figura
22). El material de osteosintesis hace referencia a los implantes ortopédicos usados en
cirugia osteoarticular para estabilizar fragmentos éseos mediante implantes metalicos
en contacto con el hueso (tornillos, placas, clavos intramedulares). EI material de

osteotaxis hace referencia a los fijadores externos que estabilizan las fracturas.
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Figura 22. Artritis séptica nativa e infecciones de implantes ortopédicos causadas por
S. aureus en el Hospital Universitario 12 de Octubre desde 2005 hasta 2015.
Abreviaturas: IPA, infeccidn protésica articular; SARM, S. aureus resistente a meticilina;
SASM, S. aureus sensible a meticilina.

En el estudio retrospectivo de artritis séptica nativa causadas por S. aureus se incluyeron

los 29 casos, pero para los estudios microbiolégicos sélo se pudo disponer de 14 de las

22 cepas de SASM vy de todas las cepas de SARM (n=7). En el estudio retrospectivo de

IPA se incluyeron los 18 casos de IPA producida por SARM vy todas las cepas

correspondientes.

En el estudio prospectivo multicéntrico de IPA producida por S. aureus (estudio PISA) los

casos fueron recogidos por cada uno de los 11 hospitales participantes y los datos

clinicos de los pacientes y las cepas de S. aureus fueron enviados al centro promotor

(Hospital Universitario 12 de Octubre) para su estudio y andlisis.

La seleccidn de las cepas de S. aureus que se incluyeron en el bloque lll de SGC fue el

siguiente para los diferentes estudios:
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Caracterizacion molecular de S. aureus causante de IPA: se seleccioné al azar una
muestra representativa de los casos incluidos en el estudio PISA para profundizar
en el analisis del genoma de S. aureus.

Caracterizacidon molecular de S. aureus causante de IPA persistente y recidivante:
se incluyeron las dos cepas de todos los pacientes del estudio PISA con IPA
persistente o recidivante tratada con DAIR (desbridamiento, antibioterapia y
retenciéon del implante) (12 cepas de 6 pacientes) y 8 cepas seleccionadas de 8
pacientes del estudio PISA con IPA que también fue tratada con DAIR, pero
evoluciond favorablemente.

Caracterizaciéon molecular del complejo clonal CC5 de SARM causante de
infeccién articular. Debido a que el complejo clonal CC5 es el CC predominante
en la infeccion articular y en Espafia, se realizé este estudio multicéntrico en el
gue se incluyeron las cepas de SARM pertenecientes al complejo clonal CC5 del
bloque | y del estudio retrospectivo de IPA del bloque Il y las cepas de SARM
pertenecientes al complejo clonal CC5 del estudio PISA del bloque Il disponibles

hasta la fecha de mayo de 2017 (Figura 23).

29 casos )
Retrospectivo artritis nativa [> 7 SARM 5 CC5
2005-2015 (24.1%) (71.4%)
H. 12 de Octubre
\
56 casos
Retrospectivo IPA [> 18 SARM 18 CC5 38
2005-2015 (32.1%) (100.0%) | [| sarMm ccs
H. 12 de Octubre

J

74 casos
Prospectivo IPA (PISA) [> 18 SARM
2016-2017 (24.3%)

8 hospitales Comunidad Madrid

Figura 23. Casos de infecciones articulares causadas por cepas de S. aureus resistentes
a meticilina pertenecientes al complejo clonal CC5 que se incluyeron en este estudio,
procedentes de los tres estudios anteriormente descritos en la presente tesis doctoral.
Abreviaturas: IPA, infeccion protésica articular, SARM: S. aureus resistente a meticilina.
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3.1 PACIENTES

Se incluyeron a los pacientes mayores de 18 afios con artritis séptica nativa o IPA

producida por S. aureus.

La artritis séptica nativa estafilocdcica se definié como los casos en los que S. aureus fue
aislado de liquido articular, cultivos intraoperatorios y/o hemocultivos (108), junto con
un cuadro clinico compatible con artritis: dolor local que lleva a pérdida de funcionalidad
y presencia de signos inflamatorios (eritema caliente), derrame articular, y fiebre (109).
En el estudio de artritis séptica nativa también se incluyeron los casos producidos tras
un trauma o una cirugia articular, siempre que no se hubiera implantado un dispositivo

ortopédico.

La IPA estafilocécica se definid con la presencia de uno o mas cultivos (quirdrgico, de
liqguido articular o hemocultivo) positivos para S. aureus, junto con una presentacién
clinica compatible con IPA (como dolor articular, eritema, presencia de fistula,

purulencia alrededor de la prétesis, y/o signos inflamatorios locales) (26,102).
3.2 CEPAS DE S. aureus

Se recogieron las cepas de S. aureus obtenidas del liquido articular, biopsia articular,
hemocultivo u otra muestra clinica relevante para la artritis séptica nativa y la IPA
(material protésico). También se incluyeron las cepas de S. aureus obtenidas durante la
evolucidn clinica del paciente, por infeccion persistente o por recidiva de la infeccién.
Las infecciones polimicrobianas fueron igualmente incluidas en los estudios, si bien sélo
se analizo la cepa de S. aureus. Las cepas de los estudios retrospectivos se recuperaron

de su conservaciéon en congelacién a -80 °C.

En el estudio PISA las cepas de S. aureus fueron identificadas por los investigadores de
cada hospital participante, donde también se analizé la sensibilidad a los antibiéticos.
Todas las cepas fueron enviadas por cada hospital participante al Hospital Universitario
12 de Octubre junto con una ficha estandarizada de recogida de datos microbioldgicos
de las pruebas de rutina de sensibilidad a antibidticos realizadas por cada hospital

(Anexo Ill). Las cepas de S. aureus fueron subcultivadas en una placa de agar sangre y
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para el envio de la cepa se utilizé una torunda con medio de transporte Amies o bien se
envid la placa de agar sangre sellada. Para nombrar las cepas se establecié una

codificacion que esta recogida en el Anexo |.
4. DATOS CLiNICOS

Se recogieron datos demograficos, clinicos (caracteristicas basales, factores de riesgo,
presentacion clinica) y de tratamiento (antimicrobiano y quirurgico) de los pacientes con
infeccidon articular producida por S. aureus revisando las historias clinicas de los

pacientes.

El manejo terapéutico de los pacientes con artritis séptica nativa fue decidido por el
equipo médico multidisciplinar de cada hospital, segin las recomendaciones vigentes
(4,9). El tratamiento antimicrobiano empirico se inicié rapidamente tras realizar la toma
de muestras para estudio microbioldgico (liquido articular y/o hemocultivo) y se realizé
habitualmente administrando cloxacilina y/o ceftriaxona. En pacientes con alergia a
betalactdmicos o con factores de riesgo de infeccién por SARM se administré
vancomicina. Después se establecié el tratamiento antibidtico segun los resultados de
las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos. La indicacion de drenaje quirurgico varié
segln la articulacidon afectada (sobre todo se en las grandes articulaciones), la

presentacion clinica y el equipo médico.

El manejo terapéutico de los pacientes con IPA fue decidido por el equipo médico
multidisciplinar de cada paciente de forma individualizada, segun las recomendaciones
vigentes (12,17,26). Los pacientes con infeccidén aguda, una proétesis estable y un tejido
periprotésico en buenas condiciones fueron considerados para DAIR. En caso contrario,
se considerd el explante de la prétesis. El tratamiento empirico inicial fue habitualmente
de amplio espectro, siendo posteriormente ajustado de acuerdo con las pruebas de

sensibilidad a antimicrobianos, dando preferencia a las combinaciones con rifampicina.
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VARIABLES A ESTUDIO Y DEFINICIONES

Datos clinicos que se recogieron de los pacientes con artritis

séptica nativa producida por S. aureus (100,101).

- Sexo y fecha de nacimiento

- Comorbilidad:

Diabetes mellitus (si/no): cualquier paciente que recibia tratamiento
antidiabético (antiglucemiantes orales o insulina).

Insuficiencia renal crénica (si/no): cifra basal de creatinina >150 umol/L
(>1.7 mg/dL).

Tratamiento inmunosupresor (si/no): cualquier paciente que recibia
tratamiento habitual con glucocorticoides (cualquier dosis) u otros
inmunosupresores.

Cancer (si/no): cualquier forma neopldsica maligna activa (tumores
sélidos y hematoldgicos), si existia enfermedad residual, si el paciente
estaba bajo tratamiento quimioterdpico o radioterdpico (o lo habia
estado en los seis meses previos al episodio de artritis séptica nativa).
Cirrosis hepatica (si/no): casos de hepatopatia crénica que presentaban
datos clinicos (ascitis, encefalopatia hepdtica, ictericia) o analiticos
(hiperbilirrubinemia, coagulopatia, hipoalbuminemia) compatibles con
insuficiencia hepatica.

Enfermedad pulmonar crénica (si/no), incluyendo enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), asma y enfermedades intersticiales
pulmonares.

Cardiopatia crénica (si/no), incluyendo insuficiencia cardiaca cronica,
valvulopatia o arritmias.

Demencia (si/no) de acuerdo a valoraciones previas del médico de
cabecera, especialistas, o cuando el cuadro era evidente para sus

médicos tratantes.
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= Hemiplejia (si/no): incluyendo cualquier secuela grave de enfermedad
cerebro-vascular.

= Dermopatia (si/no): incluyendo cualquier dermopatia crdnica (psoriasis,
dermatitis atdpica, conectivopatias con afectacién cutanea...).

= Bacteriemia previa por S. aureus (si/no) y fecha.

= VIH (si/no) y estado inmunitario.

= Adiccidn a drogas por via parenteral (ADVP) (si/no) y si era activo.

= Reumatismo (si/no): enfermedad reumatica de base (artritis reumatoide,
espondiloartropatia, lupus, vasculitis, esclerodermia, sindrome de
Sjogren, sindrome overlap, otras) (110).

= Artritis microcristalina (si/no) y el tipo (gota, pirofosfato calcico,
hidroxiapatita, mixta).

= Traumatismo previo sobre la articulacién (si/no) en las cuatro semanas
precedentes al episodio de artritis.

= Cirugia previa sobre la articulacidn (si/no): tipo y fecha.

» |nstitucionalizaciéon (si/no), en pacientes que vivian en residencias
sanitarias o geriatricas.

» |ngreso antes de la artritis (si/no): apuntar fecha de alta, o bien fecha de
ingreso si era un episodio nosocomial.

= (Clasificacion de la artritis séptica nativa segun el contacto del paciente
con el sistema sanitario segun los criterios de Friedman et al (111):

» Infeccidon nosocomial (si/no): infeccién adquirida durante la
estancia en un hospital cuando el paciente lleva ingresado 48
horas o mas.

» Infeccién relacionada con el cuidado sanitario (health-care
related, HCR) (si/no):

- Paciente institucionalizado.
- Que habia acudido a un Hospital de Dia para medicacion
IV, habia recibido quimioterapia IV o se habia realizado

hemodialisis en los ultimos treinta dias.
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- Que habia recibido atencién domiciliaria sanitaria
incluyendo tratamiento IV en los ultimos treinta dias.
- Hospitalizado durante mds de cuarenta y ocho horas hasta
un afo antes de la infeccion (112) (modificado de
Friedman et al, que considera como HCR la hospitalizacion
en los ultimos noventa dias).
» Infeccidén adquirida en la comunidad: infeccién diagnosticada al
ingreso hospitalario o en las 48 horas siguientes al ingreso, para

pacientes que no cumplian los criterios de infeccion HCR.

- Presentacion clinica:

Fecha de inicio de los sintomas.

Poliarticular (si/no): si estaba afectada mas de una articulacion.
Localizacion articular.

Fiebre (si/no): si se documentaba temperatura >389C durante el
diagnéstico de la infeccion.

Signos inflamatorios (si/no): si habia presencia de eritema, aumento de
volumen articular y de partes blandas, derrame articular o calor local.
Hipotensidn arterial (si/no): <90 mmHg (referido a tension sistélica)
Leucocitos al diagndstico: cifra de la primera consulta.

PCR al diagnéstico: cifra de la primera consulta.

VSG al diagndstico.

Bacteriemia al diagndstico (si/no): hemocultivos del episodio positivos
para S. aureus.

Polimicrobiana (si/no): si participaban otros microorganismos,

especificando cudles.

- Datos de la artrocentesis:

Artrocentesis diagndstica (si/no) (o si no, los datos de la cirugia).
Aspecto (del liquido articular): normal, hematico, turbio o purulento.
Leucocitos (recuento leucocitario).

Porcentaje de PMNs del recuento leucocitario.
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= Glucosa del liquido articular.

= Cristales en liquido articular (gota, pirofosfato, hidroxiapatita...).

= Gram (referido a S. aureus): positivo, negativo o no realizado.

= Cultivo (referido a S. aureus): positivo, negativo o no realizado.
Tratamiento:

= Tratamiento quirudrgico:

» Cirugias: ninguna, artrotomia o artroscopia.

» Fechas de las cirugias.

» Numero de artrocentesis terapéuticas durante todo el
tratamiento.

= Tratamiento antibidtico: regimenes antibidticos recibidos con la fecha de
inicio y de fin de cada uno de ellos. También se recogio la fecha de
tratamiento oral definitivo, en la que todos los antibidticos se
administraron por via oral, sin volver a administrar por via IV.
Seguimiento: se define como el tiempo de seguimiento hasta el fracaso o hasta
la ultima visita de seguimiento. Se recogid a los 6, 12 y 24 meses:
= Fecha concreta de seguimiento.
= Evolucidn clinica de la infeccién y evolucién microbioldgica:

» Curacion.

» Persistencia: en ningin momento llegan a desaparecer los signos
inflamatorios, especialmente si persisten positivos los cultivos de
S. aureus.

» Recidiva: si mejoran los sintomas o desaparecen, pero al cabo de
un tiempo reaparecen, y los cultivos son negativos, o bien
positivos para S. aureus.

» Superinfeccidn: persistencia o recidiva, pero con cultivos positivos
para otros microorganismos.

= Secuela en el momento de valoracién:
» No secuelas.

» Dolor, siempre que fue relevante y sobre todo si precisé analgesia.
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» Impotencia funcional: si habia limitacion significativa del arco de
movimiento articular, apuntando los grados de movimiento, o
dificultad en la vida diaria.

» Proétesis: si se colocd una prétesis articular.

En las infecciones sobre articulacién nativa, se considerd fracaso terapéutico
cualquier situacién en la que no se consiguié la curacién de la infeccidn:
persistencia o recidiva de la infeccion estafilococica tras completar el
tratamiento antibidtico, la muerte relacionada con la infeccidn, la necesidad de
antibioterapia supresiva, o la necesidad de implantar una protesis articular

debido a las secuelas de la infeccion.

4.1.2 Datos clinicos que se recogieron de los pacientes con IPA

producida por S. aureus (96)

- Sexo y fecha de nacimiento.
- Comorbilidad:
= Diabetes mellitus (si/no).
= |nsuficiencia renal crénica (si/no).
= Artritis reumatoide (si/no).
= Tratamiento inmunosupresor (si/no).
= Cancer (si/no).
= Cirrosis hepatica (si/no).
= Enfermedad pulmonar crénica (si/no).
= Cardiopatia crdnica (si/no).
- Caracteristicas de la protesis:
= |localizacién: cadera (artroplastia total o hemiartroplastia), rodilla,
hombro, otras.
= Numero de protesis: primaria o de revision (secundaria, terciaria,
cuarta...).
» Fechadeimplantacion de la prétesis o de la Ultima revision/recambio por
motivos no infecciosos.
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Presentacion clinica:

Fecha de inicio de los sintomas: con esta fecha se definieron los tiempos
de infeccion y de inicio del tratamiento.

Clasificacion de la infeccion modificada de Tsukayama et al (22) en el
estudio retrospectivo de IPA producida por SARM:

» Postquirdrgica precoz: inicio de los sintomas en los primeros 30
dias después de la colocacién de la prétesis.

» Postquirdrgica crénica o tardia: inicio de los sintomas pasados los
primeros 30 dias desde la colocacién de la prétesis.

» Hematdgena: infeccion de presentacion aguda, en cualquier
momento tras la colocacién de la prétesis, en el contexto de una
bacteriemia (documentada o no). Si un caso era considerado
como infeccibn hematégena era excluido de la infeccién
postquirudrgica precoz o tardia.

» CIOP: aislamiento de S. aureus en los cultivos tomados durante el
recambio en un tiempo de una protesis que se habia recambiado
sin sospechar la existencia de infeccidn (22).

» Infecciéon por contigliidad (no incluida en la descripcion de
Tsukayama, y sin embargo una realidad clinica): infeccién a partir
de un foco supurado contiguo (por ejemplo, infeccién de proétesis
de rodilla en el curso de una celulitis infecciosa) (113).

En el estudio prospectivo multicéntrico de IPA producida por S. aureus
(estudio PISA), se utilizd la misma clasificacion de la IPA, pero
considerando que la infecciéon postquirdrgica precoz es aquella cuyo
inicio de sintomas se produce en los primeros 90 dias después de la
colocacidén de la prétesis y la cronica pasados esos primeros 90 dias (y no
30 dias). En el estudio retrospectivo de IPA, ésta se clasificd en infeccidon
aguda y croénica. En la infeccion aguda se incluyd a la infeccion
postquirdrgica precoz (inicio de los sintomas en los primeros 30 dias

después de la implantacion de la protesis) y a la infeccion hematdgena.
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En la infeccidn crénica se incluyé a la infeccién postquirudrgica crénica o
tardia y a la infeccién con CIOP.

» Fiebre (si/no): si se documenta temperatura >37 °C durante el
diagnéstico de la infeccidn.

= Dolor (si/no).

= Signos inflamatorios (si/no).

» Fistula (si/no): presencia de trayecto fistuloso.

= Descarga purulenta (si/no): presencia de exudado macroscépicamente
purulento ya sea por la herida quirdrgica o por un trayecto fistuloso.

= Recuento leucocitario en el momento del diagndstico.

= PCR en el momento del diagndstico y antes de la cirugia terapéutica.

= Radiografia al diagndstico: normal, signos de radiolucencia o
aflojamiento y signos de osteomielitis.

- Datos microbiolégicos elementales:

= Sensibilidad de S. aureus a meticilina: sensible o resistente.

= Bacteriemia (si/no).

= |Infecciéon polimicrobiana (si/no): si habia presencia de otros
microorganismos en los cultivos valorables (hemocultivos, liquido
sinovial, muestras intraoperatorias).

- Tratamiento:

= Tratamiento quirudrgico:

» Tipo de cirugia: no cirugia, desbridamiento con retencién del
implante, recambio protésico en un tiempo, recambio protésico
en dos tiempos (primera cirugia), recambio protésico en dos
tiempos (segunda cirugia), cirugia de artrodesis y amputacién.

» Fecha de la cirugia.

» Recambio de los componentes moviles (si/no; sélo para las
cirugias de desbridamiento) (ej. pieza de polietileno, cabeza

femoral en las prétesis de cadera).
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» Colocacién de espaciador de cemento (si/no; sélo para las cirugias
de explante protésico). En caso afirmativo, se especificaba el
antibiotico.

Tratamiento antibidtico hasta cada cirugia con la fecha de inicio y de fin,

recogiendo expresamente si se habia tratado con rifampicina.

Seguimiento: se realizd durante un minimo de un afo, hasta fallecimiento,

fracaso terapéutico o pérdida de seguimiento.

Fecha del dltimo control: al margen de si la IPA se habia curado o no.
Evolucion de la infeccién: curacién, persistencia estafilocécica tras mas
de siete dias del inicio del tratamiento antimicrobiano, superinfeccién
por otros microorganismos o persistencia estafilocdcica y superinfecciéon
por otros microorganismos.

Necesidad de antibioterapia supresiva (si/no): combinacion antibidtica y
fecha de inicio.

PCR en la ultima visita de seguimiento.

Funcionalidad en la ultima visita de seguimiento (para las prétesis de
extremidades inferiores): si caminaba sin ayuda, precisaba un apoyo
(bastén o muleta), precisaba dos apoyos (bastones, muletas o un
andador); no caminaba (silla de ruedas o encamado).

Radiografia (ultima disponible): del mismo modo que la radiografia al
diagndstico.

Mortalidad (si/no): si estaba relacionada con la infeccién y la fecha de la

muerte.

Resumen del seguimiento: curacioén de la infeccidn por S. aureus, superinfeccion

por otros microorganismos y explantacion de la protesis.

Curacion de la infeccion estafilocdcica (si/no): curacion al margen de si se
habia tenido que retirar la prétesis, o amputar al paciente, o que existiera
superinfeccion por otros microorganismos.

Superinfeccién por otros microorganismos durante el episodio (si/no),

especificando el microorganismo.
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= Si hubo que explantar la protesis (si/no) y el motivo del explante:
infeccién sin indicacidon de retencidén, persistencia o recidiva
estafilocdcica, infeccién por otros microorganismos, persistencia o
recidiva estafilococica e infeccion por otros microorganismos,
inviabilidad de tejidos blandos, aflojamiento aséptico u otros motivos
ortopédicos no infecciosos. Se definid persistencia como aquel caso de
IPA con un segundo aislamiento de S. aureus en un paciente durante el
tratamiento antibidtico (tras mas de siete dias del inicio del tratamiento
antimicrobiano) y recidiva como aquel caso de IPA con un segundo

aislamiento en un paciente sin tratamiento antibidtico.

De forma global, en las IPAs se considero fracaso terapéutico cualquier situacién
en la que no se consiguio el objetivo de curacién de la infeccién con una prétesis
articular funcional. Esto incluye la persistencia o recidiva de la infeccion
estafilocdcica y la muerte relacionada con la infeccion (muerte por cualquier
causa dentro de los 90 dias después de la cirugia). En las IPAs manejadas con
retencidon del implante, también se incluyd la necesidad de terapia de rescate,
como un desbridamiento adicional pasados 30 dias desde la primera cirugia, la
necesidad de un explante protésico para controlar la infeccion o la antibioterapia
supresiva. En las IPAs manejadas con explante protésico (infecciones croénicas) el
fracaso terapéutico también incluyd la imposibilidad de volver a implantar una

nueva protesis.

RECOGIDA DE LA INFORMACION CLIiNICA

Las variables clinicas a estudiar de los pacientes se recogieron mediante bases de datos

estandarizadas que se disefiaron ad hoc con el programa Microsoft Access (Anexo IV

para la recogida de datos clinicos de pacientes con artritis séptica nativa y Anexo V para

la recogida de datos clinicos de pacientes con IPA). En el estudio PISA los investigadores

clinicos de cada hospital participante cumplimentaban la informacion clinica de los

pacientes rellenando el Anexo V.
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5. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA Y MOLECULAR
DE LAS CEPAS DE S. aureus

En este apartado se describen simultaneamente los métodos utilizados en los tres
bloques de la presente tesis doctoral. En cada procedimiento se especifica en qué cepas
de los bloques | y Il se realizaron, debido a que las cepas incluidas en el bloque Il se
seleccionaron de los bloques anteriores; en el bloque Ill se realizd, ademas, la SGC de

las cepas que se incluyeron.

5.1 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE LA INFECCION
ARTICULAR E IDENTIFICACION DE S. aureus

Para el diagndstico microbioldgico de la infeccidn articular, tanto de artritis nativa como
de IPA, se procesaron en el laboratorio de Microbiologia muestras de liquido articular y
de sangre. Ademas, en el caso de la IPA también se procesaron entre 5 y 6 biopsias de

tejido periprotésico de cada paciente y material protésico.

Las muestras se trataron segun los procedimientos de cada uno de los laboratorios de
Microbiologia que participaron en el estudio. Las muestras de biopsias y material
protésico fueron pretratadas antes de su siembra en los medios de cultivo
correspondientes. Las muestras de biopsias se cortaron en trozos en una placa de Petri
estéril con un bisturi estéril y los distintos fragmentos se homogeneizaron en un mortero
estéril con 1-2 mL de caldo de cultivo. En el caso de las muestras de material protésico,
se afadiod al recipiente que lo contenia un volumen de tampdn PBS (tampdn fosfato
salino, phosphate buffered saline) necesario para cubrir la prétesis y, después, se agitd
el recipiente intensamente en vértex durante 30 segundos. En algunos laboratorios se

realizé la sonicacién del material protésico (114).

Las muestras de biopsias y material protésico, tras ser tratadas como se ha expuesto
anteriormente, y las muestras de liquido articular se sembraron en los medios de cultivo
sélidos (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia) de agar sangre (agar Columbia con sangre
de carnero al 5%), agar chocolate, agar MacConkey y agar Schaedler con 5% de sangre

de carnero (agar SCS) para cultivo de bacterias anaerobias, y también se sembraron en
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el medio liquido de enriquecimiento tioglicolato. Los medios de cultivo de agar sangre y
MacConkey fueron incubados al menos durante 7 dias a 37 °C; el agar chocolate al
menos durante 7 dias a 37 °C en atmdsfera con 5% de CO; y el agar SCS al menos durante
7 dias a 37 °C en atmdsfera de anaerobiosis. El medio de tioglicolato fue incubado al
menos durante 10 dias a 37 °C. Si a los 10 dias el medio permanecia transparente, se
subcultivaba a los medios sdlidos de agar sangre, chocolate y SCS. A las muestras de
biopsia y de liquido articular también se les realizaba una extensién de Gram. Las
muestras de sangre fueron inoculadas en botellas de hemocultivos que se incubaron en
el sistema BacT/ALERT 3D (Biomerieux, Marcy-I'Etoile, Francia) hasta 5 dias. Por tltimo,
si habia cantidad de liquido articular suficiente, éste se recibia en el laboratorio también

inoculado en botellas de hemocultivos.

Las cepas de S. aureus fueron identificadas fenotipicamente por presentar un color
amarillento y B-hemodlisis en las colonias en medios de cultivo sélidos. La identificacidon
fue confirmada mediante diferentes técnicas seglin su disponibilidad a lo largo del
tiempo. Inicialmente mediante Pastorex Staph-plus (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, EEUU), que es una prueba rapida de aglutinacién en portaobjeto para la
deteccion simultdnea de la afinidad para el fibrinégeno (clumping factor), de la proteina
A y de los polisacaridos capsulares de S. aureus. El reactivo estd compuesto por
particulas de latex sensibilizadas con fibrindgeno e IgG, asi como con anticuerpos
monoclonales especificos desarrollados contra los polisacdridos capsulares de S. aureus.
La identificacién también se realizaba mediante las pruebas bioquimicas de MicroScan
Walkway® (Beckman Coulter, Indianapolis, EEUU). A partir de 2014, se identificaron las
cepas de S. aureus mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) (desorcidn/ionizacién laser asistida por una matriz con deteccién de
masas por tiempo de vuelo, Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight),
segln las instrucciones del fabricante. La identificacién de todas las cepas de la presente
tesis doctoral se confirmdé mediante MALDI-TOF, tanto de las cepas del Hospital
Universitario 12 de Octubre que fueron descongeladas, como de las cepas que
aportaron otros hospitales y que venian ya identificadas en el laboratorio de
Microbiologia de origen.
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5.2 PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS

5.2.1 Bacteria planctonica

El estudio de sensibilidad a antibiéticos de las cepas de S. aureus en estado plancténico
se realizd mediante el sistema automatizado de microdilucién en caldo MicroScan
Walkway® (Siemens, Sacramento, California, EEUU) y la interpretacion se realizé segun
los criterios de EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
Comité europeo de pruebas de sensibilidad a antimicrobianos). Los antibidticos que se
estudiaron fueron: penicilina, oxacilina, vancomicina, teicoplanina, daptomicina,
linezolid, eritromicina, clindamicina, gentamicina, rifampicina, cotrimoxazol,
ciprofloxacino, levofloxacino, fosfomicina, mupirocina y acido fusidico. La sensibilidad a
estos antibidticos se realizé en cada hospital participante y después se comprobd en el

Hospital Universitario 12 de Octubre.

Ademas, se determiné la CMI de vancomicina (Biomerieux, Marcy-I'Etoile, Francia),
daptomicina (Biomerieux, Marcy-I'Etoile, Francia) y dalbavancina (Liofilchem, Roseto
degli Abruzzi (Te), Italia) por el método de difusién en agar con tiras de gradiente de
antibidticos, siguiendo las recomendaciones y criterios de EUCAST. Se sembrd una
suspension de la bacteria con una turbidez al 0.5 McFarland en placa de Mueller-Hinton
(Biomerieux, Marcy-I'Etoile, Francia) que se incubé con las tiras de antibiéticos a 37 °C
durante 24 horas. También se estudio la presencia de cepas con resistencia fenotipica
heterogénea a vancomicina (hetero-VISA, h-VISA) en aquellas cepas con una CMI a
vancomicina por Etest 21.5 mg/Ly en las cepas persistentes y recidivantes de un mismo
paciente. Se analizd mediante el macrométodo de Etest (115), que consiste en la
siembra de una suspensidn de la bacteria con una turbidez al 2.0 McFarland en el medio
sélido BHI (infusion de cerebro y corazdn, brain heart infusion) (Sigma-Aldrich, San Luis,
Misuri, EEUU), junto con un Etest de vancomicina y otro de teicoplanina e incubacién a
37 °C durante 48 horas. Se consideraron h-VISA las cepas que presentaron una CMI de

vancomicina y teicoplanina 28 mg/L.

La sensibilidad a los antibidticos mediante el sistema automatizado de microdilucién en
caldo y la CMI a vancomicina y a daptomicina se determinaron en todas las cepas de S.
aureus de la presente tesis doctoral. La CMI a dalbavancina se determind en el estudio
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retrospectivo de IPA del bloque Il y la resistencia fenotipica heterogénea a vancomicina

se analizé en el estudio prospectivo multicéntrico de IPA del bloque Il (estudio PISA).

5.2.2 Bacteria formadora de biofilm

El estudio de sensibilidad a antibidticos de las cepas de S. aureus formadoras de biofilm
se realiz6 mediante el método de Calgary (CBD) para los antibidticos oxacilina,
daptomicina, levofloxacino y rifampicina (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU). El
dispositivo que se utiliz6 como CBD fue la placa MBEC Biofilm Inoculator (Innovotech,
Edmonton, AB, Canada), que consiste en una placa de microtitulacion de 96 pocillos con
una tapa que contiene 96 pinchos de poliestireno que encajan en cada uno de los
pocillos. En los pinchos de la tapa es donde se va a adherir la bacteria formando el
biofilm, que se va a poner en contacto con el antibidtico que se encuentra en los pocillos
en diferentes concentraciones. Las células dispersadas, que se desprenden de la
superficie del biofilm, sirven como inéculo para determinar las CMIs del biofilm (Figura

24) (116).

Biofilm

Shedding

Ry,

o i - -
Dispersed:
Cells A

Figura 24. Dispositivo Calgary utilizado en el ensayo (izquierda). Formacién de biofilm
bacteriano en un pincho (peg) del dispositivo Calgary (derecha) (116).
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Los parametros de sensibilidad a los antibidticos que se determinaron en el biofilm

fueron los siguientes (14,116):

CMEB (concentracion minima de erradicacion de biofilm; minimal biofilm
erradication concentration, MBEC): concentracién mads baja de antibidtico
necesaria para erradicar el biofilm, o, en otras palabras, la menor concentraciéon
de agente antimicrobiano que previene el crecimiento visible en el medio de
recuperacion de las células del biofilm.

CMIB (concentracion minima inhibitoria del biofilm; minimal biofilm inhibitory
concentration, MBIC): es la concentracién mas baja de antibidtico que da lugar a
una diferencia de DO a una longitud de onda de 650 nm <10% de la media de
lectura de dos pocillos de controles positivos. La CMIB también se puede definir
como la concentracidn mas baja de antimicrobiano que inhibe el crecimiento de
las células dispersadas del biofilm.

CMBB (concentraciéon minima bactericida del biofilm; minimal biofilm biocidal
concentration, MBBC): concentracion mds baja de antibidético que elimina el
99.9% de las células recuperadas de un cultivo de biofilm en comparacién con el
crecimiento control, o, en otras palabras, la menor concentracién de agente

antimicrobiano que elimina el 99.9% de las células dispersadas del biofilm.

El procedimiento experimental de CBD que se realizo fue el siguiente (14,116-119):

Se utilizé la cepa S. aureus ATCC 29213 como cepa control. Una columna de la placa del

CBD se usé como control de esterilidad (sin indculo bacteriano ni antibidtico) y otra

como control de crecimiento (sin antibidtico). El esquema del procedimiento

experimental completo del dispositivo CBD se encuentra en la Figura 25.
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Figura 25. Procedimiento experimental completo del sistema Calgary. Modificado de
Innovotech (116).

A continuacidn, se describe detalladamente el procedimiento experimental de CBD:

1. Preparacién del indculo bacteriano (Figura 26): tras cultivar a la cepa bacteriana
en agar sangre e incubacién a 37 °C durante 24 horas, se prepard una suspension
bacteriana con una turbidez al 1.0 McFarland en TSB (caldo de soja triptica,
tryptic soy broth) 1% glucosa (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) y se diluyd
30 veces para obtener una suspension bacteriana de 1x10’ UFCs (unidades
formadoras de colonias)/mL. El inéculo bacteriano fue verificado realizando

diluciones seriadas y posterior cultivo y recuento de UFCs.
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Figura 26. Preparacion del indculo bacteriano (Manual2Harrison)_MBECinnovotech)

2.

112

(120).

Inoculacidn bacteriana y formacion de biofilm: se afiadid a cada pocillo de la base
de la placa del CBD 150 pL del inéculo bacteriano y se incubd a 37 °C en agitacion
(120 rpm) durante 24 horas.

Preparacion de la placa de antibidticos.

Los antibidticos de los que se analizé la sensibilidad de las cepas de S. aureus
formadoras de biofilm fueron oxacilina, daptomicina, levofloxacino y rifampicina.
La solucidn stock de cada antibidtico fue preparada segun las instrucciones del
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, Instituto de normas clinicas y
de laboratorio). Después se prepard una soluciéon de cada antibidtico a la
concentracion maxima que se analizd (256 mg/L) en caldo Mueller-Hinton
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EEUU) para oxacilina
levofloxacino y rifampicina y en caldo Mueller-Hinton ajustado con 50 mg/L de
calcio (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) para la daptomicina. A
continuacion, se prepard una placa de microtitulaciéon de 96 pocillos de fondo
plano (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) con las diluciones seriadas de cada
antibidtico desde 256 hasta 0.5 mg/L en caldo Mueller-Hinton (ajustado con

calcio para daptomicina).

También se estudio la sensibilidad de las cepas de S. aureus formadoras de

biofilm a la combinacién de levofloxacino y rifampicina:

- Rifampicina (en un rango de concentraciones de 0.5-256 mg/L) con una

concentracion fija de 3 mg/L de levofloxacino.
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- Levofloxacino (en un rango de concentraciones de 0.5-256 mg/L) con una

concentracion fija de 5 mg/L de rifampicina.

Las concentraciones usadas de rifampicina y levofloxacino fueron aquellas que

se esperan en el tejido éseo (Tabla 6).

Tabla 6. Concentraciones de rifampicina y levofloxacino esperadas en tejido éseo en
humanos adultos.

Dosis® Crnax” Unidn a proteinas  Concentracién en
Referencias
(mg) (mg/L) plasmaticas (%) hueso® (mg/L)
Rifampicina 600 12.5 80 5 (76,121,122)
Levofloxacino 750 8 30 3 (123-125)

2Dosis terapéutica estandar que se administra a humanos.
b Concentracién maxima en suero después de la administracién del antimicrobiano.

¢ Concentracion de antibidtico libre esperada en hueso teniendo en cuenta la unién a proteinas

plasmaticas y la acumulacién del farmaco.

4. Eliminacion de las células dispersadas del biofilm: se transfirid la tapa con
pinchos de la placa del CBD, con el biofilm ya formado en ellos, a una placa de
microtitulacion de 96 pocillos de fondo plano con suero fisioldgico salino (NaCl
0.9%).

5. Control de crecimiento de biofilm: se realizd en varios pinchos de la placa del
CBD, entre ellos de la columna de control de crecimiento de la cepa control ATCC
29213, para comprobar que la densidad de la suspension era la adecuada (10% -
10° UFC/mL por pincho). Se desprendieron los pinchos y cada uno se introdujo
en un tubo con agua estéril que se sometio a sonicacién a intensidad elevada. Se
realizaron diluciones seriadas y posterior cultivo y recuento de UFCs.

6. Puesta en contacto del biofilm con los antibidticos (Figura 27): tras la eliminacion

de las células dispersadas del biofilm, se transfirié la tapa con pinchos de la placa
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del CBD a la base de la placa de microtitulacién preparada con las diluciones de

antibiodticos y se incubo estaticamente a 37 °C durante 24 horas.

Rinse pegs S— = N :
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Biofilms
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Figura 27. Exposicion del biofilm bacteriano al antibidtico (120).

7. Determinacién de la CMEB (Figura 28).

Neutralizacion del antibiético: al acabar las 24 h de incubacién del biofilm con
el antibidtico, se transfirié la tapa con pinchos de la placa del CBD primero a
una placa de microtitulacién de 96 pocillos de fondo plano con suero
fisiolégico salino (solucién neutralizadora) y después a otra placa también
con suero fisioldgico salino. La placa de microtitulacidon con antibidticos se
reservo para determinar la CMIB y la CMBB mas adelante.

Recuperacién de la bacteria superviviente en el biofilm: se transfirié la tapa
con pinchos del Calgary desde la segunda placa neutralizadora a una placa de
microtitulacion de 96 pocillos de fondo plano con caldo Mueller-Hinton,
ajustado con calcio en el caso de la daptomicina, (medio de recuperacién).
La tapa con pinchos en el medio de recuperacidén se sometid a sonicacién a
intensidad elevada durante 5 minutos. Después se incubd la placa con el
medio de recuperacién (ya sin la tapa con pinchos) a 37 °C durante 24 horas

y se realizd la medida de la CMEB visualmente por la turbidez del medio.



Material y Método

HANEAREF T

- . =]
| |eceRse ( ! >
. s
SOV IV Water

Biofilms Recovery plate
| Ty g Sonicator

Figura 28. Neutralizacion del antibidtico y recuperacién de la bacteria superviviente en
el biofilm (120).

8. Determinacién de la CMIB visualmente por la turbidez del medio en la placa de
microtitulacion con las diluciones seriadas de antibidticos.

9. Determinacion de la CMBB: se afiadié 20 uL de cada pocillo de la base con los
antibidticos a cada pocillo de una placa de microtitulacion de 96 pocillos de
fondo plano con 180 uL de caldo Mueller-Hinton (ajustado con calcio en el caso
de la daptomicina). Después se incubd a 37 °C durante 24 horas y se realizd la

medida de la CMBB visualmente por la turbidez del medio.

El estudio de sensibilidad a antibidticos de las cepas de S. aureus formadoras de biofilm
se realizd en las cepas de pacientes tratados con DAIR del estudio prospectivo
multicéntrico de IPA del bloque Il (estudio PISA) y para los antibiéticos administrados
durante un periodo de tiempo significativo (=14 dias en el primer mes tras el DAIR y/o

>21 dias durante todo el tratamiento).

5.3 CARACTERIZACION FENOTIPICA

5.3.1 Hemodlisis
5.3.1.1 B-hemodlisis (a-hemolisina)

Se analizé la B-hemolisis debida a la actividad de la a-hemolisina (Hla) que producian las
cepas de S. agureus en agar sangre tras su incubacion a 37 °C durante 16 horas. La B-
hemolisis fue definida como la presencia de un halo claro (hemélisis completa) en el

agar sangre alrededor de las colonias bacteriana y fue evaluada visualmente por dos
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observadores diferentes (126). La hemolisis fue categorizada en negativa, positiva débil
y positiva fuerte (Figura 29). La B-hemodlisis se analizé en todas las cepas de S. aureus de

la presente tesis doctoral.

Figura 29. B-hemolisis negativa, positiva débil y positiva fuerte (de izquierda a derecha)
de cepas de S. aureus en agar sangre.

5.3.1.2 Hemolisis turbia (B-hemolisina)

Se observaron las cepas productoras de halos turbios de hemdlisis rodeando a las
colonias de S. aureus en agar sangre por expresion de la B-hemolisina (Hlb) (Figura 30)
(126). EI 90% de las cepas de S. aureus aisladas de muestras clinicas de humanos
contienen un fago, integrado en la B-hemolisina, que porta un cluster de evasion del
sistema inmune. Por tanto, en las cepas que no presentan este fago se puede expresar
la B-hemolisina (95,127), mostrando, ademads de B-hemdlisis, halos turbios de hemolisis
en agar sangre. Los halos turbios de hemdlisis se analizaron en todas las cepas de S.

aureus de la presente tesis doctoral.
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Figura 30. Cepa de S. aureus con halo turbio por expresién de la B-hemolisina.

5.3.1.3 6-hemolisis (funcionalidad de agr)

El RNAIII codifica para la 6-hemolisina y, por tanto, la expresion de la §-hemolisina indica
funcionalidad de agr. De este modo, la funcionalidad de operdn agr se midié por la

produccién de 6-hemolisina, cuya lisis es aumentada por la B-hemolisina (128).

Se sembro en agar sangre una estria de la cepa a estudiar de forma perpendicular a otra
estria de la cepa de S. aureus RN4220, que produce sélo B-hemolisina y se incubd a 37
°C durante 24 horas. Un area de hemdlisis aumentada en la interseccion de la cepa B-
hemolitica RN4220 con la cepa a estudio fue interpretada como indicativo de produccién
de 6-hemolisina, y, por tanto, de un agr funcional. La disfuncionalidad de agr se definid
como ausencia completa de 6-hemolisis. La funcionalidad de agr fue categorizada en
negativa, positiva débil o positiva fuerte (Figura 31). La funcionalidad de agr se analizé

en todas las cepas de S. aureus de la presente tesis doctoral.
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Figura 31. Cepas de S. aureus en agar sangre con funcionalidad de agr positiva
(izquierda) y negativa (derecha). En horizontal se encuentra la estria de la cepa de S.
aureus RN4220, que produce sélo B-hemolisina.

5.3.2 Fenotipo de las colonias de S. aureus

Se observd el fenotipo que presentaban las colonias de S. aureus tras incubacién en agar
sangre a 37 °C durante 24 horas. Se distinguié entre el fenotipo salvaje de colonia
(habitual) y otros fenotipos no salvajes como el fenotipo SCV y el fenotipo mucoso. Una
colonia con fenotipo salvaje mide de 1 a 3 mm tras 24 horas de incubacién y una colonia
SCV mide un décimo del tamafio de una colonia con fenotipo salvaje. Ademas, las
colonias con fenotipo SCV no suelen presentar pigmentacion ni hemdlisis, o ambas son
muy reducidas, a diferencia de las colonias con fenotipo salvaje (91). Las diferencias
entre ambos fenotipos pueden observarse en la Figura 32. El fenotipo de las colonias se

analizé en todas las cepas de S. aureus de la presente tesis doctoral.

Figura 32. Colonias de S. aureus con fenotipo salvaje (izquierda) en agar sangre y con
fenotipo SCV (derecha).
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5.3.3 Formacion de biofilm

La cuantificacién de la biomasa del biofilm se evalud por el método de cristal violeta

(129). El procedimiento experimental fue el siguiente:

1. Pase a agar sangre de las cepas a estudiar, incluyendo la cepa S. aureus
ATCC25923 e incubacion a 37 °C durante 24 horas.

2. Preparaciéon de una suspensioén de la bacteria con una turbidez al 0.5 McFarland
en suero fisioldgico salino.

3. Dilucién de la suspension anterior a 1:100 en caldo TSB suplementado con 1% de
glucosa.

4. Transferencia de 200 pL de la dilucién anterior por triplicado a los pocillos de una
placa de microtitulacién de 96 pocillos de fondo plano. El control negativo era
sdlo medio de cultivo, sin bacteria.

5. Incubacién de la placa de microtitulacion a 37 °C durante 24 horas.

6. Tres lavados con 200 uL de agua destilada.

7. Tincién con 200 pL de cristal violeta (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) al
0.7% durante 1 minuto.

8. Tres lavados con 200 uL de agua destilada y dejar que se sequen los pocillos.

9. Disolucion del colorante en 200 pL de acido acético glacial (PanReac AppliChem,
Cataluia, Espafia) al 33% (disolucion decolorante).

10. Medicion de la DO a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotémetro.

El experimento se repitid en cada cepa por triplicado y los resultados se interpretaron
segln los criterios de Stepanovic et al, que tiene en cuenta el valor de densidad dptica
(DO) obtenido respecto a un control negativo para categorizar la formacién de biofilm
en no productor, productor débil, productor moderado y productor fuerte de biofilm
(130). La formacidn de biofilm se analizé en todas las cepas de S. aureus de la presente

tesis doctoral.
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5.3.4 Sensibilidad al péptido de neutréfilo humano 1

El estudio de la sensibilidad de las cepas de S. aureus al péptido de neutréfilo humano 1

(a-defensina-1) se realizd con el siguiente procedimiento experimental (131):

1. Pase a agar sangre de las cepas a estudiar e incubacién a 37 °C durante 24 horas.

2. Preparacion de una suspension de la bacteria con una turbidez al 0.5 McFarland
(=108 UFC/mL) en fosfato monopotésico (KH2PO4) (10 mM, pH=7.4) con 1% de
caldo BHI (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU).

3. Dilucién de la suspensidn anterior, en fosfato monopotdsico con 1% de caldo BHI,
hasta preparar dos diluciones de la cepa bacteriana de 10° UFC/mL.

4. A partir de una de las diluciones bacterianas de 10° UFC/mL se prepard, en
fosfato monopotasico con 1% de caldo BHI, una dilucién de 103 UFC/mL que se
cultivd y se contaron las UFCs para determinar el indculo en la dilucién de 10°
UFC/mL (indculo inicial, bacteria sin péptido).

5. A la otra dilucién bacteriana de 10° UFC/mL se le afiadié 10 pg/mL del péptido
(Peptide Insitute, Inc., Osaka, Japén) disuelto en PBS. Se incubd a 37 °C durante
2 horas la bacteria con el péptido y después se cultivd y se contaron las UFCs
(indculo final, tras incubacién de la bacteria con el péptido).

6. Andlisis del porcentaje de supervivencia de la cepa bacteriana al péptido a partir

de las UFCs iniciales y finales.

El experimento se repitid en cada cepa por triplicado. El estudio de sensibilidad al
péptido de neutrdfilo humano 1 se realizd en una seleccién de cepas del estudio

retrospectivo de IPA del bloque II.

5.3.5 Estudio de virulencia en el modelo in vivo de Galleria
mellonella
El modelo de invertebrado G. mellonella fue usado como modelo in vivo de estudio de

la virulencia producida por las cepas de S. aureus. El procedimiento experimental que se

realizo fue el siguiente (132):

1. Seleccién de larvas de G. mellonella (Bichosa, Galicia, Espafia) de unos 400 mg

de peso. Se utilizaron 15 larvas por cada cepa problema para ser inyectadas con
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ella, 15 larvas para inyectar con la cepa inactivada a 95 °C durante 10 minutos
(control para descartar cualquier reaccién no infecciosa debida a los
componentes de S. aureus), 15 larvas para inyectar con PBS (control del trauma
fisico debido al pinchazo) y 15 larvas como control sin inyectar. Tras la seleccién
de las larvas, se incubaron a 37 °C durante 24 horas en placas de Petri. Se realizé
el cultivo de las cepas a estudiar en agar sangre e incubacion a 37 °C durante 24
horas.

2. Tras el lavado con etanol al 70% del hemocele de cada larva, se inocularon con
jeringa Hamilton por el hemocele 10 uL de una suspension bacteriana de 108
UFC/mL en PBS. Se comprobd ese indculo bacteriano inicial haciendo diluciones
seriadas y contando las UFCs tras su cultivo. También se comprobd que la cepa
inactivada no crecia en cultivo.

3. Incubacién de las larvas a 37 °C y recuento cada 24 horas de las larvas muertas
durante 5 dias. Las larvas de color negro (por melanizacion) y que no respondian

a estimulos se consideraron muertas (Figura 33).

El experimento se repitid en cada cepa por triplicado. Cada experimento se consideré
como invélido si morian mas de dos larvas en los controles. El estudio de virulencia en
G. mellonella se realizd en una seleccion de cepas del estudio retrospectivo de IPA del

bloque Il

Figura 33. Larva de G. mellonella muerta (arriba, negra) y viva (abajo) (133).
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54

54.1

CARACTERIZACION GENOTIPICA

Electroforesis en gel en campo pulsante (PFGE)

El procedimiento experimental que se siguid para realizar la tipificaciéon molecular

mediante PFGE se encuentra esquematizado en la Figura 34 y fue el siguiente (134):

1. Preparacién de las muestras: se inoculd en caldo de cultivo LB (Luria-Bertani)

(Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) colonia de las cepas de S. aureus de un

cultivo en agar sangre y se incubd el LB a 37 °C durante 18 horas en agitaciéon a

200 rpm.

2. Preparacién de los insertos de agarosa.

Se centrifugaron 0.5 mL de la suspensién bacteriana durante 2 min a 8000
rpm.

El sedimento se resuspendid en 0.5 mL de buffer PIV (0.01 mM Tris-HCI
[pH=8], 1 M NaCl) (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) y se centrifugd de
nuevo.

El pellet se resuspendié en 200 plL de buffer PIV. Se ajusté la concentracién
bacteriana por lectura de la DO. Para ello se anadié 1 mLde PIVa 5 pLdela
suspension bacteriana y se midié la DO a una longitud de onda de 620 nm en
un espectrofotdmetro. Mediante la siguiente férmula se calculd el volumen
de buffer PIV que habia que afiadir a cada suspensién bacteriana para que
todas tuvieran la misma concentracién: Volumen de PIV= (40 x DOe20 x 210)
—210.

Una vez afiadido el volumen de buffer PIV necesario, se mezclaron 200 plL de
la suspensién anterior con 200 plL de agarosa de bajo punto de fusién (Bio-
Rad®, Hercules, California, EEUU) al 2% en un buffer TBE 0.5x (Tris-HCI 50
mN, H3BO3 50 nM, EDTA 0.2 nM) (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU). Se
inoculd la mezcla en los moldes y los insertos de agarosa se dejaron solidificar

durante una hora a 4 °C.

3. Lisis celular.
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Los insertos de agarosa se transfirieron a un tubo con 1 mL de solucidn de

lisis (935 pL de EC [6 mM Tris-HCI pH=8, 1 M NaCl, 0.1 M EDTA pH=8, 0.2%



Material y Método

desoxicolato sddico, 0.5 % sarcosyl], 10 pL de lisozima [100 pg/mL], 50 pL de
lisostafina [50 pg/mL] y 5 puL de RNasa [10 mg/mL]) (Sigma-Aldrich, San Luis,
Misuri, EEUU). Se incubé a 37 °C durante 5 horas.

Se retird la solucion de lisis y se afiadié a los insertos de agarosa 1 mL de una
solucién compuesta por proteinasa-K (10 mg/mL) (Sigma-Aldrich, San Luis,
Misuri, EEUU) y buffer ES (0.5 M EDTA pH=9, 1% sarcosyl). Se incubd a 50 °C
durante 18 horas.

Se aspird la solucidn de proteinasa-K y se lavaron los insertos de agarosa
cuatro veces con 10 mL de buffer TE 1x (10 mM Tris-HCl pH=8, 0.1 M EDTA
pH=8) (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) en agitacién a temperatura

ambiente.

4. Digestion del ADN: se afiadieron a los insertos de agarosa 300 uL de solucién de

restriccion (3 uL de Smal [60 U], 30 uL de buffer Smal [Biolabs, New England,

EEUU] y 267 uL de agua estéril) y se incubaron en termobloque a 25 °C durante

18 horas. Smal es la enzima de restriccion.

5. Electroforesis en gel de agarosa.

Se preparé un gel de agarosa (Bio-Rad®, Hercules, California, EEUU) al 1% en
un buffer TBE 0.5x.

Se cargé el gel con los insertos de agarosa. En los pocillos extremos del gel se
puso un marcador de peso molecular Lambda Ladder (Bio-Rad®, Hercules,
California, EEUU). Una vez cargado el gel, se sellaron los pocillos con agarosa
y se colocd gel en el sistema CHEF-DR Ill (Bio-Rad®, Hercules, California,
EEUU) para realizar la electroforesis utilizando como tampén el buffer TBE
0.5x y con las siguientes condiciones: bloque | (tiempo inicial de 5 segundos,
tiempo final de 15 segundos, tiempo de ejecucion de 11.5 horas,
temperatura de 14 °C y voltaje de 6 V/cm) y bloque Il (tiempo inicial de 15
segundos, tiempo final de 40 segundos, tiempo de ejecucion de 11.5 horas,

temperatura del4 °C y voltaje de 6 V/cm).

6. Teiiido e interpretacion de los resultados.
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- Se tifd el gel con GelRed (Biotium, Fremont, California, EEUU) en agitacién a
temperatura ambiente. Después se lavd el gel con agua destilada.

- Se fotografiaron los patrones electroforéticos de las cepas analizadas
mediante observacion del gel en un transiluminador de luz ultravioleta.

- El andlisis de los patrones de macrorrestriccion obtenidos para cada una de
las cepas analizadas se realizé con el programa informatico BioNumerics
(Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). El algoritmo matematico utilizado fue el
método de agrupacidén por pares no ponderados utilizando promedios,
UPGMA (unwweighted pair group method using arithmetic averages). Para
la asignaciéon de pulsotipos se seleccioné el coeficiente de Dice, un
porcentaje de tolerancia entre bandas del 1.8% y un porcentaje de
optimizacién del 0.5%. Un coeficiente de similitud de 0.75 fue utilizado para

definir un patrén de PFGE, siguiendo los criterios descritos por Tenover (135).

Aceessible version: https://www.cde govipulsenet/pathogens/plige himl
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Figura 34. Proceso experimental de la electroforesis en gel en campo pulsante (136).
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La PFGE se realizd en las cepas de S. aureus del bloque | (artritis nativa) y en las del

estudio retrospectivo de IPA del bloque II.

5.4.2  Tipificacion de spa

La tipificacion de spa de las cepas de S. aureus se realizd mediante un proceso que
incluye una PCR, la visualizacidn de los fragmentos de ADN mediante electroforesis en
gel de agarosa y posterior secuenciacién del ADN (137). Para la separacién y
visualizacién de los fragmentos de ADN amplificados en la PCR se realiz6 una
electroforesis por corriente continua en gel de agarosa. La electroforesis se basa en que
la carga negativa del ADN a pH neutro va a condicionar su migracién hacia el lado
positivo cuando se somete a un campo eléctrico. La velocidad de migracién es
inversamente proporcional al logaritmo del peso molecular, lo que permite valorar el
tamafio de diferentes fragmentos de ADN frente a un patrén de tamafios adecuados
(marcadores de peso molecular). Por otro lado, existe una relaciéon directa entre el
logaritmo de la movilidad electroforética y porosidad del gel. La secuenciacién se realizé
por el método de Sanger, que se basa la sintesis de una cadena de ADN mediante una
ADN polimerasa y dideoxinucleétidos generando fragmentos de ADN de diferentes
longitudes marcados con fluoréforos que se separan mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida o en polimeros especiales en el caso de la electroforesis capilar. El
procedimiento experimental que se siguid para la tipificacién del gen spa de las cepas

de S. aureus fue el siguiente:

1. Extraccién del ADN: una colonia bacteriana, cultivada en agar sangre tras 24 h de
incubacién a 37 °C, se inoculé en 250 plL de agua de grado PCR. Se incubd a 96 °C
durante 10 minutos y después se centrifugd a 4500 rpm durante 3 minutos a 10
°C. EI ADN extraido se obtuvo del sobrenadante.

2. Amplificacion del gen: se realiz6 una PCR multiple, en la que, ademds de
amplificarse en gen spa, se amplificaron los genes mecA, scn, lukF-PV (marcador
de la LPV) y la variante del sistema de modificacién restriccion saul-hsdS1

especifica del complejo clonal CC398. La reaccion de la PCR se llevd a cabo en un
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volumen final de 13 plL que contenian 1 x Qiagen Multiplex PCR Master Mix
(Hilden, Alemania), 2 uM de cada primer o cebador (Tabla 7) y 1 uL del ADN
extraido. Las condiciones de amplificacién usadas en el termociclador fueron: un
ciclo de desnaturalizacién a 94 °C durante 15 minutos, seguido de 25 ciclos de
amplificacién (desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segundos, hibridacién a 59
°C durante 1 minuto y extension a 72 °C durante 1 minuto), seguido de un ciclo

de extension a 72 °C durante 10 minutos.

Tabla 7. Secuencias de los primers usados en la PCR de tipificacidn de spa.

Tamaiio del
Gen Primers Secuencias (5°-3") Referencia
amplificado (pb)

spa-1113f TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC

spa Variable (180-600) (138)
spa-1514r CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT
pocp | TECAPA TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 (139)
mecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG
scn-F1 TACTTGCGGGAACTTTAGCAA
scn 130 (140)
scn-R1 - AATTCATTAGCTAACTTTTCGTTTTGA
pvi-FP
JUKF-PV GCTGGACAAAACTTCTTGGAATAT 83 (141)

pvI-RP GATAGGACACCAATAAATTCTGGATTG

FP2saul GAGAATGATTTTGTTTATAACCCTAG
saul-hsdS1 106 (140,142)
CC398r1  CAGTATAAAGAGGTGACATG ACCCCT

3. Electroforesis en gel de agarosa: 5 puL del producto de la PCR se mezclaron con
10 pL de agua de grado PCR y los 15 pL se cargaron en un gel de agarosa al 2%
(E-Gel® 48, Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU). También se cargo el gel con
10 pL del marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (100-1500 pb)
(Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU). Los fragmentos de ADN fueron
separados mediante electroforesis en el sistema Mother E-Base (Invitrogen,
Carlsbad, California, EEUU) a 100 V durante 20 minutos. Las bandas de ADN se

visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta,
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4. Purificacién del ADN amplificado de la PCR: se afiadio 1 ulL de illustra ExoProStar
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) a 1.5 pL de ADN amplificado (de
forma duplicada por cada muestra para la posterior secuenciacién forward y
reverse). Incubacién a 37 °C durante 15 minutos y después a 80 °C durante otros
15 minutos. illustra ExoProStar contiene fosfatasa alcalina y exonucleasa para
degradar primers y nucledtidos de reacciones de amplificacion.

5. Secuenciacion del ADN: se realizé la PCR de secuenciacidn para cada cadena de
ADN con el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
biosystems, Foster City, California, EEUU). Al ADN amplificado y purificado se le
afadié 16.5 uL de la mix de secuenciacion (1 plL de BigDye v3.1, 2 uL de buffer
5x, 0.5 uL del primer spa forward/reverse a 10 uM y 13 uL de agua de grado PCR).
Las condiciones de amplificacion en el termociclador fueron: una
predesnaturalizacion a 96 °C durante 3 minutos y después 24 ciclos
(desnaturalizacién a 96 °C durante 30 segundos, alineamiento a 55 °C durante 30
segundos y extension a 60 °C durante 4 minutos). El producto de la reaccién de
secuenciacion se purificé con una solucién de 45 pL de SAM y 10 ulL de
XTerminator (Applied biosystems, Foster City, California, EEUU) en agitacién.
Finalmente, las muestras se introdujeron en el secuenciador ABI PRISM 3130
(Applied biosystems, Foster City, California, EEUU).

6. Analisis de las secuencias obtenidas: el tipo de spa se asigné usando el programa
informatico Ridom Staph Type (Ridom GmbH, Minster, Alemania), que permite
editar las secuencias forward y reverse, en caso necesario, y después las compara

con una base de datos para asignar el tipo de spa (44).

La tipificacidon de spa mediante este método se realizd en las cepas de S. aureus del
estudio del bloque Il de caracterizacién molecular del complejo clonal CC5 de SARM

causante de infeccién articular en la Comunidad de Madrid.

5.4.3 Tipado por secuenciacion de multiples locus (MLST)

El tipado por secuenciacion de multiples locus se realizé siguiendo el protocolo descrito

por Enright et al (143), que incluye una PCR a tiempo real y posterior secuenciacion del
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ADN. El procedimiento experimental que se realizd para el estudio de MLST de las cepas

de S. aureus fue el siguiente:
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1. Extraccién del ADN: la extraccion del ADN se realizd a partir de colonias

cultivadas en agar sangre en el sistema automatico QlAcube (Qiagen, Hilden,
Alemania), segun las instrucciones del fabricante. Las cepas de S. aureus fueron
sometidas a un tratamiento previo con lisozima (20 mg/mL).

Amplificacion de los genes: mediante PCR se amplificaron los fragmentos
internos de los 7 genes metabdlicos utilizando los primers disefiados por Enright
et al (143), que se encuentran descritos en la Tabla 8. La PCR se realizdé en un
volumen de 20 pl con el reactivo Light Cycler Start DNA Master SYBR Green |
(Roche, Basilea, Suiza). La mezcla de reactivos de PCR para cada muestra incluia:
2 uL del ADN extraido, 2 uL de DNA master SYBRgreen (10x), 2.4 uL de MgCl
(4mM), 0.5 ul de cada primer forward y reverse (20 uM), 1 ul de la enzima UDG
(uracil DNA glicosilasa) (1 U/uL) (Roche, Basilea, Suiza) y 11.6 pl de agua de grado
PCR. La amplificacion y deteccién del producto amplificado se realizé en un
termociclador de PCR en tiempo real (Light Cycler, Roche, Basilea, Suiza). El ciclo
térmico utilizado para la amplificacion fue: un ciclo de desnaturalizacién a 95 °C
durante 10 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacién (primero a 95 °C
durante 10 segundos para desnaturalizar, seguido de una temperatura de 55 °C
durante 8 segundos para la hibridaciéon y una temperatura de 72 °C durante 20
segundos para la fase de extension), seguido de un ciclo de extensién durante 3
minutos a 72 °C , y por ultimo un ciclo de desnaturalizacion mediante la
aplicacién de un gradiente de temperaturas desde 50 °C hasta 95 °C, para asi
monitorizar la cinética de disociacién de los fragmentos amplificados vy

determinar la temperatura de fusion.
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Tabla 8. Secuencias de los primers usados en la PCR para el estudio de MLST.

Tamaiio del
Gen Primers Secuencias (5°-3") amplificado
(pb)
Carbamate kinase arcC-Up TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 456

(arcC) arcC-Dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG

- ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
Shikimate aroE-Up 456

deshydrogenase (aroE) aroE-Dn GGTGTTGTATTAATAACGATATC

CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
glpF-Up 465

Glycerol kinase (glpF) gloF-Dn  TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC

ATCGTTTTATCGGGACCATC
gmk -U P 429

Guanylate kinase (gmk) -\ 5 TCATTAACTACAACGTAATCGTA

GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG

Phosphate pta-Up 474
acetyltransferase (pta) pta-Dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
. . TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA

Triosephosphate tpi-Up 402
isomerase (tpi) tpi-Dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
. CAGCATACAGGACACCTATTGGC

Acetyl coenzyme A yqiL-Up 516
acetyltransferase (yqil) yqiL-Dn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

3. Purificacidon del ADN amplificado de la PCR con ExoSAP-IT (Applied biosystems,
Foster City, California, EEUU), segun las instrucciones del fabricante.

4. Secuenciacién del ADN: las reacciones de secuenciacién para cada cadena de
ADN se realizaron en un volumen final de 10 pL: 4 uL de ADN amplificado y
purificado, 2.5 pL del reactivo BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied biosystems, Foster City, California, EEUU), 1 puL del primer spa
forward/reverse a 4 uM y 2.5 pL de agua de grado PCR. La reaccién de
secuenciacion se llevé a cabo en un termociclador con las siguientes condiciones:
primero una temperatura de 96 °C durante 1 minuto, seguido de 35 ciclos de 96
°C durante 10 segundos, 50 °C durante 5 segundos, y 60 °C durante 4 minutos. El
producto de la reaccién de secuenciacidon se purific6 mediante la precipitacién

con etanol 100% vy acetato sddico 3 M (pH=4.6), y posteriormente con etanol al
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70%. Tras un proceso de centrifugacién el sedimento se resuspendié en
formamida y, tras volver a centrifugar, las muestras se introdujeron en el
secuenciador ABI PRISM 3100 (Applied biosystems, Foster City, California,
EEUU).

5. Analisis de las secuencias obtenidas: los STs se asignaron usando la base de datos

de MLST para S. aureus (https://pubmlst.org/saureus/).

El analisis de MLST mediante este método se realizod en las cepas de S. aureus del estudio

retrospectivo de IPA del bloque II.

5.4.4 Microarrays de ADN

Para determinar los principales genes de virulencia y de resistencia a antibidticos de las
cepas de S. aureus se utilizaron microarrays de ADN basados en la plataforma ArrayTube
(144,145). Se usé el array S. aureus Genotyping Kit 2.0 (Alere, Jena, Alemania), que
contiene 336 sondas que cubren las variantes alélicas de unos 185 genes distintos que
incluyen marcadores de especies, genes de resistencia a antibidticos, genes de virulencia
y marcadores de CC y de los tipos de agr (I-IV). El procedimiento experimental se

encuentra esquematizado en la Figura 35.

PCR Biotin
DNA Extraction < <

- -=5

Results analysis

Figura 35. Procedimiento experimental del microarray. Modificado de Alere (146).
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El procedimiento experimental del microarray de ADN se realizd segun las instrucciones

del fabricante y se describe a continuacidn:

1. Extraccién del ADN: se realizé usando el kit de extraccion DNeasy Blood & Tissue
kit (Qiagen, Hilden, Alemania) a partir de colonias de S. aureus cultivadas en agar
sangre.

2. Cuantificacion del ADN: se determind la concentracion de ADN midiendo la DO
a 260 y a 280 nm en el espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU). La relacion entre ambas
absorbancias debe ser de aproximadamente 1.8 para asegurar un buen grado de
pureza. La concentracion de ADN se ajusto al rango de 500 a 1500 ng/uL.

3. Amplificacion del ADN mediante una reaccion de PCR lineal y marcado con
biotina en un termociclador.

4. Hibridacién con las sondas de ADN: el ADN amplificado y marcado con biotina se
transfiri6 a la membrana del microarray con las sondas de ADN, para la
hibridacion del ADN con dichas sondas.

5. Deteccion del producto de hibridacién: se incubd la membrana de microarray
con un conjugado de HRP (peroxidasa de rdbano picante, horseradish
peroxidase) que se une a la biotina del ADN amplificado unido a las sondas.
Después se afadié el sustrato de HRP. La actividad peroxidasa provoca la
aparicion de un producto insoluble que precipita sobre las zonas del microarray

en las que ha habido hibridacién (Figura 36).

Figura 36. Microarrays de ADN en los que se observa el precipitado cuya
interpretacion aporta los resultados genéticos.
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6. Analisis de los resultados: la lectura e interpretacién de los resultados se realizé
con un aparato que provee el fabricante llamado Clondiag ArrayMate. Este
instrumento mide la luz trasmitida y de este modo detecta y cuantifica el
precipitado que se ha formado al hibridar el ADN con las sondas especificas.
Posteriormente se capturd la imagen de la membrana del microarray y mediante
un software especifico, proporcionado por el fabricante, se interpretaron los

resultados.

El microarray de ADN se realizé en todas las cepas de S. aureus de la presente tesis

doctoral.

5.4.5 Secuenciacidon de genoma completo

La SGC se realizé en las cepas del bloque Ill (SGC de S. aureus causante de infeccidn

articular).

5.4.5.1 Nombre de las cepas de S. aureus

Alas cepas de S. aureus incluidas en los dos primeros estudios del bloque Il se les asigné
un cédigo numérico identificativo de tres digitos seguidos de un guion y otro digito. El
primer digito identificaba al hospital, el segundo y tercero al nimero de cepa enviada
por cada hospital y el digito posterior al guion al nimero de episodio (nimero 1 para las
primeras cepas aisladas y un 2 para las segundas [cepa de persistencia o de recidiva de

la IPA]).

En el estudio de cepas de SARM pertenecientes al complejo clonal CC5 las cepas fueron
nombradas con las iniciales SA (de Staphylococcus aureus), seguido de la letra iy de un
numero para su rapida identificacién; después de una barra baja aparecen dos nimeros
gue se corresponden con el afio de la cepa (por ejemplo 09 se corresponde con el afo
2009), y, por ultimo, aparece una H de hospital y un nimero que se corresponde con el

identificador del hospital.
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5.4.5.2 Procedimiento experimental de la secuenciacion de

genoma completo

El procedimiento experimental que se siguid para secuenciar los genomas completos de

las cepas de S. aureus fue el siguiente:
1. Extraccién de ADN.

Se afiadid la colonia bacteriana cultivada en agar sangre a 180 pL de una solucion
de lisis (134 pL de TE 1x, 36 pL de lysozima [100 mg/mL] y 10 pL de lisostafina
[100 pg/mL]) y se incubd a 37 °C durante 30 minutos. El resto del proceso de

extraccion se realizé con el kit de extracciéon DNeasy Blood & Tissue kit de Qiagen:

- Después de la solucidn de lisis, se aiadieron 220 pL de una solucién de 200
pL de buffer AL y 20 L de proteinasa K y se incubd a 56 °C durante 30
minutos.

- Seafiadieron 200 pL de EtOH (96-99%) y después se transfirié la mezcla a una
columna (DNeasy mini spin column), que se centrifugd a 8000 rom y a 4 °C
durante 1 minuto.

- Se afiadieron a cada columna 500 pL de buffer AW1 y se volvid a centrifugar
durante a 8000 rpm y a 4 °C durante 1 minuto.

- Se afadieron a cada columna 500 pL de buffer AW2 y se centrifugd a 14000
romy a4 °C durante 3 minutos.

- Seanadieron 100 pL de buffer AE a la membrana de cada columna y se incubd
temperatura ambiente durante 1 minuto.

- Por ultimo, se centrifugaron las columnas a 8000 rpm y a 4 °C durante 1
minuto y en el eluido se obtuvo el ADN.

2. Medida de la concentracion del ADN extraido en fluorémetro Qubit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU), segun las instrucciones del
fabricante, para medir de forma muy sensible y especifica el ADN bicatenario.

3. Preparacion de librerias con el protocolo de Nextera XT de Illumina (San Diego,
California, EEUU) (Figura 37). Este procedimiento se externalizd en la empresa

Fisabio (Valencia, Espana) para las cepas de los dos primeros estudios de SGC, y
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se llevd a cabo con el robot Microlab STAR de Hamilton (Reno, Nevada, estados
Unidos). Primero se realizé la tagmentacién del ADN (fragmentacion del ADN
usando transposasas) y posteriormente su amplificacién mediante PCR en un
termociclador para indexar indices y barcodes a los fragmentos de ADN. EL ADN
amplificado fue purificado mediante esferas magnéticas (AMPure XP [Beckman
Coulter, Indianapolis, EEUU]) y después se sometié a un control de calidad en el
que se midid la concentracién de ADN mediante el fluorémetro FLUOstar Omega
(BMG Labtech, Ortenberg, Alemania) y se determind el tamafio de los
fragmentos de ADN en el sistema Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa
Clara, California, EEUU). Posteriormente se normalizaron las librerias y se realiz
un pool (juntar las librerias de ADN de las diferentes muestras) y
desnaturalizacion del ADN.

Formacién de clusters y secuenciacién por sintesis (Figura 37) mediante el
sistema Illumina en la plataforma NextSeq con el reactivo NextSeq 500/550 High
Output kit v2.5 (150 ciclos) (lllumina), para generar una cobertura de ~100x y
lecturas de 150 pb paired end (secuenciacién de ambos extremos de cada
fragmento de ADN). El proceso de secuenciacién de lllumina se realiza por
sintesis: para la formacidn de clusters las cadenas de ADN monocatenarias se
unen a la superficie de los canales de la celda de flujo donde se produce la
amplificacién en puente dando lugar a ADN de cadena doble. Después se
desnaturalizan las moléculas de ADN de cadena doble, y el ADN se amplifica
produciendo varios millones de clusters de doble cadena de ADN en cada canal
de la celda de flujo. Finalmente se lleva a cabo la secuenciacion por sintesis de
los clusters, en la que, por cada ciclo de secuenciacidn, un Unico desoxinucleétido
trifosfato (ANTP) se afiade a la cadena de ADN. El dNTP marcado actia como
terminador de la polimerizacion, detectando la fluorescencia después de la
adicién de cada dNTP marcado e identificando la base segun la intensidad de la
sefial de cada ciclo. Mediante el proceso de basecalling esas sefiales se
convierten en las bases correspondientes de la secuencia, generando millones

de lecturas que representan a todos los fragmentos de ADN.
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A. Library Preparation B. Cluster Amplification C. Sequencing
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Figura 37. Esquema del proceso de secuenciacidn del genoma completo mediante el
sistema Illumina: preparacién de librerias, formacion de clusters y secuenciacion por
sintesis (147).

5.4.5.3 Analisis bioinformatico

El analisis bioinformatico se iniciéd con el analisis de calidad de los ficheros FASTQ
mediante el programa FastQC (version 0.11.8) (148). Después se llevo a cabo el estudio
de clonalidad para el que se realizé el analisis del MLST de las cepas mediante la web del
Centro de Epidemiologia Genédmica (CEG) (MLST, version 2.0) (149). Segun el MLST, se
selecciond la cepa de referencia mdas adecuada para cada cepa a analizar, del mismo CC
o del CC mas parecido posible, para algunos de los andlisis posteriores (150,151). Los
resultados de ST y la seleccidn de las cepas de referencia para cada cepa y estudio se
encuentran en las Tablas 25 y 31 de los resultados del bloque Ill de la presente tesis
doctoral. El andlisis bioinformatico a partir de los FASTQ se realizé mediante dos vias
diferentes: anotacién de los genomas y estudio de asociacidon de genes con diferentes
variables clinicas de interés en la infeccidn articular, por otro lado, andlisis de filogenia

y estudio de variantes.

1. Anotacion del genoma y estudio de asociacidon de genes con variables clinicas de
interés.
- Ensamblado del genoma a partir de los ficheros FASTQ: se realizé6 mediante

el servidor web del CEG (SPAdes, version 3.9) (152), obteniendo los
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ensamblados en formato FASTA, cuya calidad se analizé mediante QUAST

(Quality Assessment Tool for Genome Assemblies), versidon 5.0.2 (153).

Anotacién del genoma: la anotacién del genoma se realiz6 de dos formas

diferentes:

En los dos primeros estudios del bloque Il de SGC (caracterizaciéon
molecular de S. aureus causante de IPA y de IPA persistente y
recidivante) la anotacién del genoma se realiz6 mediante Prokka
(versién 1.13.3) (154) a partir de los ficheros FASTA. Se utilizdé un
genoma de referencia del Centro nacional para informacién
biotecnoldgica (NCBI, National Center for Biotechnology Information)

para cada cepa para mejorar la anotacion del genoma.

En el tercer estudio del bloque de SGC (estudio de caracterizacion
molecular del complejo clonal CC5 de SARM causante de infeccidn
articular) la anotacion del genoma se realizé a través de los
programas web RAST (Rapid Annotation using Subsystem
Technology) (version 2.0) (155), que identificd genes de resistencia a
antibidticos y de virulencia y, también, con los programas del CEG,
ResFinder (version 3.0) (ZankariJAC2012) (156) y VirulenceFinder
(versién 1.5) (157) se identificaron genes de resistencia a antibidticos

y de virulencia, respectivamente.

En los tres estudios los genes de resistencia a antibidticos fueron también

cribados a través del servidor web Mykrobe (versidon 6.1) (158), que

también aporta informacién sobre la presencia de mutaciones en genes

de resistencia a antibidticos.

Ademas, en los dos primeros estudios, centrados en la IPA, se realizd un

analisis de asociacion de genes de virulencia y de resistencia a antibidticos

con variables clinicas de interés en la infeccidn articular. A través de Roary

(versién 3.11.2) (159) se calculé el pangenoma de todas las cepas a partir de

los ficheros de anotacion de Prokka. Mediante Scoary (version 1.6.16) (160)

se llevé a cabo el estudio de asociacidon entre la presencia y ausencia de todos
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genes del genoma (obtenido con Roary) con las variables clinicas (microbial

pan-GWAS).

- Estudio de la epidemiologia molecular de las cepas se completd (SCCmec y

spa type) mediante el servidor web del CEG (SCCmecFinder, versién 1.2 y

spaTyper, version 1.0) (41,161).

2. Analisis filogenético y estudio de variantes.

- El analisis filogenético se realizé de dos formas:

En los dos primeros estudios, centrados en la IPA, se realizé la llamada
de variantes de las cepas respecto a la referencia con el pipeline de
Snippy (version 4.4.0) (https://github.com/tseemann/snippy) (162).
Se analizd la calidad de los ficheros BAM obtenidos por Snippy con
Samtools (version 1.7) (163) y QualiMap (version 2.2.1) (164). A partir
del fichero core.full.aln, obtenido de Snippy, se eliminaron las
regiones recombinantes del ADN bacteriano mediante Gubbins
(version 2.4.1) (165) y después se infirio el dendrograma filogenético
por maximum likelihood con 1000 réplicas mediante /Q-TREE (version
1.6.11) (166,167). Mediante este programa se obtuvo un fichero en
formato NEWICK que se cargd en iTOL (interactive tree of life), version
5.5 (168,169), para obtener el dendrograma en formato grafico.

En el estudio de caracterizacion molecular del complejo clonal CC5 de
SARM causante de infeccién articular la identificacién de SNPs (single
nucleotide polymorphism, polimorfismos de un solo nucleétido) se
realizd mediante NASP (the Northern Arizona SNP pipeline) (version
1.1.2) (170) y se analizdé la filogenia con RAXxML (Randomized
axelerated maximum likelihood) (version 8.2.10) (171). Finalmente, el
dendrograma filogenético y heatmap se obtuvo mediante Geneious

(172).

La cepa de referencia que se usd para realizar el arbol filogenético en los tres

estudios fue la N315 (GenBank: BAO00018.3), perteneciente al complejo clonal
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CC5, ya que la mayoria de las cepas pertenecian a ese CC (todas las cepas en el

caso del tercer estudio).

Ademas, en los dos primeros estudios de IPA se analizaron detalladamente
las variantes entre cepas de S. aureus para conocer los cambios genéticos
gue se producen durante la evolucion clinica de la infeccién articular. Este
analisis de variantes se realizd6 con breseq (versién 0.33.2) (173), que
identifica y anota variantes genéticas entre cepas a partir de los FASTQ de las
cepas a estudio y de una cepa de referencia. Los criterios de llamada de
variantes se ajustaron de la siguiente forma (162,174): minimum-mapping-
quality de 30, consensus-minimum-variant-coverage de 30x y consensus-
minimum-total-coverage de 40x. El alineamiento de las lecturas al genoma
de referencia fue visualizado mediante IGV (Integrative Genomics Viewer)
(175). El output obtenido con breseq del comparativo de las variantes entre
cepas respecto a una referencia fue filtrado hasta obtener las variantes que
diferenciaban las cepas a comparar. Después se realizd un filtrado de
variantes para obtener aquellos SNPs no sindnimos, SNPs sindnimos,
sustituciones de multiples bases, inserciones y deleciones que se
encontraban en proteinas conocidas, descartando las que se encontraban en
proteinas presuntivas e hipotéticas (hypothetical proteins) y en regiones
intergénicas y en pseudogenes. También se excluyeron las variantes que se
encontraban en regiones mdviles del genoma (fagos), debido a su elevada

variabilidad.

Los ficheros FASTA con las secuencias de nucleétidos fueron depositados en GenBank

(NCBI) en el Bioproject PRINA774351 (numeros de acceso JAJHKMO0000000O-

JAJHNNOOO0O0000).

6. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cualitativas se expresaron como frecuencias absolutas y relativas

(porcentajes), y las variables cuantitativas preferiblemente con su mediana (y rango

intercuartilico). El test del chi-cuadrado (x?) o el test exacto de Fisher (cuando alguna de

las frecuencias esperadas era menor de 5) se utilizaron para comparar la distribucion de
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las variables categoricas, y el test t de Student o U de Mann-Whitney para las variables
continuas. Para el analisis de supervivencia de las larvas de G. mellonella las curvas de
supervivencia se realizaron usando el método de Kaplan-Meier (test long-rank). Un valor
de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo. La variable outcome o
endpoint principal fue el fracaso microbiolégico al tratamiento (en los bloques de

estudio I, Il y en el estudio de IPA persistente y recidivante del bloque Ill).

Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete informatico SPSS para Windows,
versiéon 20.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) y las figuras se realizaron con GraphPad

Prism para Windows, version 6 (GraphPad Software, San diego, California, EEUU).

En el analisis bioinformatico, el estudio de asociacion entre la presencia/ausencia de
genes con las variables clinicas se realizd con Scoary, ajustando el nivel de significacion
(p-value) con el método de Benjamini-Hochberg para el control de la tasa de error tipo
| por comparaciones multiples (FDR, false Discovery rate) con los siguientes criterios: p-

value<0.10 y FDR<0.05, p-value<0.05 y FDR<0.10y, por ultimo, p-value<0.05 y FDR<0.05.
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BLOQUE I: ARTRITIS SEPTICA
NATIVA PRODUCIDA POR

Staphylococcus aureus
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ESTUDIO RETROSPECTIVO DE ARTRITIS SEPTICA
NATIVA

1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS EPISODIOS DE
ARTRITIS SEPTICA NATIVA

1.1 DESCRIPCION GENERAL DE LA COHORTE

Se identificaron 29 pacientes con artritis séptica nativa causada por S. aureus entre los
afios 2005 y 2015. En la Tabla 9 se muestran las caracteristicas clinicas de la cohorte.
Diecinueve pacientes (19/29 [65.5%]) fueron varones y la edad media de los pacientes
fue de 58.6 + 18.2 afios. Siete casos (7/29 [24.1%]) fueron causados por cepas de SARM
y 22 (22/29 [75.9%]) por SASM. En total, 12 casos de artritis nativa (12/29 [41.4%]) se
consideraron infecciones relacionadas con los cuidados sanitarios (HCR) (9/29 [31.0%])
y tres (3/29 [10.3%]) infecciones nosocomiales; mientras que el resto de los casos (17/29
[58.6%]) fueron de adquisicidn comunitaria. Cuatro pacientes (4/29 [13.8%]) tenian una
enfermedad reumatica (dos casos de gota, un caso de artritis reumatoide y un caso de
esclerodermia) y cuatro pacientes (4/29 [13.8%]) habian tenido una bacteriemia
estafilocécica previa al episodio de artritis nativa. Una de las artritis del estudio fue
polimicrobiana, causada por S. aureus y P. aeruginosa. Mas de la mitad de las artritis
nativas afectaron a la rodilla (17/29 [58.6%]) y la mayoria de los casos presentaron
signos inflamatorios (27/29 [93.1%]) y fiebre (20/28 [71.4%]). Seis pacientes (6/29
[20.7%]) tenian una infeccion por S. aureus en otra localizacion, concomitante a la
artritis nativa: tres presentaban endocarditis infecciosa y tres una infeccion de piel y
partes blandas (un absceso subcutdneo, una miositis y fascitis necrotizante y una bursitis
en otra articulacion). Estos seis pacientes presentaban bacteriemia en el momento del
diagndstico de artritis séptica y dos de ellos ya habian tenido previamente bacteriemia
por S. aureus.
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La evolucidn clinica de la artritis séptica se pudo evaluar en 26/29 pacientes, por pérdida
en el seguimiento de los otros casos. La mediana de seguimiento fue de 320 dias, siendo
de 18 meses en pacientes con evolucidén clinica favorable. Se observd fracaso del
tratamiento en siete pacientes (7/26 [26.9%]): cuatro pacientes presentaron una artritis
persistente (4/26 [15.4%]), y tres pacientes fallecieron; de estos tres, sélo en uno se
pudo documentar recidiva de la infeccion. Al final del periodo de seguimiento, el 31.0%
de los pacientes (9/29) presentd alguna secuela funcional: implante de una protesis
articular en dos pacientes (6 y 24 meses después del episodio de artritis séptica), dolor

crénico en cinco pacientes y limitacién de la movilidad articular en dos pacientes.

Tabla 9. Caracteristicas clinicas de los pacientes con artritis séptica nativa causada por
S. aureus y analisis comparativo segun la sensibilidad a meticilina.

Total casos SARM SASM
Caracteristicas P
(n=29), N2 (%) (n=7), N2 (%) (n=22), N2 (%)

Caracteristicas basales

Sexo (varoén) 19 (65.5) 5(71.4) 14 (63.6) 1.000

Edad (afios, media + DE) 58.6+18.2 67.0+19.4 56.0+17.5 0.169

Infeccién relacionada con el cuidado

12 (41.4) 5(71.4) 7 (31.8) 0.092

sanitario y nosocomial

Diabetes mellitus 8(27.6) 3(42.9) 5(22.7) 0.357

Insuficiencia renal crénica 6 (20.7) 3(42.9) 3(13.6) 0.131

Cancer 3(10.3) 0 (0.0) 3(13.6) 0.557

Cirrosis 6 (20.7) 3(42.9) 3(13.6) 0.131

Enfermedad reumatica 4 (13.8) 2 (28.6) 2(9.1) 0.238

Enfermedad pulmonar crénica 5(17.2) 2 (28.6%) 3(13.6) 0.569

Enfermedad cardiaca crénica 10 (34.5) 4 (57.1) 6(27.3) 0.193

Terapia inmunosupresora 6 (20.7) 2 (28.6) 4(18.2) 0.612
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Artritis relacionada con trauma
Cirugia previa en la articulacion implicada
Presentacion clinica
>2 articulaciones
Articulacién implicada®
Rodilla
Cadera
Otra®
Signos inflamatorios articulares
Fiebre >382C
Leucocitos (x10°/L, media + DE)
Proteina C reactiva (mg/L, media * DE)
Bacteriemia
Infeccidn por S. aureus en otra localizacién
concomitante a la artritis nativa
Datos de la artrocentesis diagndstica
Artrocentesis diagndstica
Leucocitos (x10°/L, media + DE)
Tincién de Gram positiva
Terapia quirurgica y antibidtica
Drenaje quirurgico
Artrotomia
Artroscopia

Necesidad de >1 cirugia

4 (13.8)

3(10.3)

2 (6.9)

17 (58.6)
4(13.8)

8 (27.6)
27(93.1)
20/28 (71.4)
11.8+4.8
174.7 £ 152.9

18/28 (64.3)

6 (20.7)

24 (82.8)
85.2 £ 46.0

9/18 (50.0)

18 (62.1)
3/13 (23.1)
10/13 (76.9)

6/18 (33.3)

1(14.3)

1(14.3)

0(0.0)

3 (42.9)
2 (28.6)

2 (28.6)
5(71.4)
4/7 (57.1)
11.4+6.0
206.7 +50.3

4/7 (57.1)

3(42.9)

6 (85.7)
84.4 +48.9

3/5 (60.0)

7 (100.0)
2/5 (40.0)
3/5 (60.0)

1/7 (14.3)

Resultados

3(13.6) 1.000
2(9.1) 1.000
2(9.1) 1.000
14 (63.6)
2(9.1) 0.408
6 (27.3)
22 (100.0) 0.052

16/21 (76.2) 0.371
11.9+4.6 0.705
167.9 £ 167.6 0.591

14/21 (66.7) 0.674

3(13.6) 0.131
18 (81.8) 1.000
85.4 +47.7 1.000
6/13 (46.2) 1.000
11 (50.0) 0.026*
1/8 (12.5) 0.510
7/8 (87.5) 0.510
5/11 (45.5) 0.316
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Tiempo hasta la cirugia (dias, mediana [RIQ)) 8 (5-11) 7 (2-18) 8 (6-11) 0.791
Artrocentesis terapéutica 8/25 (32.0) 2/4 (50.0) 6/21 (28.6) 0.570
Terapia antibidtica (dias, mediana [RIQ]) 47 (28-68) 45 (19-74) 47 (28-62) 0.858
Fracaso microbioldgico al tratamiento 7/26 (26.9) 4/7 (57.1) 3/19 (15.8) 0.057
Persistencia 4/26 (15.4) 1/7 (14.3) 3/19 (15.8) 1.000
Mortalidad 3/26(11.5) 3/7 (42.9) 0/19 (0.0) 0.013*

Abreviaturas: DE, desviacidon estandar; SARM, S. aureus resistente a meticilina; SASM, S. aureus sensible

a meticilina; RIQ, rango intercuartilico.

@ Cuando varias articulaciones estuvieron implicadas, el paciente se clasificd segun la articulacion mas

afectada (176).

b Las otras articulaciones afectadas fueron tres tobillos, una mufieca, un codo, una articulacién

glenohumeral, una articulacién acromioclavicular y una articulacién esternoclavicular.

* Estos resultados son estadisticamente significativos.

1.2 COMPARACION DE LOS EPISODIOS DE ARTRITIS SEGUN LA
SENSIBILIDAD A METICILINA DE LAS CEPAS DE S. aureus

En la Tabla 9 se muestra un analisis comparativo de las caracteristicas clinicas de los
episodios de artritis nativa causadas por SASM y SARM. Uno de los pacientes era adicto
a drogas por via parenteral (ADPV) y presentd una artritis nativa por SASM. Las artritis
nativas causadas por SARM fueron de adquisicién comunitaria en una menor proporcion
que las causadas por SASM (2/7 [28.6%] vs 15/22 [68.2%], p=0.092). Todas las artritis
nativas causadas por SASM (22/22 [100.0%]) presentaron signos inflamatorios, siendo

esta proporcion menor entre las causadas por SARM [71.4% (5/7)] (p=0.052).

Todos los pacientes con infeccidon causada por SARM requirieron drenaje quirurgico, en
contraste con sélo la mitad de los pacientes con infeccion por SASM (7/7 [100.0%] vs
11/22 [50.0%], p=0.026). Los pacientes fueron tratados con antibidticos durante una
media de 49.6 dias. El tratamiento habitual de los pacientes con SARM consistid en

vancomicina durante una media de 21.7 dias, y posteriormente cotrimoxazol durante
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una media de 14.7 dias. Los pacientes con artritis nativa por SASM fueron tratados
principalmente con betalactamicos intravenosos durante una media de 23.5 dias y
fluoroquinolonas durante una media de 18.3 dias. Tres pacientes fueron tratados con

rifampicina durante una media de 17 dias.

Se observo fracaso del tratamiento en siete pacientes (7/26 [26.9%]): 4/7 [57.1%] en el
grupo de infeccidon por SARM frente a 3/19 [15.8%] en el grupo de infeccidn por SASM,
p=0.057. El porcentaje de persistencia fue similar en las infecciones por SARM y SASM
(1/7 [14.3%] vs 3/19 [15.8%], p=1.0). Sin embargo, la mortalidad fue significativamente
mayor en los pacientes con infeccién por SARM (3/7 [42.9%] vs 0/19 [0.0%], p=0.013).

13 COMPARACION DE LOS EPISODIOS DE ARTRITIS SEGUN LA
EVOLUCION CLINICA DE LOS PACIENTES

El andlisis univariante que se realizd para analizar la asociacion entre las caracteristicas
clinicas de los pacientes con artritis séptica nativa causada por S. aureus y la evoluciéon

clinica no reveld caracteristicas clinicas asociadas con el fracaso terapéutico (Tabla 10).

Tabla 10. Andlisis comparativo de las caracteristicas clinicas de los pacientes con artritis
séptica nativa causada por S. aureus segun su evolucion clinica (se pudo evaluar en
26/29 pacientes).

Fracaso terapéutico Curacion
Caracteristicas P
(n=7), N2 (%) (n=19), N2 (%)

Caracteristicas basales

Sexo (vardn) 5(71.4) 11 (57.9) 0.668

Edad (afios, media * DE) 64.9+18.3 57.7+16.8 0.461

Infeccidn relacionada con el cuidado

4(57.1) 7 (36.8) 0.407
sanitario y nosocomial
Diabetes mellitus 3(42.9) 4(21.1) 0.340

149



Resultados

Insuficiencia renal crénica
Cancer

Cirrosis

Enfermedad reumatica
Enfermedad pulmonar crénica
Enfermedad cardiaca crénica
Terapia inmunosupresora
Artritis relacionada con trauma

Cirugia previa en la articulacion implicada

Presentacion clinica

Implicacion de multiples articulaciones
Articulacidn implicada?®

Rodilla

Cadera

Otra
Signos inflamatorios articulares
Fiebre >382C
Leucocitos (x10°/L, media + DE)
Proteina C reactiva (mg/L, media = DE)
Bacteriemia
Infeccidn por S. aureus en otra localizacidon

concomitante a la artritis nativa

Datos de la artrocentesis diagndstica

Artrocentesis diagndstica

Leucocitos (x10°/L, media + DE)
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2 (28.6)
0(0.0)
2 (28.6)
2 (28.6)
2 (28.6)
3 (42.9)
3 (42.9)
1(14.3)

0(0.0)

1(14.3)

5(71.4)
1(14.3)
1(14.3)
6 (85.7)
6/7 (85.7)
14.2 8.0
17.3£15.0

6/7 (85.7)

3 (42.9)

7 (100.0)

67.4+41.7

2 (10.5)
3(15.8)
3 (15.8)
2 (10.5)
2 (10.5)
6 (31.6)
2 (10.5)
2 (10.5)

3(15.8)

1(5.3)

9 (47.4)
3 (15.8)

7 (36.8)
18 (94.7)
12/18 (66.7)
11.0+3.3
17.8+16.2

11/18 (61.1)

2 (10.5)

14 (73.7)

83.1+39.1

0.287

0.540

0.588

0.287

0.287

0.661

0.101

1.000

0.540

0.474

0.706

0.474

0.626

0.387

0.840

0.362

0.101

0.278

0.268



Resultados

Tincion de Gram positiva 3/6 (50.0) 5/10 (50.0) 1.000

Terapia quirudrgica y antibidtica

Drenaje quirurgico 7 (100.0) 10 (52.6) 0.058
Artrotomia 2/5 (40.0) 1/8 (12.5) 0.510
Artroscopia 3/5 (60.0) 7/8 (87.5) 0.510

Necesidad de >1 cirugia 3(42.9) 2 (10.5) 0.101

Tiempo hasta la cirugia (dias, mediana [RIQ)) 7 (2-12) 8 (5-12) 0.813

Artrocentesis terapéutica 2/6 (33.3) 5/17 (29.4) 1.000

Terapia antibidtica (dias, mediana [RIQ]) 41 (19-74) 48 (42-65) 0.631

Abreviaturas: DE, desviacidon estandar; SARM, S. aureus resistente a meticilina; SASM, S. aureus sensible

a meticilina; RIQ, rango intercuartilico.

@ Cuando varias articulaciones estuvieron implicadas, el paciente se clasifico segun la articulaciéon mas

afectada (176).

2. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE LAS CEPAS
CAUSANTES DE ARTRITIS

2.1 CARACTERISTICAS FENOTIiPICAS Y GENOTIPICAS

El patrén de sensibilidad a los antibidticos y las caracteristicas fenotipicas y genotipicas
de las cepas de S. aureus se detallan en la Tabla 11. Todas las cepas fueron sensibles a
vancomicina (CMI £1.0 mg/L), teicoplanina, daptomicina (CMI <£0.38 mg/L), linezolid,

cotrimoxazol, clindamicina, rifampicina y acido fusidico.

Las caracteristicas fenotipicas y genotipicas se pudieron analizar en 21 de las 29 cepas
de S. aureus disponibles (14/22 cepas de SASM y las 7/7 cepas de SARM). Seis cepas
(6/21 [28.6%]) presentaron disfuncionalidad del sistema agr, 7 (7/21[33.3%]) una

funcionalidad positiva débil y 8 cepas (8/21 [38.1%]) una funcionalidad positiva fuerte.
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Seis cepas (6/21 [28.6%]) mostraron una fuerte B-hemdlisis, pero ninguna cepa presento
halo turbio de hemdlisis rodeando a las colonias en agar sangre por expresiéon de la B-
hemolisina (HIb). Todas las cepas presentaron formacién de biofilm y todas presentaron
un fenotipo salvaje. Uno de los pacientes tuvo una artritis séptica causada por una cepa
de SARM con dos fenotipos diferentes: uno de ellos presentaba una B-hemdlisis débil
en agar sangre y un agr funcional, mientras que el otro no presentaba B-hemélisis y
presentaba disfuncionalidad de agr (Figura 38). Ambos tenian el mismo patrén en PFGE
(Figura 39) y se consideré que pertenecian al mismo tipo clonal. Ambas cepas
presentaron una misma sensibilidad fenotipica a antibidticos.

Tabla 11. Sensibilidad a antimicrobianos y caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las
cepas de S. aureus y andlisis comparativo segun la sensibilidad a meticilina.

Total casos SARM SASM
Caracteristicas P
(n=29), N2 (%) (n=7), N2 (%) (n=22), N2 (%)

Resistencia antimicrobiana

Penicilina 26 (89.7) 7 (100.0) 19 (86.4) 0.557
Levofloxacino 7 (24.1) 6 (85.7) 1(4.5) <0.001*
Eritromicina 7 (24.1) 5(71.4) 2(9.1) 0.003*
Gentamicina 6 (20.7) 1(14.3) 5(22.7) 1.000
Mupirocina 1/23 (4.3) 1/7 (14.3) 0/16 (0.0) 0.304

CMI de daptomicina por Etest (mg/L)

CMilso 0.19 0.13 0.19 -
CMlso 0.25 0.19 0.25 -
Media geométrica 0.16 0.13 0.18 0.061

CMI de vancomicina por Etest (mg/L)

CMlso 0.75 0.75 0.75 -
CMlg 1.00 1.00 1.00 -
Media geométrica 0.80 0.85 0.78 0.532
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Caracteristicas fenotipicas

agr disfuncional 6/21 (28.6) 3/7 (42.9%) 3/14 (21.4) 0.354
B -hemolisis
Negativo 2/21(9.5) 0/7 (0.0) 2/14 (14.3)
Débil 13/21 (61.9) 5/7 (71.4) 8/14 (57.1) 0.816
Fuerte 6/21 (28.6) 2/7 (28.6) 4/14 (28.)
Formacidn biofilm (DO 595 nm, mediatDE) 0.28+0.12 0.33+0.07 0.26£0.14 0.225

Genotipo de resistencia y virulencia

Complejo clonal (CC)

CCs 8/21(38.1) 5/7 (71.4) 3/14 (21.4)
ccs 2/21(9.5) 1/7 (14.3) 1/14(7.1)
cC22 3/21 (14.3) 1/7 (14.3) 2/14 (14.3) 0.103
cC30 3/21(14.3) 0/7 (0.0) 3/14 (21.4)
Otros® 5/21(23.8) 0/7 (0.0) 5/14 (35.7)
Grupo de agr
agrl 8/21(38.1) 2/7 (28.6) 6/14 (42.9)
agrll 9/21 (42.9) 5/7 (71.4) 4/14 (28.6) 0.346
agrlll 3/21(14.3) 0/7 (0.0) 3/14 (21.4)
agriv 1/21 (4.8) 0/7 (0.0) 1/14(7.1)
blaZ (betalactamase) 18/21 (85.7) 7/7 (100.0) 11/14 (78.6) 0.521
erm(C) (erythromycin ribosome methylation
1/21 (4.8) 1/7 (14.3) 0/14 (0.0) 0.333
protein C)
aadD (aminoglycoside adenyltransferase) 4/21(19.0) 4/7 (57.1) 0/14 (0.0) 0.006
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gacC (quaternary ammonium compound)
tst1 (toxic shock syndrome toxin 1)

PVL (Panton Valentine leukocidin)

seg (enterotoxin G)

seo (enterotoxin O)

seu (enterotoxin U)

B-hemolisina con insercién de fago

sea (enterotoxin A)

sak (staphylokinase)

chp (chemotaxis-inhibiting protein)

scn (staphylococcal complement inhibitor)
splA (serine protease A)

splB (serine protease B)

cna (collagen adhesin)

fnbB (fibronectin-binding protein B)

1/21 (4.8)

2/21(9.5)

1/21(4.8)
17/21 (81.0)
16/21(76.2)
17/21(81.0)
20/21 (95.2)
3/21(14.3)
19/21(90.5)
18/21 (85.7)
20/21 (95.2)
14/21 (66.7)
14/21 (66.7)
8/21(38.1)

16/21 (76.2)

1/7 (14.3)
0/7 (0.0)
1/7 (14.3)
6/7 (85.7)
5/7 (71.4)
6/7 (85.7)
6/7 (85.7)
0/7 (0.0)
6/7 (85.7)
6/7 (85.7)
6/7 (85.7)
6/7 (85.7)
6/7 (85.7)
1/7 (14.3)

6/7 (85.7)

0/14 (0.0)
2/14 (14.3)
0/14(0.0)
11/14 (78.6)
11/14 (78.6)
11/14 (78.6)
14/14 (100.0)
3/14 (21.4)
13/14(92.9)
12/14 (85.7)
14/14 (100.0)
8/14 (57.1)
8/14 (57.1)
7/14 (50.0)

10/14 (71.4)

0.333

0.533

0.333

1.000

1.000

1.000

0.333

0.521

1.000

1.000

0.333

0.337

0.337

0.174

0.624

Abreviaturas: CC, complejo clonal; CMI, concentracidon minima inhibitoria; DE, desviacion estandar; DO;

densidad dptica; SARM, S. aureus resistente a meticilina; SASM, S. aureus sensible a meticilina.

Incluye los siguientes CCs: CC6 (1), CC15 (1), CC25 (1), CC45 (1) y CC121 (1).

* Estos resultados son estadisticamente significativos.
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Figura 38. Fenotipo B-hemolitico (izquierda) y no B-hemolitico (derecha) en agar
sangre de las cepas de S. aureus resistentes a meticilina pertenecientes a un mismo
paciente con artritis nativa.

3
b

= = s 3 N -2

M

Figura 39. Electroforesis en gel en campo pulsante de las cepas de S. aureus causantes
de artritis nativa. Las cepas 1y 2 se corresponden con las cepas de SARM
pertenecientes a un mismo paciente con dos fenotipos diferentes pero mismo patrén
electroforético. La cepa 1 presentaba B-hemdlisis débil en agar sangre y un agr
funcional, mientras que la cepa 2 no presentaba B-hemolisis y mostraba
disfuncionalidad de agr. M: marcador de peso molecular (kb).
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El analisis de PFGE mostrd una alta variabilidad genética (Figura 40), siendo CC5 el
complejo clonal mayoritario (8/21 [38.1%]). El agr tipo Il (9/21 [42.9%]) y el agr tipo |
(8/21 [38.1%]) fueron los tipos de agr principales. Catorce cepas (14/21 [66.7%])
presentaron la capsula cap5 y siete cepas (7/21 [33.3%]) la capsula cap8. Todos los
aislamientos portaron genes que codificaban para las proteinas de adhesion intercelular
que participan en la formacién de biofilm (icaA, icaC, icaD) y genes que codifican para
MSCRAMMs. Todas las cepas (21/21 [100.0%]) presentaron el gen que codifica para la
proteina de unidn a fibronectina A (fnbA), mientras que el gen que codifica para la
proteina de unidn a fibronectina B (fnbB) estuvo presente en un 76.2% (16/21) de las
cepas. Los genes que codifican para la toxina del sindrome del shock téxico (tst1) y para
la leucocidina de Panton-Valentine (LPV) se detectaron en dos (2/21 [9.5%]) y una (1/21
[4.8%]) cepas, respectivamente. Estos casos evolucionaron favorablemente. Todas las
cepas de S. gureus menos una (20/21 [95.2%]) portaban el gen de la B-hemolisina (h/b)
truncado por la insercién de fagos con el cluster de evasion del sistema inmune: sak
(estafiloquinasa), chp (proteina inhibidora de la quimiotaxis) y scn (inhibidor del

complemento estafilocécico).

WSS 930540149 artritis
_I Oxh-5 270522006 artritis
OxA5 26057772 artritis
_|: OxA5 93065989 artritis

OxA-5 111020092 artritis

—— OxA-5 II3zezd7aritis
‘—I WSS 25061762 artritis

| OxAS 333220893 artritis
OxAR 23034500 artritiz

OxAR 24002262 hemalitico artr.

OxAR 27023233 artritis
es] OxA-R 040069499 artritis
- S OxAR 24043041 artritis

OxAS 27023573 artritis
0xAR 94021264 artritis
OxAS 33230902242 artritis
OxAS 28080472 artritiz

QA5 2600367 Hartritis
0xA-R 27041610 artritiz
OxAS 28042653 artritiz
OxAS 940337432 artritiz

Figura 40. Electroforesis en gel en campo pulsante de todas las cepas de S. aureus
causantes de artritis nativa junto con la sensibilidad a meticilina (S: sensible, R:
resistente).
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2.2 COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS
MICROBIOLOGICAS DE LAS CEPAS DE S. aureus SEGUN LA
SENSIBILIDAD A METICILINA

En la Tabla 11 se muestran las caracteristicas microbioldgicas de las cepas de S. aureus
segln su sensibilidad a meticilina. Todas las cepas de SARM fueron positivas para el gen
mecA. Como era de esperar, los aislados de SARM presentaron con una mayor
frecuencia resistencia a las fluoroquinolonas (6/7 [85.7%] vs 1/22 [4.5%], p<0.001) y a
eritromicina (5/7 [71.4%] vs 2/22 [9.1%], p=0.003). Una de las cepas de SARM presentd
resistencia de alto nivel a mupirocina (CMI 21024 mg/L), portando el gen mupA. Todas
las cepas fueron sensibles a fosfomicina excepto una cepa de SARM que presentd una

CMI >64 mg/L.

La variabilidad genética fue mayor entre las cepas de SASM, en las que se identificaron
nueve CCs diferentes, mientras que en las cepas de SARM sdlo se identificaron tres CCs
diferentes. CC5 (5/7 [71.4%]) fue el principal CC identificado entre las cepas de SARM y
CC5 y CC30 fue identificado en la misma proporcion entre las cepas de SASM (3/14
[21.4%]).

2.3 CORRELACION DE LAS CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
DE LAS CEPAS DE S. aureus CON EL PRONOSTICO DE LOS
PACIENTES

Se analizod si los factores bacterianos fenotipicos y genotipicos de las cepas de S. aureus
podrian tener una influencia significativa en la evolucion clinica de los pacientes con
artritis séptica nativa (fracaso terapéutico o curacién [Tabla 12]). No se observo ninguna
diferencia en la disfuncionalidad de agr (2/7 [28.6%)] en las cepas de los pacientes que
experimentaron fracaso terapéutico vs 3/13 [23.1%] en las cepas de los pacientes que
experimentaron curacion con el tratamiento, p=1.000). Tampoco se observaron
diferencias en la B-hemdlisis (en pacientes que experimentaron fracaso terapéutico:

débil 6/7 [85.7%], fuerte 1/7 [14.3%] y negativo 0/7 [0.0%] vs en pacientes que
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experimentaron curacion: débil 7 / 13 [53.8%], fuerte 5/13 [38.5%] y negativo 1/13

[7.7%], p=0.428). Sin embargo, observamos una menor formacién de biofilm en las

cepas de S. aureus de pacientes que experimentaron fracaso terapéutico (DO 595 nm,

media * desviacion estandar [DE]: 0.22 + 0.08 vs. 0.33 £ 0.12, p=0.058).

Tabla 12. Analisis comparativo de la sensibilidad a antimicrobianos y caracteristicas
fenotipicas y genotipicas de las cepas de S. aureus segun la evolucion clinica de la artritis

nativa.
Fracaso terapéutico Curacion
Caracteristicas P
(n=7), N2 (%) (n=19), N2 (%)
Resistencia antimicrobiana
Penicilina 7 (100) 17 (89.5) 1.000
Levofloxacino 4 (57.1) 3 (15.8) 0.057
Eritromicina 3(42.9) 4(21.1) 0.340
Gentamicina 1(14.3) 4(21.1) 1.000
Mupirocina 1/7 (14.3) 0/15 (0.0) 0.318
CMI de daptomicina por Etest (mg/L)
CMlso 0.19 0.13 -
CMlgo 0.25 0.25 -
Media geométrica 0.18 0.15 0.501
CMI de vancomicina por Etest (mg/L)
CMlso 1.00 0.75 -
CMlgo 1.00 1.00 -
Media geométrica 0.88 0.75 0.145
Caracteristicas fenotipicas
agr disfuncional 2/7 (28.6) 3/13(23.1) 1.000

158



B -hemolisis

Negativo

Débil

Fuerte
Formacidn biofilm (DO 595 nm, media+DE)

Genotipo de resistencia y virulencia

Complejo clonal (CC)

CC5

cc8

CC22

CC30

Otros
Grupo de agr

agrl

agrll

agrlll

agrlVv
blaZ (betalactamase)
erm(C) (erythromycin ribosome methylation
protein C)
aadD (aminoglycoside adenyltransferase )
gacC (quaternary ammonium compound)

tst1 (toxic shock syndrome toxin 1)

0/7 (0.0)
6/7 (85.7)
1/7 (14.3)

0.22£0.08

3/7 (42.9)
0/7 (0.0)
1/7 (14.3)
2/7 (28.6)

1/7 (14.3)

2/7 (28.6)
3/7 (42.9)
2/7 (28.6)
0/7 (0.0)

7/7 (100.0)

1/7 (14.3)

3/7 (42.9)
1/7 (14.3)

0/7 (0.0)

Resultados

1/13 (7.7)
7/13 (53.8)
5/13 (38.5)

0.33+0.12

5/13 (38.5
2/13 (15.4)
2/13 (15.4)
1/13(7.7)

3/13 (23.1)

5/13 (38.5)
6/13 (46.2)
1/13 (7.7)
1/13 (7.7)

11/13 (84.6)

0/13 (0.0)

1/13 (7.7)
0/13 (0.0)

2/13 (15.4)

0.428

0.058

0.837

0.784

0.521

0.350

0.101

0.350

0.521
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PVL (Panton Valentine leukocidin)
seg (enterotoxin G)

seo (enterotoxin O)

seu (enterotoxin U)

B-hemolisina con insercién de fago
sea (enterotoxin A)

sak (staphylokinase)

chp (chemotaxis-inhibiting protein)
scn (staphylococcal complement inhibitor)
splA (serine protease A)

splB (serine protease B)

cna (collagen adhesin)

fnbB (fibronectin-binding protein B)

0/7 (0.0)
6/7 (85.7)
6/7 (85.7)
6/7 (85.7)
7/7 (100.0)
2/7 (28.6)
7/7 (100.0)
6/7 (85.7)
7/7 (100.0)
4/7 (57.1)
4/7 (57.1)
3/7 (42.9)

4/7 (57.1)

1/13(7.7)
10/13 (76.9)
9/13 (69.2)
10/13 (76.9)
12/13(92.3)

1/13 (7.7)
11/13 (84.6)
11/13 (84.6)
12/13 (92.3)
10/13 (76.9)
10/13 (76.9)
4/13 (30.8)

11/13 (84.6)

1.000

1.000

0.613

1.000

1.000

0.270

0.521

1.000

1.000

0.613

0.613

0.651

0.290

Abreviaturas: CC, complejo clonal; CMI, concentracion minima inhibitoria; DE, desviacidn estandar; DO;

densidad dptica; SARM, S. aureus resistente a meticilina; SASM, S. aureus sensible a meticilina.
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BLOQUE Il: INFECCION PROTESICA
ARTICULAR PRODUCIDA POR

Staphylococcus aureus
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ESTUDIO RETROSPECTIVO DE INFECCION PROTESICA
ARTICULAR PRODUCIDA POR S. aureus RESISTENTE A
METICILINA

1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA COHORTE Y
ANALISIS COMPARATIVO SEGUN LA EVOLUCION
CLiINICA DE LOS PACIENTES

De las 56 IPAs causadas por S. aureus que se identificaron en el Hospital Universitario 12
de Octubre desde el afio 2005 hasta el afio 2015, dieciocho (18/56 [32.1%]) fueron
causadas por SARM. Las caracteristicas clinicas de estos dieciocho casos de IPA se
muestran en la Tabla 13. La mitad de los casos (9/18 [50.0%]) fueron varones, la edad
media de todos los pacientes fue de 71.8 + 12.3 afios y la diabetes mellitus fue la
comorbilidad mas frecuentemente observada (6/18 [33.3%]). Se observaron 12 IPAs con
presentacion clinica aguda (12/18 [66.7%]) y 6 con presentacion cronica (6/18 [33.3%)]).
En cuanto al tratamiento quirdrgico, 14 pacientes (14/18 [77.8%]) fueron sometidos a
DAIR y 4 pacientes (4/18 [22.2%]) a explante protésico. La mediana de seguimiento de
los pacientes fue de 688 dias. Se observo fracaso terapéutico en diez pacientes (10/18
[55.6%]), los cuales mostraron una tendencia no significativa a tener insuficiencia renal
crénica, a presentar una IPA crénica, niveles mas altos de proteina C reactiva y un mayor
retraso para someterse a desbridamiento quirurgico (Tabla 13). Las razones del fracaso
al tratamiento fueron: muerte relacionada con la infeccidn (2/10), necesidad de mas
desbridamientos o de explante protésico en pacientes tratados inicialmente con DAIR
(4/10), imposibilidad de sustitucién del implante ortopédico en pacientes tratados con
explante protésico (2/10), y signos persistentes de infeccidn en el Ultimo seguimiento

(2/10). Se documentd evidencia microbioldgica de persistencia/recidiva de SARM en
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cuatro pacientes. La mediana de tiempo desde el desbridamiento hasta el fracaso
terapéutico en los pacientes tratados por DAIR fue de 108 dias. La comparacion de las
caracteristicas clinicas entre los episodios de IPA que curaron y fracasaron

terapéuticamente no mostré diferencias significativas (Tabla 13).

Tabla 13. Caracteristicas clinicas de los pacientes con infeccidon protésica articular
causada por S. aureus resistente a meticilina.

Fracaso
Total casos - Curacién
Caracteristicas terapeutico P
(n=18), N2 (%) (n=8), N2 (%)
(n=10), N2 (%)
Caracteristicas basales
Sexo (vardn) 9 (50.0) 5(50.0) 4 (50.0) 1.000
Edad (afios, media £ DE) 71.8+123 74.0+9.6 69.0+15.3 0.407
Diabetes mellitus 6 (33.3) 4 (40.0) 2 (25.0) 0.638
Insuficiencia renal crénica 4(22.2) 4 (40.0) 0(0.0) 0.092
Artritis reumatoide 1(5.6) 0(0.0) 1(12.5) 0.444
Céncer 1(5.6) 1(10.0) 0(0.0) 1.000
Cirrosis 3(16.7) 2 (20.0) 1(12.5) 1.000
Enfermedad pulmonar crénica 4(22.2) 3(30.0) 1(12.5) 0.588
Enfermedad cardiaca crénica 3(16.7) 1(10.0) 2 (25.0) 0.559
Terapia inmunosupresora 3(16.7) 1(10.0) 2 (25.0) 0.559
Localizacion de la prétesis (rodilla)® 6 (33.3) 4 (40.0) 2 (25.0) 0.638
Protesis de revisién 7 (38.9) 4 (40.0) 3(37.5) 1.000

Presentacion clinica

Tipo de infeccidn
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Aguda
Crénica
Infeccidn polimicrobiana®
Bacteriemia
Fiebre >372C
Dolor articular
Fistula
Supuracién
Leucocitos (x10%/L, media + DE)¢
Proteina C reactiva (mg/L, media + DE)*
Tratamiento quiruargico
DAIR
Tiempo hasta desbridamiento (dias,
mediana [RIQ])
Recambio del polietileno
Necesidad de 22 desbridamientos
Uso de rifampicina (dias, media + DE)
Explante protésico

Uso de espaciador con antibidtico

12 (66.7)
6(33.3)
4(22.2)
5(27.8)
9/17 (52.9)
13/16 (81.3)
7 (38.9)
11/17 (64.7)
11.8+6.2

143.3 +106.5

14 (77.8)

15 (9-25)

1/14 (7.1)

0/14 (0.0)

9.1+24.5
4(22.2)

1/4 (25.0)

5 (50.0)
5 (50.0)
1(10.0)
2 (20.0)
4/9 (44.4)
7/9 (77.8)
5 (50.0)
6/9 (66.7)
12.9+6.9

174.2 + 108.7

7 (70.0)

15 (15-35)

1/7 (14.3)
0/7 (0.0)
24449
3(30.0)

0/3 (0.0)

Resultados

7 (87.5)
1(12.5)
3(37.5)
3(37.5)
5/8 (62.5)
6/7 (85.7)
2 (25.0)
5/8 (62.5)
10.6 +5.7

66.0 £ 63.6

7 (87.5)

12 (3-19)

0/7 (0.0)
0/7 (0.0)
15.9 + 34
1(12.5)

1/1 (100.0)

0.152

0.275

0.608

0.637

1.000

0.367

1.000

0.489

0.190

0.588

0.165

1.000

0.620

0.588

0.250

Abreviaturas: DAIR, desbridamiento, antibioterapia y retencion del implante; DE, desviacion estandar;

RIQ, rango intercuartilico.

@ Hubo 6 protesis de rodilla y 12 de cadera (5 hemiartroplastias y 7 reemplazos totales de cadera).

b Otros microorganismos: Escherichia coli (3 casos), Pseudomonas aeruginosa (1 caso), Enterococcus
faecalis (1 caso) y Morganella morganii (1 caso).

¢ Datos obtenidos en el diagndstico, antes del tratamiento quirdrgico (desbridamiento o explante

protésico).
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2. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE LAS CEPAS
DE S. aureus Y ANALISIS COMPARATIVO SEGUN LA
EVOLUCION CLiNICA DE LOS PACIENTES

El patron de sensibilidad a los antibidticos y las caracteristicas fenotipicas y genotipicas
de las cepas de SARM se muestran en la Tabla 14. Todas las cepas de SARM (18/18
[100.0%]) fueron sensibles a cotrimoxazol, vancomicina, teicoplanina, daptomicina,
linezolid y dalbavancina. Todas las cepas fueron resistentes a fluoroquinolonas y una
cepa presentd resistencia de alto nivel a mupirocina (CMI 21024 mg/L), portando el gen
mupA. Se observd una cepa (1/18 [5.6%]) con CMI elevada a vancomicina (1.5 mg/L).
Diez cepas de SARM (10/18 [55.6%]) mostraron un agr disfuncional, una cepa (1/18
[5.6%]) una funcionalidad débil y 7 cepas (7/18 [38.9%]) una funcionalidad fuerte. Trece
cepas (13/18 [72.2%]) mostraron B-hemdlisis en agar sangre, siendo B-hemodlisis fuerte
en 4 de ellas. Ninguna cepa presentd halo turbio de hemdlisis rodeando a las colonias
en agar sangre por expresion de la B-hemolisina (HIb). Todas las cepas de S. aureus
presentaron un fenotipo salvaje y todas fueron capaces de formar biofilm en

condiciones estaticas.
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Tabla 14. Sensibilidad a antimicrobianos y caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las
cepas de S. aureus resistentes a meticilina causantes de infeccidn protésica articular.

Fracaso
Total casos Curacion

Caracteristicas terapéutico p

(n=18), N2 (%) (n=8), N2 (%)
(n=10), N2 (%)

Resistencia antimicrobiana

Fluoroquinolonas 18 (100.0) 10 (100.0) 8(100.0) -

Eritromicina 13 (72.2) 6 (60.0) 7 (87.5) 0.314
Clindamicina 5(27.8) 2 (20.0) 3(37.5) 0.608
Gentamicina 5(27.8) 1(10.0) 4 (50.0) 0.118
Fosfomicina 2(11.1) 1(10.0) 1(12.5) 1.000
Rifampicina 2(11.1) 2 (20.0) 0 (0.0) 0.477
Mupirocina 1(5.6) 0(0.0) 1(12.5) 0.183
Acido fusidico 1(5.6) 1(10.0) 0 (0.0) 1.000

CMI de daptomicina (mg/L)

CMlso 0.38 0.38 0.38 -
CMlgo 0.75 0.75 0.75 -
Media geométrica 0.50 0.51 0.48 0.692

CMI de vancomicina (mg/L)

CMlsg 0.75 1.00 0.75 -
CMl g0 1.00 1.00 1.00 -
Media geométrica 0.85 0.89 0.79 0.319

CMI de dalbavancina (mg/L)
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CMl 5o
CMl g0
Media geométrica
Caracteristicas fenotipicas
agr disfuncional
B -hemodlisis
Negativo
Débil
Fuerte
Formacidn biofilm (DO 595 nm, media+DE)
Genotipo de resistencia y de virulencia
blaZ (betalactamase)
erm(C) (rRNA methyltransferase)
aadD (aminoglycoside adenyltransferase)
gacC (quaternary ammonium compound)
B-hemolisina con insercidén de fago
sea (enterotoxin A)
sak (staphylokinase)
chp (chemotaxis-inhibiting protein)
scn (staphylococcal complement inhibitor)

fnbB (fibronectin-binding protein B)

0.06
0.09

0.07

10 (55.6)

5(27.8)
9 (50.0)
4(22.2)

0.32+0.16

14 (77.8)
4(22.2)
15 (83.3)
4(22.2)
11 (61.1)
1(5.6)
11 (61.1)
10 (55.6)
11 (61.1)

17 (94.4)

0.06
0.09

0.07

4 (40.0)

4 (40.0)
5 (50.0)
1 (10.0)

0.35+0.17

7 (70.0)
2 (20.0)
9 (90.0)
2 (20.0)
8 (80.0)
0(0.0)
8 (80.0)
8 (80.0)
8 (80.0)

10 (100.0)

0.06
0.09

0.07

6 (75.0)

1(12.5)
4 (50.0)
3(37.5)

0.27+0.15

7 (87.5)
2 (25.0)
6 (75.0)
2 (25.0)
3(37.5)
1(12.5)
3(37.5)
2 (25.0)
3(37.5)

7 (87.5)

0.937

0.188

0.319

0.203

0.588

1.000

0.559

1.000

0.145

0.444

0.145

0.054

0.145

0.444

Abreviaturas: CMI, concentracion minima inhibitoria; DE, desviacidén estandar; DO; densidad dptica.
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El analisis de PFGE (Figura 41) mostré dos patrones electroforéticos diferentes,
correspondientes a dos MLSTs: ST125 (17 cepas) y ST228 (1 cepa). Ambos MLSTs (todas
las cepas) pertenecieron el complejo clonal 5 (CC5). Todas las cepas mostraron agr tipo
Il y fueron positivos para el gen mecA. Ninguna cepa fue positiva para los genes que
codificaban para la tst1, las toxinas exfoliativas (etA, etBy etD) y la LPV. Por el contrario,
todas las cepas presentaron las proteasas de serina splA y splB, el cluster egc de genes
de enterotoxinas (seg, sei, sem, sen, seo y seu) y el gen de la a-hemolisina (hl/a). Once
cepas (11/18 [61.1%]) portaban el gen de la B-hemolisina (hlb) truncado debido a la
insercion de un fago y todas fueron positivas para los genes de evasién del sistema
inmune transmitidos por fagos (sak, scn y chp); con la excepcidon de una cepa que fue
negativa para el gen chp. Los genes que participan en la formacién de biofilm icaA, icaC
e icaD se detectaron en todas las cepas, mientras que otro gen también implicado en la
formacién de biofilm, bap, siempre estuvo ausente. El gen de la capsula tipo 5 (cap5)
siempre estuvo presente. Todas las cepas fueron positivas para todos los genes
MSCRAMMs (bbp, clfA, clfB, ebh, ebpS, eno, fib, fnbA, map, sasG, sdrC, sdrD y vwbp) con
la excepcidn del gen que codifica para la proteina de unién a colageno (cna) que estuvo
ausente en todas las cepas. La comparacién de las caracteristicas microbioldgicas,
fenotipicas y genotipicas, de las cepas de SARM entre episodios que cursaron con
fracaso terapéutico de la IPA respecto a las cepas de los pacientes que curaron no
mostré diferencias significativas (Tabla 14). Sin embargo, se observd una tendencia
hacia una mayor frecuencia de los genes transmitidos por fagos (chp, sak y scn) en las
cepas causantes de IPAs que fracasaron terapéuticamente, sobre todo en el caso del gen
que codifica para la proteina inhibidora de la quimiotaxis (chp) (8/10 [80.0%] vs 2/8
[25.0%], p=0.054). Todas las cepas con un agr funcional presentaron el fago, mientras
que en las cepas con un agr disfuncional el fago estuvo poco presente (8/8 [100.0%)] vs

3/10 [30.0%], p=0.004).
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Dice (Dpt0.50%) (Tol 1.8%-1.8%) (H=0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
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Figura 41. Electroforesis en gel en campo pulsante de 17 de las 18 cepas de S. aureus
resistentes a meticilina pertenecientes al complejo clonal 5 causantes de infeccién
protésica articular junto con el afio de aislamiento de cada cepa y el MLST al que
pertenecen.

3. SENSIBILIDAD AL PEPTIDO DE NEUTROFILO HUMANO
1Y VIRULENCIA EN EL MODELO IN VIVO DE Galleria

mellonella

Para profundizar en la tendencia observada de que existe una mayor frecuencia de los
genes transmitidos por fagos (chp, sak y scn) en las cepas causantes de IPAs que
fracasaron terapéuticamente, se seleccionaron 4 cepas del estudio con diferente
evolucién clinica y con presencia y ausencia del fago (Tabla 15). Todas las cepas
correspondian a casos de IPAs postquirdrgicas precoces, de protesis primaria,
monomicrobianas y tratadas con DAIR. En estas cepas se estudid su sensibilidad a
péptidos producidos por los neutrdfilos (péptido de neutréfilo humano 1 [a-defensina-

1]) y su virulencia en el modelo in vivo de G. mellonella.
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Tabla 15. Caracteristicas principales de las cepas seleccionadas de S. aureus causantes
de IPA, resistentes a meticilina y pertenecientes al complejo clonal 5 (CC5); junto con la
sensibilidad de las cepas al péptido de neutréfilo humano 1 (a-defensina-1) y el tiempo
de supervivencia de las larvas de G. mellonella a las cepas de S. aureus.

Supervivencia a Supervivencia de
B-hemolisina

Cepa B Funcionalidad Evolucién a-defensina-1 Galleria mellonela
MLST con insercion
S. aureus hemodlisis de agr clinica (% (horas
de fago?
media® + DE) media® + DE)
26024620 Fuerte Negativa ST125 Ausente Fracaso 54.0+18.3 549147
29095556 Débil Positiva ST125 Presente Fracaso 61.3+9.3 53.3+5.0
21055531 Fuerte Negativa ST125 Ausente Curacion 77.7£0.6 453 4.7
26042198 Negativa Negativa ST228 Presente Curacion 63.5+12.0 102.4+4.8

Abreviatura: DE, desviacion estandar.

2Todas las cepas presentaron los genes transmitidos por fago sak, chp y scn excepto la cepa 26042198,

que presentd los genes scn, sak y sea pero no el gen chp.

® Media de los tres experimentos de sensibilidad a la a-defensina-1 y de virulencia en el modelo de G.

mellonella, respectivamente.

La supervivencia de las cepas de S. aureus al péptido de neutréfilo humano 1 (a-
defensina-1) fue parecida en todas las cepas (Tabla 15), independientemente de la
presencia o ausencia del fago (62.4 + 1.6 vs 65.9 + 16.8, p=1.000) y de la evolucidn clinica
de la IPA (curacion vs fracaso: 70.6 + 10.0 vs 57.7 + 5.2, p=0.333). La supervivencia de
las larvas de G. mellonella a las cepas de S. aureus (Tabla 15) también fue independiente
de la presencia o ausencia del fago (77.9 + 34.7 vs 50.1 + 6.8, p=0.667) y de la evolucién
clinica de la IPA (curacion vs fracaso: 73.9 + 40.4 vs 54.1 + 1.1, p=1.000). Con la Unica
cepa de S. aureus perteneciente al ST228 (260421998) las larvas de G. mellonella
mostraron un tiempo de supervivencia significativamente mayor que con las otras tres
cepas pertenecientes al ST125 (p<0.001), entre las que no se observaron diferencias en

el tiempo de supervivencia de las larvas (Figura 42).
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Figura 42. Curva de supervivencia de las larvas de G. mellonella a las cepas de S.
aureus.
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ESTUDIO PROSPECTIVO MULTICENTRICO DE
INFECCION  PROTESICA ARTICULAR EN LA
COMUNIDAD DE MADRID (ESTUDIO PISA)

1. DESCRIPCION CLINICA Y MICROBIOLOGICA DE LA
COHORTE

El porcentaje de IPAs causadas por S. aureus en todos los hospitales participantes en el
estudio fue de 24.3%. Inicialmente se recogieron 97 casos de IPA producida por S.
aureus entre todos los hospitales, pero se excluyeron 9 casos por falta de informacién
clinica. Por tanto, finalmente se incluyeron en el estudio a 88 pacientes. Cuarentay cinco
tenian IPP (45/88 [51.1%)]), 21 eran IPCs (21/88 [23.9%]) y 19/88 IHs (21.6%); ademas,
dos pacientes (2/88 [2.3%]) tuvieron una infeccién como resultado de la diseminacion
contigua de un foco supurativo y un paciente (1/88 [1.1%]) presenté una infeccidn de

tipo “cultivos intraoperatorios positivos”.

Las caracteristicas clinicas y microbiolégicas (fenotipicas y genotipicas) se muestran en
detalle en la Tabla 16. Veinte cepas de S. aureus (20/88 [22.7%]) fueron resistentes a
meticilina (SARM) y todas portaron el gen mecA. Todas las cepas de S. aureus fueron
sensibles a cotrimoxazol, teicoplanina, linezolid, vancomicina (CMI<2.0 mg/L) vy
daptomicina (CMI<0.75 mg/L). Once cepas (11/88 [12.5%]) mostraron CMI21.5 mg/L a
vancomicina, si bien ninguna presentd un fenotipo h-VISA. Sélo una cepa mostrd
resistencia a acido fusidico (1/88 [1.1%]) y 6/88 (6.8%) a mupirocina, todas ellas con el
gen mupA. Cincuenta y ocho cepas presentaron un agr funcional (58/88 [65.9%]). La
mayoria de las cepas mostraron B-hemdlisis (77/88 [87.5%]) (49 cepas una B-hemdlisis
débil y 28 fuerte) y formaron biofilm (84/88 [95.5%]). Dos cepas (2/88 [2.3%])

presentaron halos turbios de hemdlisis rodeando a las colonias en agar sangre por
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expresion de la B-hemolisina (HIb) y 7/88 cepas (8.0%) presentaron tanto B-hemdlisis
como halos turbios de hemdlisis. En cuanto a la formacion de biofilm, 58/88 cepas
(65.9%) formaron biofilm débilmente, 18/88 (20.5%) moderadamente y 8/88 (9.1%)
fuertemente. Cuatro cepas de S. aureus mostraron fenotipos poco comunes en agar

sangre: tres eran SCV y una presenté un fenotipo mucoso.

El analisis de epidemiologia molecular mostré que los aislados de S. aureus pertenecian
a 16 complejos clonales (CC) diferentes, siendo CC5 el mas frecuente (27/88 [30.7%])
(Tabla 16). Los genes pertenecientes al cluster de genes de enterotoxinas egc (seg, sei,
sem, sen, seo y seu) estuvieron ampliamente representados, siendo sem la mayoritaria
(67/88 [76.1%]). Once cepas (11/88 [12.5%]) fueron positivas para la tstl y 75 cepas
(75/88 [85.2%]) portaron un gen hlb truncado debido a la insercidn de un fago con genes
pertenecientes al cluster de evasién inmune (sak, chp y scn). Las cepas con un agr
funcional presentaron con mayor frecuencia este fago que las que tuvieron un agr
disfuncional (56/58 [96.6%] vs 19/30 [63.3%], p<0,001). Todas las cepas portaron los
genes implicados en la formacion de biofilm icaA, icaC, icaD; mientras que la proteina
de superficie también implicada en la formacién de biopeliculas bap siempre estuvo
ausente. Todos los aislamientos fueron positivos para genes que codifican para
MSCRAMMs: clfA, clfB, ebpS (proteina de unién a la elastina de la superficie celular), eno
(enolasa), map (proteina andloga al complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il),
sdrC (proteina de unidn a fibrindgeno) y vwbp (proteina de unién al factor de von
Willebrand). El gen cna estuvo representada en la mitad de las cepas (44/88 [50.0%]).
Una cepa (1/88 [1,1%]) fue positiva para etA (toxina exfoliativa de serotipo A) y ningln
aislado fue positivo para el gen codifica la LPV. De interés, 6/88 casos (6.8%) con
infeccion por S. aureus pertenecieron al complejo clonal CC398. Todos ellos fueron
sensibles a la meticilina excepto uno, que portd los genes de resistencia a la tetraciclina
tet (K) y tet (M), como otra cepa CC398 sensible a la meticilina. Todas las cepas del
complejo clonal CC398 portaron el gen hlb truncado debido a la insercién de fagos,

excepto las dos que tenian los genes de resistencia a tetraciclina.
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Tabla 16. Descripcidn clinica y microbioldgica de la cohorte y andlisis comparativo segln la sensibilidad a meticilina y la presentacidn clinica de
la infeccion protésica articular.

Total Hematdgena Postquirurgica Postquirurgica
SARM SASM P P
casos (IH) <90 dias (IPP) >90 dias (IPC)
(n=20) (n=68) P (Hvs  (IPPvs  (IHvs
(n=88) (n=19)2 (n=45)° (n=21)"
N2 (%) Ne (%) IPP) IPC) IPC)
Ne (%) Ne (%) Ne (%) Ne (%)
Caracteristicas basales
Sexo (varon) 35 (39.8) 8 (40.0) 27 (39.7) 0.981 8(42.1) 15 (33.3) 11 (52.4) 0.504 0.140 0.516
Edad (afios, media+DE) 747+141 79.8+88 73.2+15.0  0.102 77.4+13.9 74.2+14.1 73.5+15.3 0.293 0.962 0.307
Diabetes mellitus 16(18.2)  5(25.0) 11 (16.2) 0.509 4(21.1) 8 (17.8) 3(14.3) 0.739 1.000 0.689
Insuficiencia renal cronica 14 (15.9) 3(15.0) 11 (16.2) 1.000 4(21.1) 6 (13.3) 4(19.0) 0.466 0.714 1.000
Artritis reumatoide 7 (8.0) 2 (10.0) 5(7.4) 0.655 2 (10.5) 3(6.) 1(4.8) 0.629 1.000 0.596
Cancer 7 (8.0) 2 (10.0) 5(7.4) 0.655 2 (10.5) 1(2.2) 3(14.3) 0.208 0.091 1.000
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Cirrosis

Enfermedad pulmonar

cronica

Enfermedad cardiaca

crénica

Terapia inmunosupresora

Localizacién de la prétesis®

Rodilla

Cadera

Otra

Protesis de revisidon

2(2.3)

11 (12.)

27 (30.7)

12 (13.6)

40 (45.5)

46 (52.3)

2(2.3)

22 (25.0)

0(0.)

4(20.0)

8 (40.0)

2 (10.0)

8 (40.0)

12 (60.0)

0(0.0)

4 (20.0)

2(2.9)

7 (10.3)

19 (27.9)

10 (14.7)

32 (47.1)

34 (50.0)

2 (2.9)

18 (26.5)

1.000

0.262

0.304

0.726

0.769

0.770

0(0.0)

3(15.8)

7 (36.8)

5(26.3)

16 (84.2)

3(15.8)

0(0.0)

5(26.3)

1(2.2)

8(17.8)

13 (28.9)

5(11.1)

18 (40.0)

26 (57.8)

1(2.2)

9 (20.0)

1(4.8)

0(0.0)

7 (33.3)

0(0.0)

4 (19.0)

16 (76.2)

1(4.8)

7 (33.3)

1.000

1.000

0.531

0.147

0.003*

0.742

0.538

0.048*

0.714

0.169

0.211

0.355

1.000

0.098

0.816

0.018*

<0.001*

0.736

Presentacion clinica

Tipo de infeccidn
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Hematdgena

Postquirdrgica <90 dias

Postquirdrgica >90 dias

Cultivo intraoperatorio

positivo

Foco contiguo

Infeccidon polimicrobiana

Bacteriemia

Fiebre>37°C

Dolor articular

Fistula

Supuracién

19 (21.6)

45 (51.1)

21(23.9)

1(1.1)

2(2.3)

14 (15.9)

18 (20.5)

31(35.2)

73 (83.0)

24 (27.3)

35 (39.8)

2 (10.0) 17 (25.0)

9 (45.0) 36 (52.9)

7 (35.0) 14 (20.6)

1(5.0) 0(0.0)

1(5.0) 1(1.5)

3(15.0) 11 (16.2)

3(15.0) 15 (22.1)

6 (30.0) 25 (36.8)

18 (90.0) 55 (80.9)

8 (40.0) 16 (23.5)

7 (35.0) 28 (41.2)

0.097

1.000

0.753

0.578

0.504

0.146

0.620

0(0.0)

9 (47.4)

11 (57.9)

18 (94.7)

0(0.0)

0 (0.0)

8(17.8)

6(13.3)

16 (35.6)

36 (80.0)

7 (15.6)

29 (64.4)

6 (28.6)

2(9.5)

3 (14.3)

16 (76.2)

16 (76.2)

6 (28.6)

Resultados

0.093

0.008*

0.098

0.258

0.094

<0.001*

0.346

1.000

0.075

0.753

<0.001*

0.007*

0.021*

0.007*

0.004*

0.186

<0.001*

0.021*
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Leucocitos (x10°/L,

(mediaDE) 10.3+6.3 7.6+6.8 11.1+59  0.010* 11.4+7.6 10.4+£5.4 9.0+6.5 0.397 0.247 0.124
Proteina C reactiva (mg/L, 140.4 + 121.4 + 145.8 +
0.367 244.8+130.1  128.5+122.3 75.0+89.4 0.002* 0.096 <0.001*
media+DE)* 128.9 127.1 129.9
Tratamiento quirurgico
DAIR 58 (65.9) 9(45.0)  49(72.1)  0.025* 16 (84.2) 33(73.3) 8(38.1) 0.521 0.006*  0.003*
Resistencia antimicrobiana
Penicilina 78 (88.6) 20 (100) 58 (85.3) 0.108 13 (68.4) 43 (95.6) 19 (90.5) 0.007* 0.587 0.120
Meticilina 20 (22.7) - - - 2 (10.5) 9 (20.0) 7(33.3) 0.483 0.239 0.133
Levofloxacino 21(23.9) 17 (85.0) 4 (5.9) <0.001* 3(15.8) 9 (20.0) 8(38.1) 1.000 0.117 0.115
Eritromicina 33 (37.5) 15 (75.0) 18 (26.5)  <0.001* 5(26.3) 20 (44.4) 6(28.6) 0.174 0.219 0.873
Clindamicina 18 (20.5) 5 (25.0) 13 (19.1) 0.544 4(21.1) 10 (22.2) 3(14.3) 1.000 0.526 0.689
Gentamicina 12 (13.6) 4(20.0) 8(11.8) 0.457 1(5.3) 8(17.8) 3(14.3) 0.260 1.000 0.607
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Fosfomicina 3(3.4) 3(15.0)
Rifampina 3(3.4) 1(5.0)
Mupirocina 6 (6.8) 5(25.0)

CMI de daptomicina por

Etest (mg/L)
CMlso 0.19 0.19
CMlso 0.38 0.38
Media geométrica 0.16 0.19

CMI de vancomicina por

Etest (mg/L)

CMlso 1.00 1.00
CMlso 1.50 1.50
Media geométrica 0.90 1.09

0(0.0)

2(2.9)

1(1.5)

0.13

0.38

0.16

1.00

1.00

0.85

0.010*

0.543

0.002*

0.266

0.002*

1(5.3)

0(0.0)

1(5.3)

0.13

0.38

0.16

1.00

1.50

0.87

1(2.2)

1(2.2)

1(2.2)

0.13

0.25

0.15

1.00

1.00

0.87

1(4.8)

2(9.5)

3(14.3)

0.19

0.38

0.18

1.00

1.50

1.01

Resultados

0.509

1.000

0.509

0.597

0.682

0.538

0.236

0.091

0.285

0.051*

1.000

0.488

0.607

0.545

0.152
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Vancomicina CMI21.5

" 11 (12.5) 6 (30.0) 5(7.4) 0.015% 2 (10.5) 1(2.2) 7(33.3) 0.208 0.001* 0.133
mg
Caracteristicas fenotipicas
Funcionalidad de agr
Negativo 30 (34.1) 6 (30.0) 24 (35.3) 6(31.6) 13 (28.9) 9(42.9)
Deébil 24(273)  4(200)  20(29.4) | 0.474 10 (52.6) 7 (15.6) 6 (28.6) 0.003* 0.117 0.335
Fuerte 34 (38.6) 10 (50.0) 24 (35.3) 3(15.8) 25 (55.6) 6 (28.6)
B -hemolisis 77 (87.5)  20(100.0) 57 (83.8) 0.063 15 (78.9) 42 (93.3) 17 (81.0) 0.182 0.196 1.000
Formacion de biofilm (DO
0.12+0.11 0.18+0.17 0.11+0.07  0.001* 0.09 + 0.04 0.13+0.14 0.13 +0.07 0.150 0.117 0.008*
595 nm, mediazDE)
Epidemiologia molecular
Complejo clonal (CC)
ces 27(30.7)  17(85.0)  10(14.7) 2 (10.5) 15 (33.3) 8(38.1)
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cc1s 7 (8.0) 0(0.0) 7(10.3) 1(5.3) 4(8.9) 2(9.5)
Cc30 13 (14.8) 0(0.0) 13 (19.1) 3(15.8) 5(11.1) 5(23.8)
ccas 12 (13.6) 1(5.0) 11 (16.2) 2 (10.5) 8(17.8) 2(9.5)
d
Otro 29 (33.0) 2 (10.0) 27(39.7)  <0.001* 11 (57.9) 13 (28.9) 4(19.0) 0.162 0.605 0.088
Grupo de agr
agr! 26 (29.5) 2 (10.0) 24 (35.3) 8(42.1) 13 (28.9) 4 (19.0)
agrli 35 (39.8) 17 (85.0) 18 (26.5)  <0.001* 5(26.3) 18 (40.0) 10 (47.6) 0.495 0.685 0.225
agr Il 27 (30.7) 1(5.0) 26 (38.2) 6 (31.6) 14 (31.1) 7 (33.3)
Genotipo de resistencia
mecA (penicillin binding
20(22.7)  20(100.0) 0 (0.0) <0.001* 2(10.5) 9(20.0) 7(33.3) 0.483 0.239 0.133
protein 2a)
blaZ (betalactamase) 74(84.1)  16(80.0)  58(85.3) 0.728 14 (73.7) 42 (93.3) 15 (71.4) 0.044*  0.024* 0.873
erm(C) (rRNA
5(5.7) 4(20.0) 1(1.5) 0.009* 0(0.0) 2 (4.4) 2(9.5) 1.000 0.587 0.488

methyltransferase)
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aadD (aminoglycoside

12 (13.6) 11 (55.0) 1(1.5) <0.001* 0(0.0) 5(11.1) 6 (28.6) 0.310 0.090 0.021*
adenyltransferase)
dfrS1 (dihydrofolate
reductase mediating 3(3.4) 3 (15.0) 0 (0.0) 0.010* 0(0.0) 1(2.2) 2 (9.5) 1.000 0.236 0.488
trimethoprim resistance)
mupA (isoleucyl-tRNA

6 (6.8) 5(25.0) 1(1.5) 0.002* 1(5.3) 1(2.2) 3(14.3) 0.509 0.091 0.607
synthetase)
tetK (tetracycline efflux
4 (4.5) 2 (10.0) 2(2.9) 0.221 1(5.3) 1(2.2) 1(4.8) 0.059 0.538 1.000

protein)
tetM (ribosomal protection
protein associated with 2(2.3) 1(5.0) 1(1.5) 0.405 1(5.3) 1(2.2) 0(0.0) 0.509 1.000 0.475
tetracycline resistance)
fosB (fosfomycin resistance

41 (46.6) 15 (75.0) 26 (38.2) 0.004* 7 (36.8) 18 (40.0) 14 (66.7) 0.813 0.043* 0.059*
protein B)

Genotipo de virulencia

tst1 (toxic shock syndrome

11 (12.5) 1(5.0) 10 (14.7) 0.444 3 (15.8) 4(8.9) 2 (9.5) 0.415 1.000 0.654

toxin-1)
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seg (enterotoxin G)

seo (enterotoxin O)

seu (enterotoxin U)

B-hemolisina con insercién

de fago

sea (enterotoxin A)

sak (staphylokinase)

chp (chemotaxis-inhibiting
protein)
scn (staphylococcal

complement inhibitor)

splA (serinprotease A)

splB (serinprotease B)

62 (70.5)

64 (72.7)

63 (71.6)

75 (85.2)

13 (14.8)

63 (71.6)

64 (72.7)

75 (85.2)

48 (54.5)

46 (52.3)

19 (95.0)

19 (95.0)

19 (95.0)

14 (70.0)

2(10.0)

14 (70.0)

10 (50.0)

14 (70.0)

17 (85.0)

17 (85.0)

43 (63.2)

45 (66.2)

44 (64.7)

61 (89.7)

11 (16.2)

49 (72.1)

54 (79.4)

61(89.7)

31 (45.6)

29 (42.6)

0.006*

0.011*

0.008*

0.066

0.724

0.858

0.009*

0.066

0.002*

0.001*

11 (57.9)

11 (57.9)

11 (57.9)

18 (94.7)

4(21.1)

15 (78.9)

14 (73.7)

18 (94.7)

10 (52.6)

8 (42.1)

30 (66.7)

32(71.1)

31(68.9)

38 (84.4)

4(8.9)

31 (68.9)

33(73.3)

38 (84.4)

24 (53.3)

24 (53.3)

18 (85.7)

18 (85.7)

18 (85.7)

17 (81.0)

5(23.8)

15 (71.4)

15 (71.4)

17 (81.0)

12 (57.1)

12 (57.1)

Resultados

0.504

0.304

0.398

0.418

0.223

0.414

0.977

0.418

0.959

0.412

.106

.197

.145

733

.130

.834

.871

733

772

772

0.049*

0.049*

0.049*

0.345

1.000

0.721

0.873

0.345

0.775

0.342
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cap 5 (capsular

polysacharide 5)

cap 8 (capsule polysacharide

8)

cna (collagen adhesin)
fnbA (fibronectin-binding
protein A)

fnbB (fibronectin-binding

protein B)

46 (52.3)

42 (47.7)

44 (50.0)

87 (98.9)

67 (76.1)

19 (95.0)

1(5.0)

3(15.0)

20 (100)

19 (95.0)

27 (39.7)

41 (60.3)

41 (60.3)

67 (98.5)

48 (70.6)

<0.001*

<0.001*

<0.001*

1.000

0.034*

12 (63.2)

7 (36.8)

10 (52.6)

18 (94.7)

12 (63.2)

21 (46.7)

24 (53.3)

24 (53.3)

45 (100)

38 (84.4)

10 (47.6)

11 (52.4)

9(42.9)

21 (100)

15 (71.4)

0.228

0.228

0.959

0.297

0.096

.942

.942

428

319

0.324

0.324

0.536

0.475

0.577

Abreviaturas: CMI, concentracion minima inhibitoria; DAIR, desbridamiento, antibioterapia y retencién del implante; DE, desviacion estandar; DO; densidad éptica; IH,

infeccion hematdgena; IPC, infeccidn postquirdrgica crénica; IPP, infeccidn postquirdrgica precoz; SARM, S. aureus resistente a meticilina; SASM, S. aureus sensible a

meticilina.

2 Tres casos (2 infecciones causadas por un foco contiguo supurativo y un cultivo intraoperatorio positivo) fueron excluidas de esta comparacion.

®Hubo 40 prétesis de rodillas y 46 prétesis de cadera (14 hemiartroplastias y 32 reemplazamientos totales de cadera).

¢ Datos obtenidos al diagndstico, antes del tratamiento quirurgico (sea desbridamiento o explante protésico).

40tros CCs (porcentaje respecto a todos los casos: n=88): 1 (1.1%) CC1, 2 (2.3%) CC6, 4 (4.5%) CC8, 2 (2.3%) CC9, 1 (1.1%) CC10, 5 (5.7%) CC22, 2 (2.3%) CC25, 1 (1.1%) CC188,

6 (6.8%) CC398, 3 (3.4%) CC509, 1 (1.1%) CC707 and 1 (1.1%) CC1021.

* Estos resultados son estadisticamente significativos.
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2. ANALISIS COMPARATIVO SEGUN LA SENSIBILIDAD A
METICILINA

Las caracteristicas clinicas de los casos de SARM y de SASM fueron similares (Tabla 16)
excepto por el tipo de infeccidn: las IPAs producidas por SARM se presentaron con
mayor frecuencia como una IPA crdnica. En consecuencia, las IPAs causadas por SASM
fueron con mayor frecuencia agudas y tratadas con DAIR que las causadas por SARM
(49/68 [72.1%] vs 9/20 [45.0%], p=0.025). Las infecciones por SARM mostraron menos
leucocitosis que las infecciones por SASM (7.6 + 6.8 x10°/Lvs 11.1 + 5.9 x10°/L, p=0.010).

Desde una perspectiva microbioldgica, las cepas de SARM se distribuyeron en 4 CCs,
siendo CC5 el mas frecuente (17/20 [85.0%]), mientras que las cepas de SASM se
distribuyeron en 16 CCs, siendo el CC30 el mas frecuente (13/68 [19.1%]). Las cepas de
SARM formaron mas biofilm que las cepas de SASM (DO 595 nm 0.18 + 0.17 vs 0.11 +
0.07, p=0.001).

Con respecto a los genes de virulencia, aquellos con una representacién
significativamente mayor en las cepas de SARM que en las de SASM fueron: el cluster
egc; las leucocidinas IukD, IukE y lukY; las serinproteasas splA y splB; las proteinas de
tipo exotoxina estafilocdcica setB2 y setB3; la cdpsula tipo 5 (cap5); los MSCRAMM s fib,
fnbBy sasG y el antigeno estafilocdcico inmunodominante de superficie B (isaB). Por el
contrario, el gen de serinproteasa splE, cna (adhesina de unién a coldgeno) y chp
(proteina inhibidora de quimiotaxis) fueron significativamente mas frecuentes entre las

cepas de SASM.

3. ANALISIS COMPARATIVO SEGUN LA PRESENTACION
CLiNICA

La IH se presenté con mayor frecuencia en pacientes inmunodeprimidos y con prétesis
de rodilla, y cursé con mas fiebre, bacteriemia y unos valores de proteina C reactiva mas

altos que las otras infecciones (Tabla 16). La diversidad clonal también fue mayor en la
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IH (19 cepas pertenecieron a 13 CCs diferentes) que en la IPP (12 CCs para 45 cepas) o
en la IPC (8 CCs diferentes para 21 cepas). El complejo clonal CC5 fue menos frecuente
en IH que en IPP e IPC (2/19 [10.5%], 15/45 [33.3%] y 8/21 [38.1%], respectivamente).
Curiosamente, las cepas de S. aureus causantes de IH fueron menos resistentes a la
penicilina que las cepas causantes de IPP (13/19 [68.4%)] vs 43/45 [95.6%], p=0.007) y
portaron con menor frecuencia el gen blaZ (14/19 [73.7%] vs 42/45 [93.3%], p=0.044).
Hubo menos cepas causantes de IH con una fuerte funcionalidad de agr que entre las

cepas causantes de IPP (3/19 [15.8%] vs 25/45 [55.6%], p=0.005).

En el subconjunto de la IH, los hemocultivos fueron negativos o positivos en 10/19
(52.6%) y 9/19 casos (47.4%), respectivamente. En general, los casos bacteriémicos y no
bacteriémicos fueron similares desde una perspectiva clinica y microbioldgica (Tabla 17),
aunque el tiempo transcurrido desde la colocacion de la prétesis hasta la infeccidn fue
menor entre los casos no bacteriémicos (1.26 [RIQ (rango intercuartilico) 0.66-7.65]
afos vs 7.05 [RIQ 2.91- 21.4] aiios, p=0.043), y el numero de proétesis de revisidon fue
mayor (4/10 [40.0%] vs 1/9 [11.1%], p>0.05). No se observaron diferencias significativas
en la funcionalidad de agr, aunque se observd que la formacién de biofilm fue
ligeramente mayor entre los casos no bacteriémicos (DO 595 nm 0.10 + 0.04 vs 0.07 +

0.01, p=0.133).

En el subconjunto de pacientes con IPP, comparamos las caracteristicas de los pacientes
con inicio de sintomas en el primer mes después del implante protésico y aquellos con
aparicion de sintomas de IPA entre los 30 y 90 dias tras el implante. Como se muestra
en la Tabla 17, no se observaron diferencias clinicas ni microbioldgicas entre los dos

grupos.

En comparacion con las infecciones agudas (IPP e IH), los casos de IPC ocurrieron con
mayor frecuencia en proétesis de cadera, fueron menos inflamatorios y presentaron
fistula con mayor frecuencia. Las cepas de S. aureus causantes de IPC presentaron una
CMI a vancomicina mas alta que las cepas causantes de IPP (media geométrica: 1.01 vs
0.87 mg/L, p=0.051) y portaron con menor frecuencia el gen blaZ (15/21 [71.4%] vs
42/45 [93.3%], p=0.024). Sin embargo, las cepas causantes de IPC fueron positivas con
mayor frecuencia al gen fosB que las causantes de IPP (14/21 [66.7%] vs 18/45 [40.0%],
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p=0.043) y, también las causantes de IPC portaron con mayor frecuencia el gen aadD

que las causantes de IH (6/21 [28.6%] vs 0/19 [0.0%], p=0.021). Hubo menos cepas

causantes de IPC con una fuerte funcionalidad de agr que entre las cepas causantes de

IPP (6/21 [28.6%] vs 25/45 [55.6%], p=0.041). En las infecciones postquirurgicas, la

formacidn de biofilm fue similar, pero mayor que en las cepas que causantes de IH.

Tabla 17. Andlisis comparativo de las caracteristicas clinicas y microbioldgicas
(fenotipicas y genotipicas) entre las infecciones protésicas articulares con inicio de
sintomas en los primeros 30 dias tras el implante, y las infecciones protésicas articulares
con inicio de sintomas entre los 30-90 dias tras la cirugia; y entre la infeccién

hematdgena con hemocultivo positivo y negativo.

Postquirurgica

Postquirurgica

Infeccién
hematdgena con

hemocultivo

Infeccion
hematégena con

hemocultivo

<30 dias 30-90 dias P P
positivo negativo
(n=30), N2 (%)  (n=15), N2 (%)
(n=9), N2 (%) (n=10), N2 (%)
Caracteristicas basales

Sexo (varon) 10 (33.3) 5(33.3) 1.000 3(33.3) 5(50.0) 0.650
Edad (afios, media+DE) 76.1+12.8 704162  0.201 77.7+17.5 77.1+10.7 0.604
Diabetes mellitus 4(13.3) 4(26.7) 0.410 2(22.2) 2(20.0) 1.000
Insuficiencia renal crénica 5 (16.7) 1(6.7) 0.647 3(33.3) 1 (10.0) 0.303
Artritis reumatoide 2(6.7) 1(6.7) 1.000 1(11.1) 1(10.0) 1.000
Cancer 0 (0.0) 1(6.7) 0.333 0(0.0) 2(20.0) 0.474
Cirrosis 1(3.3) 0(0.0) 1.000 0(0.0) 0(0.0) -
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Enfermedad pulmonar crénica

188

6 (20.0) 2 (13.3) 0.699 1(11.1) 2 (20.0) 1.000
Enfermedad cardiaca créonica 8(26.7) 5(33.3) 0.732 3(33.3) 4 (40.0) 1.000
Terapia inmunosupresora 4 (13.3) 1(6.7) 0.651 2(22.2) 3 (30.0) 1.000
Localizacion de protesis (rodilla) 10(33.3) 8(53.3) 0.197 7(77.8) 9 (90.0) 0.582
Prétesis de revision 6 (20.0) 3(20.0) 1.000 1(11.1) 4 (40.0) 0.303
Presentacion clinica

Infeccién polimicrobiana 5(16.7) 3(20.0) 1.000 0(0.0) 0(0.0) .
Bacteriemia 4(13.3) 2 (13.3) 1.000 9 (100) : -
Tiempo desde el implante
protésico hasta la infeccion - - - 7.05 (2.91-21.4) 1.26 (0.66-7.65)  0.043
(afos)
Fiebre>37°C 11(36.7) 5 (33.3) 0.826 4 (44.4) 7 (70.0) 0.370
Dolor articular 23 (76.7) 13 (86.7) 0.695 8 (88.9) 10 (100.0) 0.474
Fistula 4 (13.3) 3 (20.0) 0.670 0(0.0) 0 (0.0) -
Supuracién 22 (73.3) 7 (46.7) 0.078 0(0.0) 0(0.0) -
Leucocitos (x10°/L, mediaDE)* 10.2+5.4 10.7£5.5 0.779 12.5+10.1 10.4£4.6 0.780
Proteina C reactiva (mg/L,

121.7+120.4  140.5+1289  0.864  240.1+133.7 249.0+133.8  0.887
mediazDE)?

Tratamiento quirurgico

DAIR 21 (70.0) 12 (80.0) 0.722 7(77.8) 9 (90.0) 0.582



Explante protésico

Resultados

9 (30.0) 3(20.0) 0.722 2(22.2) 1(10.0) 0.582
Resistencia antimicrobiana

Penicilina 29 (96.7) 14 (93.3) 1.000 6 (66.7) 7 (70.0) 1.000
Meticilina 5(16.7) 4(26.7) 0.454 0(0.0) 2(20.0) 0.474
Levofloxacino 5 (16.7) 4(26.7) 0.454 1(11.1) 2 (20.0) 1.000
Eritromicina 14 (46.7) 6 (40.0) 0.671 1(11.1) 4 (40.0) 0.303
Clindamicina 7(23.3) 3(20.0) 1.000 2(22.2) 2 (20.0) 1.000
Gentamicina 4(13.3) 4(26.7) 0.410 1(11.1) 0(0.0) 0.474
Fosfomicina 0(0.0) 1(6.7) 0.333 0(0.0) 1(10.0) 1.000
Rifampicina 1(3.3) 0(0.0) 1.000 0(0.0) 0(0.0) -
Mupirocina 1(3.3) 0(0.0) 1.000 0(0.0) 1(10.0) 1.000
CMI de daptomicina por Etest
(mg/L)

CMiso 0.13 0.19 - 0.19 0.13 -

CMiso 0.25 0.38 - 0.50 0.19 -

Media geométrica 0.15 0.18 0.164 0.19 0.14 0.210
CMI de vancomicina por Etest
(mg/L)

CMlso 1.00 1.00 - 1.00 0.75 -

CMilso 1.00 1.00 - 1.50 1.00 -
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Media geométrica

0.85 0.90 0.621 1.03 0.75 0.051
Vancomicina CMI21.5 mg/L 1(3.3) 0(0.0) 1.000 2(22.2) 0(0.0) 0.211
Caracteristicas fenotipicas
Funcionalidad de agr
Negativo 9 (30.0) 4(26.7) 4 (44.4) 2 (20.0)
Deébil 5(16.7) 2(13.3) 1.000 5 (55.6) 5 (50.0) 0.269
Fuerte 16 (53.3) 9 (60.0) 0(0.0) 3(30.0)
B —hemolisis 27 (90.0) 15 (100.0) 0.540 7(77.8) 8 (80.0) 1.000
Formacion de biofilm (DO 595
0.13+0.15 0.13 +0.09 0.682 0.07 £+0.01 0.10 +0.04 0.133
nm, media+DE?)
Epidemiologia molecular
Complejo clonal (CC)
ces 9 (30.0) 6 (40.0) 1(11.1) 1(10.0)
CC15 2(6.7) 2(13.3) 1(11.1) 0(0.0)
Cc30 5(16.7) 0(0.0) 0.462 2(22.2) 1(10.0) 0.777
ccas 6 (20.0) 2(13.3) 0(0.0) 2 (20.0)
Otros 8 (26.7) 5 (33.3) 5 (55.6) 6 (60.0)
Grupo de agr
agrl 9 (30.0) 4(26.7) 4 (44.4) 4 (40.0)
agr i 10 (33.3) 8(53.3) 0.381 2(22.2) 3(30.0) 1.000
agr il 11 (36.7) 3 (20.0) 3(33.3) 3(30.0)
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Genotipo de resistencia

mecA (penicillin binding protein

5(16.7) 4 (26.7) 0.454 0 (0.0) 2 (20.0) 0.474
2a)
blaZ (beta-lactamase) 28(93.3) 14 (93.3) 1.000 7(77.8) 7 (70.0) 1.000
erm(C) (rRNA
2(6.7) 0(0.0) 0.545 0(0.0) 0(0.0) -
methyltransferase)
aadD (aminoglycoside
2(6.7) 3 (20.0) 0.315 0(0.0) 0(0.0) -
adenyltransferase)
dfrS1 (dihydrofolate reductase
mediating trimethoprim 1(3.3) 0(0.0) 1.000 0(0.0) 0(0.0) -
resistance)
mupA (isoleucyl-tRNA
1(3.3) 0(0.0) 1.000 0(0.0) 1(10.0) 1.000
synthetase)
tetK (tetracycline efflux protein) 1(3.3) 0(0.0) 1.000 1(11.1) 0(0.0) 0.474
tetM (ribosomal protection
protein associated with 1(3.3) 0(0.0) 1.000 1(11.1) 0(0.0) 0.474
tetracycline resistance)
fosB (fosfomycin resistance
10 (33.3) 8 (53.3) 0.197 4 (44.4) 3(30.0) 0.650
protein B)
Genotipo de virulencia
tst1 (toxic shock syndrome
4 (13.3) 0(0.0) 0.285 3(33.3) 0(0.0) 0.087
toxin-1)
seg (enterotoxin G) 20 (66.7) 10 (66.7) 1.000 4 (44.4) 7 (70.0) 0.370
seo (enterotoxin O) 22 (73.3) 10 (66.7) 0.732 4 (44.4) 7 (70.0) 0.370
seu (enterotoxin U) 21 (70.0) 10 (66.7) 1.000 4 (44.4) 7 (70.0) 0.370
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B-hemolisina con insercién de

fago

sea (enterotoxin A)

sak (staphylokinase)

chp (chemotaxis-inhibiting
protein)
scn (staphylococcal

complement inhibitor)

splA (serinprotease A)

splB (serinprotease B)

cap 5 (capsular polysacharide

type 5)

cap 8 (capsular polysacharide

type 8)

cna (collagen adhesin)

fnbA (fibronectin-binding
protein A)
fnbB (fibronectin-binding

protein B)

25 (83.3)

4(13.3)

21(70.0)

22(73.3)

25 (83.3)

15 (50.0)

15 (50.0)

12 (40.0)

18 (60.0)

17 (56.7)

30 (100.0)

24 (80.0)

13 (86.7)

0(0.0)

10 (66.7)

11 (73.3)

13 (86.7)

9 (60.0)

9 (60.0)

9 (60.0)

6 (40.0)

7 (46.7)

15 (100.0)

14 (93.3)

1.000

0.285

1.000

1.000

1.000

0.526

0.526

0.205

0.205

0.526

0.395

8(88.9)

2(22.2)

6 (66.7)

7(77.8)

8(88.9)

5 (55.6)

4 (44.4)

6 (66.7)

3(33.3)

4 (44.4)

8 (88.9)

6 (66.7)

10 (100.0)

2 (20.0)

9 (90.0)

7 (70.0)

10 (100.0)

5(50.0)

4 (40.0)

6 (60.0)

4 (40.0)

6 (60.0)

10 (100.0)

6 (60.0)

0.474

1.000

0.303

1.000

0.474

1.000

1.000

1.000

1.000

0.656

0.474

1.000

Abreviaturas: CMI, concentracion minima inhibitoria; DAIR, desbridamiento, antibioterapia y retencién

del implante; DE, desviacion estandar; DO; densidad dptica.

@ Datos obtenidos al diagndstico, antes del tratamiento quirurgico (sea desbridamiento o explante

protésico).
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4. ANALISIS COMPARATIVO DE LAS CARACTERISTICAS
CLINICAS Y MICROBIOLOGICAS SEGUN LA EVOLUCION
CLINICA DE LA INFECCION

Se observd fracaso terapéutico en 31 pacientes (36.5%) de los 85 pacientes (85/88
[96.6%]) cuya evolucidon clinica pudimos evaluar (Tabla 18). El seguimiento de los
pacientes fue de 1.26 * 0.6 afios. La mayoria de los casos con una evolucién clinica
desfavorable fueron tratados con DAIR, en comparacion con aquellos con una evoluciéon
clinica favorable (26/31 [83.9%] vs 29/54 [53.7%], p=0.005). Entre los primeros, el
fracaso fue mas frecuente en los pacientes con IPC y con un mayor retraso en el
desbridamiento. El uso de rifampicina y el recambio de componentes moéviles se
asociaron con un buen prondstico en pacientes tratados con DAIR. Una comparacién
exhaustiva de las caracteristicas microbioldgicas, fenotipicas y genotipicas, no mostré
factores asociados con el fracaso terapéutico, con la Unica excepcidon de la CMI a
vancomicina 21.5 mg/L, que fue mas frecuente en los casos de pacientes tratados con
DAIR con una evolucion clinica desfavorable (6/26 [23.1%] vs 1/29 [3.4%], p=0.044).
También hubo una tendencia hacia una mayor presencia de S. aureus perteneciente al
complejo clonal CC5 (8/26 [30.8%] vs 4/29 [13.8%], p=0.192) y con agr tipo Il (12/26

[46.2%] vs 7/29 [24.1%], p=0.099) entre las IPAs que cursaron con fracaso terapéutico.
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Tabla 18. Anadlisis comparativo de las caracteristicas clinicas y microbioldgicas (fenotipicas y genotipicas) segun la evolucién clinica de la infeccidon

protésica articular

Total casos (n=85)

Tratados con DAIR® (n=55)

Tratados con explante protésico (n=30)

Fracaso Fracaso Fracaso
Curacion Curacion Curacion
terapéutico P terapéutico P terapéutico p
(n=54), N2 (%) (n=29), N2 (%) (n=25), N2 (%)
(n=31), N2 (%) (n=26), N2 (%) (n=5), N2 (%)
Caracteristicas basales
Sexo (varén) 15 (48.4) 19(35.2) 0.232 10 (38.5) 10 (34.5) 0.759 5(100.0) 9 (36.0) 0.014*
Age (afios, mediaDE) 76.3 £13.1 73.4+14.9 0.298 75.6 £ 13.8 73.5+14.3 .320 80.2 + 8.8 73.4+15.9 0.627
Diabetes mellitus 5(16.1) 10 (18.5) 0.781 5(19.2) 6 (20.7) 0.893 0(0.0) 4(16.0) 1.000
Insuficiencia renal crénica 5 (16.1) 8 (14.8) 1.000 3 (11.5) 4(13.8) 1.000 2 (40.0) 4 (16.0) 0.254
Artritis reumatoide 2(6.5) 5(9.3) 1.000 1(3.8) 1(3.4) 1.000 1(20.0) 4 (16.0) 1.000
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Cancer 4(12.9) 3(5.6) 0.252 4 (15.4) 2 (6.9) 0.406 0 (0.0) 1 (4.0) 1.000
Cirrosis 0(0.0) 2(3.7) 0.531 0(0.0) 1(3.4) 1.000 0(0.0) 1(4.0) 1.000
Enfermedad pulmonar crénica 5(16.1) 6(11.1) 0.520 3(11.5) 3(10.3) 1.000 2 (40.0) 3(12.0) 0.183
Enfermedad cardiaca cronica 11(35.5) 15 (27.8) 0.458 9 (34.6) 6(20.7) 0.247 2 (40.0) 9 (36.0) 1.000
Terapia inmunosupresora 3(9.7) 9 (16.7) 0.522 3(11.5) 6(20.7) 0.475 0 (0.0) 3(12.0) 1.000
Localizacion de prétesis (rodilla) 14 (45.2) 24 (44.4) 0.949 13 (50.0) 18 (62.1) 0.368 1(20.0) 6 (24.0) 1.000
Localizacién de protesis

hemiartroplastia de cadera) 5(16.1) 9(16.7) 0.949 3(11.5) 2 (6.9) 0.659 2 (40.0) 7 (28.0) 0.622
Prétesis de revision 4(12.9) 18 (33.3) 0.043* 4 (15.4) 8 (27.6) 0.339 0(0.0) 10 (40.0) 0.140

Presentacion clinica

Infeccin postquirdrgica > 90 dias 9 (29.0) 12 (22.2) 0.483 7(26.9) 1(3.4) 0.020* 2 (40.0) 11 (44.0) 1.000
Infeccion hematdgena 9 (29.0) 9(16.7) 0.179 8 (30.8) 7 (24.1) 0.581 1(20.0) 2(8.0) 0.433
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Infeccion polimicrobiana 3(9.7) 10 (18.5) 0.358 2(7.7) 6(20.7) 0.257 1(20.0) 4(16.0) 1.000
Bacteriemia 8 (25.8) 9 (16.7) 0.311 7 (26.9) 4(13.8) 0.224 1(20.0) 5 (20.0) 1.000
Fiebre>37°C 13 (41.9) 18 (33.3) 0.428 12 (46.2) 13 (44.8) 0.921 1(20.0) 5 (20.0) 1.000
Dolor articular 27 (87.1) 44 (81.5) 0.502 23 (88.5) 22 (75.9) 0.303 4 (80.0) 22 (88.0) 0.538
Fistula 9 (29.0) 15 (27.8) 0.902 6(23.1) 5(17.2) 0.589 3 (60.0) 10(40.0%)  0.628
Supuracion 12 (38.7) 22 (40.7) 0.854 10 (38.5) 14 (48.3) 0.464 2 (40.0) 8 (32.0) 1.000
Leucocitos (x10°/L, media+DE)* 104 £5.0 12.3+56 0.106 10.8 5.3 12.0£5.0 0.348 8.8+27 12.8 +6.2 0.162
Proteina C reactiva (mg/L,
nediasDey 160.6+139.1 122.2%1222  0.219 151.7+132.3  167.5+147.7 0957 | 206.6+180.9  71.2+51.7  0.245
Tratamiento quirurgico
DAIR 26 (83.9) 29 (53.7) 0.005* - - - - - -
Tiempo hasta el desbridamiento
- - - 10 (6-24) 5 (2-10) 0.001* - - -

[dias, mediana (RIQ)]
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Recambio de polietileno

Resultados

- - - 15 (57.7) 22 (75.9) 0.152 - - -
Necesidad de >2 desbridamientos _ _ _ 2(7.7) 6(20.7) 0.257 _ _ _
Rifampicina 214 diast _ _ _ 12 (57.0) 25 (86.0) 0.021* R . .
Explante protésico 5(16.1) 25 (46.3) 0.005* . _ _ - - -
Uso de espaciador cargado de
ontibistico] - - - - - - 1/3 (33.3) 11/14 (78.6)  0.191
Resistencia antimicrobiana
Penicilina 26 (83.9) 49 (90.7) 0.486 21 (80.8) 26 (89.7) 0.455 5 (100.0) 23 (92.0) 1.000
Meticilina 7 (22.6) 12 (22.2) 0.970 4 (15.4) 4 (13.8) 1.000 3 (60.0) 8 (32.0) 0.327
Levofloxacino 9 (29.0) 11 (20.4) 0.365 5(19.2) 3(10.3) 0.455 4 (80.0) 8(32.0) 0.128
Eritromicina 10 (32.3) 22 (40.7) 0.437 7 (26.9) 12 (41.4) 0.260 3 (60.0) 10 (40.0) 0.628
Clindamicina 4(12.9) 14 (25.9) 0.157 3(11.5) 8 (27.6) 0.137 1(20.0) 6 (24.0) 1.000
Gentamicina 5(16.1) 6(11.1) 0.520 4 (15.4) 4(13.8) 1.000 1(20.0) 2(8.0) 0.433
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Fosfomicina 1(3.2)
Rifampicina 1(3.2)
Mupirocina 2 (6.5)

CMI de daptomicina por Etest (mg/L)

CMlso 0.19
CMlgo 0.38
Media geométrica 0.17
MIC de vancomicina por Etest (mg/L)
CMlso 1.00
CMlso 1.50
Media geométrica 0.94
Vancomicina CMI21.5 mg/L 7 (22.6)

1(1.9)

2(3.7)

4(7.4)

0.19

0.38

0.16

1.00

1.00

0.87

4 (7.4)

1.000

1.000

1.000

0.596

0.222

0.089

0(0.0)

1(3.8)

1(3.8)

0.19

0.38

0.16

1.00

1.50

0.94

6(23.1)

0(0.0)

0(0.0)

2(6.9)

0.13

0.38

0.16

1.00

1.00

0.83

1(3.4)

0.473

1.000

0.807

0.145

0.044*

1(20.0)

0(0.0)

1(20.0)

0.19

0.38

0.20

1.00

1.50

0.94

1(20.0)

1(4.0)

2(8.0)

2(8.0)

0.19

0.25

0.16

1.00

1.50

0.93

3(12.0)

0.310

1.000

0.433

0.491

0.800

0.538

Caracteristicas fenotipicas
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Funcionalidad de agr

Resultados

Negativo 9 (29.0) 20 (37.0) 8(30.8) 11 (37.9) 1(20.0) 9 (36.0)
Deébil 8(25.8) 16 (29.6) 0.548 7 (26.9) 6(20.7) 0.806 1(20.0) 10 (40.0) 0.392
Fuerte 14 (45.2) 18 (33.3) 11 (42.3) 12 (41.4) 3 (60.0) 6 (24.0)
B -hemdlisis 28(90.3) 47 (87.0) 0.740 23 (88.5) 25 (86.2) 1.000 5 (100.0) 22 (88.0) 1.000
Formacion de biofilm (DO 595 nm,
0.12 +0.07 0.12 +0.12 0.373 0.13 +0.07 0.13+0.16 0.231 0.10 +.03 0.12 +0.07 0.957
mediaDE)
Epidemiologia molecular
Complejo clonal (CC)
ces 10 (32.3) 16 (29.6) 8(30.8) 4(13.8) 2 (40.0) 12 (48.0)
CC15 4(12.9) 3(5.6) 3(11.5) 2 (6.9) 1(20.0) 1(4.0)
ccs0 4(12.9) 8 (14.8) 4 (15.4) 5(17.2) 0(0.0) 3(12.0)
ccas 2 (6.5) 9 (16.7) 1(3.8) 6 (20.7) 1(20.0) 3(12.0)
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Otros 11 (35.5) 18 (33.3) 0.574 10 (38.5) 12 (41.4) 0.276 1(20.0) 6 (24.0) 0.625
Grupo de agr
agr! 7 (22.6) 18 (33.3) 5(19.2) 10 (34.5) 2 (40.0) 8(32.0)
agr il 15 (48.4) 19 (35.2) 0.434 12 (46.2) 7(24.1) 0.196 3 (60.0) 12 (48.0) 0.675
agr Il 9 (29.0) 17 (31.5) 9 (34.6) 12 (41.4) 0(0.0) 5(20.0)
Genotipo de resistencia
mecA (penicillin binding protein 2a) 7 (22.6) 12 (22.2) 0.970 4 (15.4) 4 (13.8) 1.000 3 (60.0) 8(32.0) 0.327
blaZ (betalactamase) 25 (80.6) 46 (85.2) 0.587 20 (76.9) 26 (89.7) 0.281 5 (100.0) 20 (80.0) 0.556
ermC (rRNA methyltransferase) 2 (6.5) 3(5.6) 1.000 1(3.8) 0(0.0) 0.473 1(20.0) 3(12.0) 0.538
aadD (aminoglycoside
4(12.9) 8 (14.8) 1.000 4 (15.4) 2(6.9) 0.406 0(0.0) 6 (24.0) 0.553
adenyltransferase)
dfrS1 (dihydrofolate reductase
1(3.2% 2(3.7) 1.000 0(0.0) 1(3.4) 1.000 1(20.0) 1(4.0) 0.310
mediating trimethoprim resistance)
mupA (isoleucyl-tRNA synthetase) 2 (6.5) 4 (7.4) 1.000 1(3.8) 2(6.9) 1.000 1(20.0) 2 (8.0) 0.433
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tetK (tetracycline efflux protein) 1(3.2) 3(5.6) 1.000 1(3.8) 1(3.4) 1.000 0(0.0) 2 (8.0) 1.000
tetM (ribosomal protection protein
associated with tetracycline 1(3.2) 1(1.9) 1.000 1(3.8) 1(3.4) 1.000 0 (0.0) 0 (0.0) -
resistance)
fosB (fosfomycin resistance protein

13 (41.9) 27 (50.0) 0.473 11 (42.3) 11 (37.9) 0.741 2 (40.0) 16 (64.0) 0.364
B)

Genotipo de virulencia

tst1 (toxic shock syndrome toxin-1) 4(12.9) 6(11.1) 1.000 4 (15.4) 4 (13.8) 1.000 0(0.0) 2 (8.0) 1.000
seg (enterotoxin G) 20 (64.5) 39 (72.2) 0.458 16 (61.5) 19 (65.5) 0.759 4 (80.0) 20 (80.0) 1.000
seo (enterotoxin O) 21 (67.7) 41 (75.9) 0.414 17 (65.4) 21(72.4) 0.573 4 (80.0) 20 (80.0) 1.000
seu (enterotoxin U) 20 (64.5) 40 (74.1) 0.352 16 (61.5) 19 (65.5) 0.759 4 (80.0) 21 (84.0) 1.000
B-hemolisina con insercidn de fago 27 (87.1) 45 (83.3) 0.761 22 (84.6) 25 (86.2) 1.000 5(100.0) 20 (80.0) 0.556
sea (enterotoxin A) 5(16.1) 8 (14.8) 1.000 4 (15.4) 6 (20.7) 0.733 1(20.0) 2 (8.0) 0.433
sak (staphylokinase) 22 (71.0) 38 (70.4) 0.954 18 (69.2) 20 (69.0) 0.983 4 (80.0) 18 (72.0) 1.000

201



Resultados

chp (chemotaxis-inhibiting protein)

scn (staphylococcal complement

inhibitor)

splA (serinprotease A)

splB (serinprotease B)

cap 5 (capsular polysacharide 5)

cap 8 (capsular polysacharide 8)

cna (collagen adhesin)

fnbA (fibronectin-binding protein A)

fnbB (fibronectin-binding protein B)

23 (74.2)

27 (87.1)

18 (58.1)

17 (54.8)

18 (58.1)

13 (41.9)

15 (48.4)

30(96.8)

23 (74.2)

38 (70.4)

45 (83.3)

29 (53.7)

28 (51.9)

27 (50.0)

27 (50.0)

28 (51.9)

54 (100.0)

42 (77.8)

0.706

0.761

0.697

0.791

0.473

0.473

0.758

0.365

0.708

20(76.9)

22 (84.6)

15 (57.7)

14 (53.8)

15 (57.7)

11 (42.3)

13 (50.0)

25(96.2)

20(76.9)

21(72.4)

25 (86.2)

12 (41.4)

11 (37.9)

11 (37.9)

18 (62.1)

19 (65.5)

29 (100.0)

22 (75.9)

0.702

1.000

0.227

0.237

0.143

0.143

0.244

0.473

0.926

3 (60.0)

5 (100.0)

3 (60.0)

3 (60.0)

3 (60.0)

2 (40.0)

2 (40.0)

5(100.0)

3 (60.0)

17 (68.0)

20 (80.0)

17 (68.0)

17 (68.0)

16 (64.0)

9 (36.0)

9 (36.0)

25 (100.0)

20 (80.0)

1.000

0.556

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.565

Abreviaturas: CMI, concentracidon minima inhibitoria; DAIR, desbridamiento, antibioterapia y retencion del implante; DE, desviacion estandar; DO; densidad dptica; RIQ, rango

intercuartilico.

Tres pacientes con evolucién clinica desconocida.

@ Datos obtenidos al diagndstico, antes del tratamiento quirurgico (sea desbridamiento o explante protésico).

¥Calculado para pacientes sin fracaso terapéutico en los primeros 30 dias de tratamiento.

f|Calculado para pacientes tratados con procedimiento de recambio en dos tiempos (n=17).

* Estos resultados son estadisticamente significativos.
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5. SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS EN EL BIOFILM

(Calgary biofilm device)

La sensibilidad del biofilm a los antimicrobianos se evalué en los antibidticos
administrados durante un periodo de tiempo significativo (214 dias en los primeros 30
dias 0 221 dias durante todo el tratamiento) en los casos tratados con DAIR. Todas las
cepas fueron sensibles a daptomicina, oxacilina, levofloxacino y rifampicina segun los
criterios de CMI. La distribucion de la CMEB para estos antibidticos se encuentra
representada en la Tabla 19 y en la Figura 43. Los valores de CMEBso/90 para todos los
antibidticos en monoterapia fueron >256.0 mg/L, excepto para oxacilina (CMEBso =
256.0 mg/L) y rifampina (CMEBso/90 = 128.0 y 256.0 mg/L, respectivamente). La adicidn
de una concentracidn fija de levofloxacino mostré una reduccidn no significativa en la
CMEB de rifampicina (Figura 43F y Figura 44). Por el contrario, la adicion de una
concentracion fija de rifampicina condujo a un aumento no significativo de la CMEB de
levofloxacino (Figura 43D). La CMIB y la CMBB (para la bacteria dispersada del biofilm)
para todos los antibiéticos fue baja (Tabla 19). En conjunto, no encontramos asociacién

entre los valores de CMEB y la evolucion clinica de la IPA (Tabla 20).
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Tabla 19. Concentraciones minimas de erradicacidn, inhibitoria y bactericida del biofilm
(CMEB, CMIB y CMBB) 50 y 90 para oxacilina, daptomicina, levofloxacino (en
monoterapia y en combinacidn con una concentracion fija de 5 mg/L de rifampicina) y
rifampicina (en monoterapia y en combinacién con una concentracion fija de 3 mg/L de

rifampicina).

CMEBso CMEBy CMIBs CMIBg CMBBso CMBBy
Antibiotico

(mg/L) (mg/L)  (mg/L)  (mg/L)  (mg/L) (mg/L)
Oxacilina (n=18) 256.0 >256.0 <0.5 <0.5 <0.5 1.0
Daptomicina (n=9) >256.0 >256.0 <0.5 1.0 <0.5 2.0
Levofloxacino (n=18) >256.0 >256.0 <0.5 <0.5 <0.5 1.0
Levofloxacino + 5 mg/L

>256.0 >256.0 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
Rifampicina (n=18)
Rifampicina (n=29) 128.0 256.0 <0.5 <0.5 <0.5 1.0
Rifampicina + 3 mg/L

32.0 128.0 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5

Levofloxacino (n=18)
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Figura 43. Distribucion de la concentracién minima de erradicacién de biofilm (CMEB,
MBEC en inglés) para oxacilina (A), daptomicina (B), levofloxacino en monoterapia (C),
levofloxacino en combinacidn con una concentracidn fija de 5 mg/L de rifampicina (D),
rifampicina en monoterapia (E), y rifampicina en combinacién con una concentracion
fija de 3 mg/L de levofloxacino (F).
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150 =
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Figura 44. Media geométrica (95% intervalo de confianza) en todos los casos de la
concentraciéon minima de erradicacion de biofilm (CMEB, MBEC en inglés) de
rifampicina para la rifampicina en monoterapia y en combinacién con una
concentracion fija de 3 mg/L de levofloxacino.
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Tabla 20. Concentracién minima de erradicacién de biofilm (CMEB) para rifampicina en
monoterapia y combinada con levofloxacino segun la evolucién clinica de la infeccién.

Fracaso
Total casos Curacién
RIFAMPICINA CMEB (mg/L) terapéutico P
(n=18) (n=15, 83.3%)
(n=3, 16.7%)

Monoterapia

Rango 8-256 8 -256 64 - 128

CMEBso/ CMEBgy 64 / 256 64 /256 128 /128

Media geométrica (95% IC) 52.8(28.3 -98.5) 46.3 (22.1-96.9) 101.6 (37.6 - 274.6) 0.805
Con levofloxacino (3mg/L)

Rango 2-256 2-256 32-128

CMEBso/ CMEBg 32/128 16 /128 128 /128

Media geométrica (95% IC) 27.4(13.2-57.2) 22.1 (9.6 - 50.8) 80.6 (11.0-588.9) 0.384

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE S. aureus
CAUSANTE DE INFECCION PROTESICA ARTICULAR

En este estudio se incluyeron 49 cepas de S. aureus causantes de IPA en 45 pacientes
(hubo 4 pacientes con IPA en los que se aislaron dos cepas en cada caso). De los 45
pacientes, 17 (37.8%) fueron varones con una mediana de edad de 81.0 afios (RIQ 70.0-
86.0 afios). Veintiuin pacientes (21/45 [46.7%]) tenian protesis de rodilla'y 24/45 (53.3%)
de cadera. En cuanto al tipo de infeccion: 23/45 (51.1%) fueron precoces, 11/45 (24.4%)
tardias (>90 dias tras cirugia), 9/45 (20.0%) hematdgenas, 1/45 (2.2%) con diagndstico
por CIOP y 1/45 (2.2%) por contigliidad. Treinta pacientes (30/45 [66.7%)]) recibieron
tratamiento quirurgico mediante DAIR y 15/45 (33.3%) explante. Dieciocho casos (18/45
[40.0%]) fueron causados por SARM. En cuanto a la evolucién clinica, 25 pacientes
(25/45 [55.6%]) curaron, 18/45 (40.0%) cursaron con fracaso terapéutico y 2/45 casos

(4.4%) no pudieron ser evaluados.

Se incluyeron las siguientes parejas de cepas pertenecientes a un mismo paciente:

- Cepas 110.1 y 110.2: IPA recidivante tratada con explante protésico, con un
tiempo de recidiva de 56 dias y una duracion de tratamiento antibidtico de 236
dias.

- Cepas214.1y214.1 _SCV: el diagnéstico inicial de la IPA de este paciente fue con
una cepa de S. aureus de fenotipo salvaje y no hemolitica, pero al darle pases se
desdobld en una cepa no hemolitica y SCV (214.1_SCV) y en una cepa hemolitica
de fenotipo salvaje (224.1). La evolucién de este paciente fue desfavorable.

- Cepas 407.1 y 407.2: cepas con fenotipos diferentes (407-1 salvaje y 407.2 SCV)
gue aparecieron a la vez en el cultivo de diagndstico de IPA del mismo paciente.
Este paciente evoluciond favorablemente.

- Cepas 507.1 y 507.2: el paciente debutd con IPA de proétesis de rodilla izquierda
(cepa 507.1) y a los 4 dias presentd bacteriemia por S. aureus, provocando una
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nueva IPA de prétesis de rodilla derecha (cepa 507.2). El paciente evoluciond

favorablemente

Los resultados de las cepas de S. aureus se expresaron sobre un denominador total de
46 cepas, que incluye a la primera cepa aislada de cada caso, excepto en el caso 407, en
el que se incluyeron dos cepas diferentes de S. aureus porque ambas crecieron a la vez

en el cultivo de diagndstico de la IPA de ese paciente.

1. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE LAS CEPAS

DE S. aureus

Un 67.4% (31/46) de las cepas causantes de IPA presentaron funcionalidad de gen
regulador accesorio agr y la mayoria de ellas presentaron B-hemdlisis en agar sangre
(42/46 [91.3%]). Sélo dos cepas del estudio tuvieron un fenotipo SCV (cepas 2014.1_SCV
y 407.2). Las dos cepas de los casos 110 y 507 presentaron funcionalidad de agr y un
fenotipo B-hemolitico. Sin embargo, en el caso 407 la cepa con fenotipo salvaje (407.1)
presentd funcionalidad de agr y un fenotipo B-hemolitico, mientras que la cepa de
fenotipo SCV (407.2) no presentd ni funcionalidad de agr ni B-hemdlisis. En cuanto al
caso 214, ambas cepas presentaron funcionalidad de agr, pero la de fenotipo salvaje

(214.1) mostré B-hemoalisis mientras que la de fenotipo SCV (214.1_SCV) no.

2. RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS Y FACTORES DE
VIRULENCIA

En la Tabla 21 se muestra la resistencia antimicrobiana fenotipica y genotipica de las 45
de cepas de las que se pudo obtener la resistencia antimicrobiana fenotipica. Hubo uno
cepa (407.2) de la que no se pudo obtener el antibiograma definitivo debido a que no
crecia adecuadamente, al ser de fenotipo SCV. Las 45 cepas fueron sensibles a
vancomicina, daptomicina, teicoplanina, linezolid, cotrimoxaxol y acido fusidico. La
correlacién entre el genotipo y fenotipo de resistencia a antibidticos fue muy elevada.
Todas las parejas de cepas de un mismo paciente con IPA presentaron el mismo fenotipo

de resistencia antibidtica.
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Tabla 21. Resistencia antimicrobiana fenotipica y genotipica de las cepas de S. aureus

causantes de infeccidn protésica articular.

Fenotipo de resistencia Genotipo de resistencia
Tipo de antibiético
Ne (%), n=45 Ne (%), n=45
Penicilina 42 (93.3) blaz 36 (80.0)
Betalactamicos
Meticilina 18 (40.0) mecA 18 (40.0)
aac(6’)-aph(2”) 5(11.1)
Aminoglucdsidos Gentamicina 7 (15.6) aphA 7 (15.6)
ant 3(6.7)
norA 45 (100.0)
Mutacién gyrA 18 (40.0)
Ciprofloxacino 20 (44.4) (16 S84L, 1 S85P,
Fluoroquinolonas
Levofloxacino 18 (40.0) 1 E88K)
Mutacidn grlA 20 (44.4)
(20 S80F, 1 580Y)
Eritromicina 21 (46.7) erm(A) 3(6.7)
Macrdlidos
Clindamicina 11 (24.4) erm(C) 5(11.1)
Macrdlidos, lincosamidas,
msr(A) 14 (31.1)
estreptogramina B
dfrA 3(6.7)
Mutacién dfrB 7 (15.6)
Trimetoprim Cotrimoxazol 0(0.0)
(6 H31N, 1 F99I,
1 F99Y)
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dfrC 3(6.7)
Fosfomicina Fosfomicina 2(4.4) fosB 31 (68.9)
Mupirocina Mupirocina 4(8.9) mupA 4(8.9)
Acido fusidico Acido fusidico 0(0.0) Mutacién fusA 0(0.0)
Mutacion rpoB
Rifampicina Rifampicina 1(2.2) 1(2.2)

(Q468Ly Q468R)

Los genes de virulencia de las 46 cepas causantes de los 45 casos de IPA se encuentran

en las Tablas 22, 23 y 24 agrupados segun su funcién bioldgica. Todas las cepas

presentaron genes que codifican para adhesinas y genes implicados en la formacién de

biofilm.
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Tabla 22. Genes de virulencia en las cepas de S. aureus causantes de infeccidn protésica

articular.
Virulencia Gen N2 (%), n=46
splA 28 (60.9)
Proteasas splB 28 (60.9)
aur 46 (100.0)
seg 20 (43.5)
Enterotoxinas
sea 10 (21.7)
Toxina shock toxico tst1 6(13.0)
lukE 31(67.4)
Leucocidinas
lukD 31(67.4)
hlg 46 (100.0)
Hemolisinas
hla 46 (100.0)
scn 38 (82.6)
Fagos-Hlb sak 34 (73.9)
chp 30 (65.2)

215



Resultados

Tabla 23. Genes codificantes para adhesinas en las cepas de S. aureus causantes de
infeccion protésica articular.

Adhesinas Gen N2 (%), (n=46)
clfA 41 (89.1)
clfB 35(76.1)
MSCRAMMs cna 18 (39.1)
(componentes microbianos fnbA 44 (95.7)
de superficie que reconocen
fnbB 37 (80.4)
moléculas adhesivas de la
matriz) ebpS 46 (100.0)
spa 46 (100.0)
sdrC 41 (89.1)
sdrD 39 (84.8)
COA 46 (100.0)
Proteinas extracelulares
efb 46 (100.0)
Formacién biofilm atl 46 (100.0)
Antiadhesina pls 4 (8.7)
Motivo LPXTG sasG 30 (65.2)
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Tabla 24. Genes implicados en la formaciéon de biofilm en las cepas de S. aureus
causantes de infeccidn protésica articular.

Formacién de biofilm Gen Ne (%), (n=46)
icaB 46 (100.0)
Biosintesis de adhesina
icaC 46 (100.0)
intracelular polisacarida (PIA)
icaD 46 (100.0)
Biosintesis de PIA 'y
icaR 46 (100.0)
regulacion formacion biofilm
rbf 46 (100.0)
Regulacion formacion biofilm tcaR 46 (100.0)
sigB 46 (100.0)

3. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

En la Tabla 25 se encuentran los resultados de epidemiologia molecular de todas las
cepas de S. aureus del estudio: CC, MLST (ST) y spa type. Los CCs se asignaron a partir de
los ST. Dentro de los 45 pacientes, las cepas de S. aureus se distribuyeron en los
siguientes complejos clonales: 22/45 (48.9%) CC5, 6/45 (13.3%) CC30, 4/45 (8.9%) CC45,
3/45 (6.7%) CC398, 2/45 (4.4%) CC15 y hubo 1/45 cepa (2.2%) (todas ellas fueron cepas
de SASM) de cada uno de los siguientes CCs: CC1, CC6, CC8, CC9, CC10, CC188, CC509 y
CC1021. El resto de las cepas de SASM se distribuyeron entre los siguientes CCs: 5/27
(18.5%) CC5, 6/27 (22.2%) CC30, 4/27 (14.8%) CC45, 2/27 (7.4%) CC398 y 2/27 (7.4%)
CC15. La distribucion de las cepas de SARM entre los distintos CCs fue: 17/18 (94.4%)
CC5y 1/18 (5.6%) CC398. En cuanto al MLST, la distribucion de las cepas de S. aureus de
los 45 pacientes fue: 16/45 (35.6%) ST125, 5/45 (11.1%) ST30, 4/45 (8.9%) ST5, 4/45
(8.9%) ST45, 3/45 (6.7) ST398 y hubo 1/45 cepa (2.2%) de cada uno de los siguientes STs:
ST6, ST8, ST10, ST15, ST109, ST188, ST228, ST509, ST852, ST1021, ST1160, ST1776,
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ST1842. La distribucion de las cepas de SASM entre los distintos STs fue: 5/27 (18.5%)
ST30, 4/27 (14.8%) ST45, 2/27 (7.4%) ST5, 2/27 (7.4%) ST125, 2/27 (7.4%) ST398 y hubo
1/27 (3.7%) de cada uno de los siguientes STs: ST6, ST8. ST10, ST15, ST109, ST188, ST509,
ST852,ST1021, ST1160, ST1776, ST1842. La distribucién de las cepas de SARM entre los
distintos STs fue: 14/18 (77.8%) ST125, 2/18 (11.1%) ST5, 1/18 (5.6%) ST228 y 1/18
(5.6%) ST398.

Dentro del principal CC, el CC5, el ST mayoritario fue el ST125 con 16/22 cepas (72.7%),
después el ST5 con 4/22 cepas (18.2%) y después el ST228 y el ST1776 con una cepa cada
uno (1/22 [4.5%]). El spa type mayoritario fue el t067 en el CC5 ST125. Las cepas
pertenecientes a un mismo paciente presentaron el mismo CC, STy spa type. Todas las

cepas resistentes a meticilina tuvieron el SCCmec IVc.

Tabla 25. Epidemiologia molecular de las cepas de S. aureus causantes de infeccién
protésica articular y, segln ésta, las referencias usadas para cada cepa y andlisis
bioinformatico.

Cepa cc ST spa type Referencia® Referencia
(codigo) (anotacion) (variantes)
104-1 15 15 - MSSA476 -
107-1 398 398 - S0O385 -
108-1 5 5 - N315 -
110-1 5 125 1067 N315 N315
110-2 5 125 1067 N315 N315
111-1 30 30 - MRSA252 -
112-1 6 6 - N315 -
113-1 30 30 - MRSA252 -
114-1 5 125 11954 N315 -
115-1 5 228 1062 N315 -
116-1 5 5 - N315 -
117-1 1021 1021 - N315 -
118-1 5 125 t067 N315 -
205-1 5 125 t067 N315 -
206-1 5 125 t067 N315 -
208-1 509 509 - N315 -
214-1 30 30 - MRSA252 MRSA252
214-1_ScV 30 30 - MRSA252 MRSA252
218-1 5 125 - N315 -
219-1 398 398 - S0385 -
220-1 5 1776 - N315 -
223-1 30 30 - MRSA252 -
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304-1 5 125 t067 N315 -
305-1 5 125 t067 N315 -
306-1 5 125 11954 N315 -
307-1 5 125 - N315 -
401-1 45 45 t026 CA-347 -
402-1 5 5 - N315

404-1 15 1160 - MSSA476 -
405-1 5 125 t067 N315 -
407-1 5 125 t067 N315 N315
407-2 5 125 t067 N315 N315
408-1 5 125 t067 N315 -
409-1 188 188 - MSSA476 -
414-1 30 30 - MRSA252 -
505-1 5 125 t067 N315 -
507-1 8 8 - NCTC 8325 NCTC 8325
507-2 8 8 - NCTC 8325 NCTC 8325
605-1 5 125 t067 N315 -
701-1 5 5 t002 N315 -
802-1 30 1842 - MRSA252 -
804-1 10 10 - N315 -
806-1 45 45 - CA-347 -
807-1 45 45 - CA-347 -
808-1 1 852 - MSSA476 -
809-1 45 45 t026 CA-347 -
901-1 5 125 t067 N315 -
1001-1 398 398 - S0385 -
1101-1 9 109 t209 N315 -

3os CCs y STs de las cepas de referencia son los siguientes: MSSA476 (CC1, ST1, BX571857.1), SO385
(CC398, ST398, AM990992.1), N315 (CC5, ST5, BA0O00018.3), MRSA252 (CC30, ST30, BX571856.1), CA-347
(CC45, ST45, CP006044.1), NCTC 8325 (CC8, ST8, NC_007795.1).

4. ASOCIACION DE GENES CON VARIABLES CLINICAS

Se analizd la asociacién de genes de virulencia y de resistencia a los antibidticos con las

siguientes variables clinicas de interés:

- Hospital.
- Tipo de infeccién: hematdgena vs precoz, precoz vs créonica y hematdgena vs

cronica.

219



Resultados

- Hemocultivo positivo vs hemocultivo negativo dentro de las infecciones
hematdgenas.

- Resistencia a meticilina.

- Evolucién clinica (fracaso terapéutico vs curacién) de todos los casos y segun el

tratamiento quirudrgico (DAIR o explante protésico).

De todas las variables clinicas estudiadas, no se encontrd asociacién con la presencia de
ningun gen, con la excepcién de algunos genes de resistencia a antibidticos y de
virulencia con la resistencia a meticilina (con todos los ajustes de p-value y FDR
realizados), y con uno de los hospitales (el hospital 8) (sélo con el criterio de p-
value<0.05 y FDR<0.1). En el anexo VI se muestran los genes asociados a la resistencia
de meticilina y al hospital 8 con el criterio de p-value<0.05 y FDR<0.1, descartando las

proteinas presuntivas e hipotéticas (hypothetical proteins).
5. ANALISIS FILOGENETICO

El dendrograma filogenético con las 46 cepas causantes de los 45 casos de IPA por S.
aureus y los principales genes de resistencia a antibidticos y de virulencia estan
representados en la Figura 45. Las cepas se agruparon en el dendrograma filogenético

por similitud de CCs y STs, formando dos clusters claramente diferenciados.

De las parejas de cepas de un mismo paciente, no se diferenciaron en la
presencia/ausencia de genes los casos 110 (caso recidivante de IPA tratado con
explante), 214 (cepa con fenotipo salvaje y SCV) ni 507 (paciente con IPA de ambas
rodillas) y si el caso 407. La cepa 407.2 (SCV) se diferencio con la otra cepa de diagndstico
de la IPA de este paciente, 407.1 (de fenotipo salvaje), en los siguientes genes: los de
resistencia aac(6°)-aph(2”°), blaZ, erm(C), msr(A), mupA, dfrA, dfrCy la antiadhesina pls

que los perdid y adquirié la mutacién H31N en el gen de resistencia dfrB.
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Figura 45. Dendrograma filogenético con las cepas de S. aureus causantes de infeccidn protésica articular y los principales genes de resistencia
a antibidticos y de virulencia.

Notas: las casillas de color gris indican presencia de ese gen y las blancas ausencia del gen. Junto al nombre de las cepas esta indicado si se trata de S. aureus sensible a meticilina

(abreviado MSSA en inglés) o resistente (abreviado MRSA en inglés) y también el MLST al que pertenece cada cepa. Las cepas MRSA estan marcadas en formato negrita.
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6. ESTUDIO DE VARIANTES ENTRE CEPAS

Se analizaron las variantes entre las cepas de S. aureus aisladas de un mismo caso de IPA
que mostrd algun aspecto clinico o microbiolégico de interés (casos 110, 214, 407 y 507).
En la Tabla 26 se describe el nimero de variantes de cada cepa con la referencia utilizada
y el nimero de variantes totales entre cada pareja de cepas y tras el filtrado de variantes
realizado (SNPs no sinénimos, SNPs sindnimos, sustituciones de multiples bases,
inserciones y deleciones que no se encontraban en proteinas presuntivas e hipotéticas,

ni en regiones intergénicas ni en pseudogenes).

Tabla 26. Numero de variantes de cada cepa con la referencia y de variantes totales de
diferencia entre las parejas de cepas de un mismo paciente con infeccion protésica
articular y entre esas parejas de cepas tras el filtrado de variantes por tipo de variante.

N2 variantes de diferencia entre pareja de cepas con la referencia:
Ne
o totales y tipos tras el filtrado de variantes
. % variantes
Cepa Referencia | Sustituciones
Alineamiento  totales con SNPs no SNPs
P . Total de multiples Inserciones Deleciones
reterencia sinénimos  sindnimos
bases

110.1 N315 87.5 1025 50 3 2 1 0 0

110.22 86.5 1009

214.1 MRSA252 94.5 644 20 5 0 0 0 1
214.1_Scv 94.7 644

407.1 N315 87.2 729 63 4 2 0 0 3

407.2 89.9 734

>07.1 NCTC 8325 3.3 1444 40 0 0 0 2 0

507.2 93.2 1450

3En las cepas del caso 110 se produjo ademds una variante que da lugar a un codén de terminacion.

En la Tabla 27 se detallan las variantes entre cada pareja de cepas de un mismo paciente,
tras el filtrado realizado. Se observaron variantes en una diversidad de genes de

virulencia y en algun gen de resistencia a antibidticos.
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Tabla 27. Variantes entre parejas de cepas de S. aureus de un mismo paciente con infeccién protésica articular.

Resultados

Posicién de
Cepas Cepa inicial Segunda cepa Anotacion Tipo de mutacion Descripcion (gen)
nucleétidos
1267745 G A V435| NSYN polyribonucleotide nucleotidyltransferase (pnpA)
1782694 T A L142* (TTA->TAA) STOP? acetoin dehydrogenase homolog (acuA)
2008110 G C V68L NSYN truncated amidase [truncated(lytA)]
110 2008114 G A S66S SYN truncated amidase [truncated(lytA)]
2008120 A C K64N NSYN truncated amidase [truncated(lytA)]
2008131 2 bp>TA 180-181/207 nt MBS truncated amidase [truncated(lytA)]
2719126 G A D601D SYN clumping factor B (c/fB)
152575 G A E142G NSYN purine nucleoside phosphorylase (deoD)
300370 T C L316F NSYN autolysin sensor kinase protein (lyts)
214° 456061 C A Q58K NSYN exotoxin
582831 G A H156R NSYN cysteinyl-tRNA synthetase (cysS)
1395855 Al bp 2/150 nt DEL 50S ribosomal protein L33 type 2 (romG2)
1913285 C T V146l NSYN beta-lactamase regulatory protein (blaR1)
Immunoglobulin G binding protein A precursor
C T NSYN
122992 G337D (spa)
Immunoglobulin G binding protein A precursor
407° G A SYN
123300 N234N (spa)
130382 A G T212A NSYN ornithine cyclodeaminase (sbnB)
153784 A14 bp 22-35/1179 nt DEL Phosphopentomutase (drm)
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Ser-Asp rich fibrinogen-binding, bone

C T SYN

616194 D1067D sialoprotein-binding protein (sdrE)

oligopeptide transporter membrane permease

A G NSYN

1387278 V136A domain (opp-2B)

1432562 A502 bp DEL thymidylate synthase (thyA)

1563277 G A A185V NSYN geranyltranstransferase homolog (ispA)

2082198 (A)7->6 712/717 nt DEL accessory gene regulator A (agrA)

monovalent cation/H+ antiporter subunit E
INS
507 619894 (TTTTTAACA)1->2 324/483 nt (mnhE2)
1159234 (GGCGGT)1->2 1302/1368 nt INS signal recognition particle protein

Abreviaturas: bp, pares de bases; DEL, delecidn; INS, insercion; MBS, sustitucion de multiples bases; NSYN, SNP no sinénimo; nt, nucleétido; SYN, SNP sinénimo.

aSTOP codon: codon de terminacion.

b En los casos 214 y 407 la cepa inicial es de fenotipo salvaje y la segunda cepa de fenotipo SCV.
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aureus

CAUSANTE DE INFECCION PROTESICA ARTICULAR
PERSISTENTE Y RECIDIVANTE

En este estudio se incluyeron 14 pacientes con IPA causada por S. aureus y tratados con

DAIR, 6 presentaron fracaso terapéutico con persistencia o recidiva de la IPA y 8

evolucionaron favorablemente. Las caracteristicas principales de los pacientes se

encuentran descritas en la Tabla 28.

Tabla 28. Caracteristicas principales de los pacientes tratados con DAIR con persistencia

o recidiva de la infeccién y con curacion.

Duracidn

Sexoy
Cepa Localizacién Tipo tratamiento

edad Evolucion

(codigo) protesis infeccion antibiético®
(anos)
(dias)

104 M, 63 Rodilla Precoz 60 Recidiva®
107 M, 86 Rodilla Hematdgena 66 Recidiva®
409 M, 87 Cadera Precoz 37 Recidiva®
401 M, 65 Rodilla Precoz 144 Persistencia
402 V, 81 Rodilla Hematdgena 78 Persistencia
118 M, 78 Cadera Precoz 25 Persistencia
111 V, 69 Rodilla Precoz 82 Curacion
112 M, 83 Rodilla Hematdgena 90 Curacion
116 M, 62 Rodilla Precoz 79 Curacion
208 V, 53 Cadera Precoz 93 Curacidén
804 M, 84 Rodilla Hematdgena 89 Curacidén
806 V, 37 Rodilla Precoz 81 Curacién
807 M, 63 Rodilla Precoz 57 Curacién
808 M, 72 Rodilla Precoz 100 Curacién

Abreviatura: M, mujer; V, varon.
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@ La duracion del tratamiento antibidtico se consideré desde el desbridamiento hasta la retirada del

antibidtico o hasta el tratamiento quirurgico de rescate en los casos con persistencia de la infeccion.

b Para los casos recidivantes el tiempo a la recidiva fue de 217 dias para el caso 104, 55 para el 107 y 20

para el caso 409.

1. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE LAS CEPAS

DE S. aureus

Las principales caracteristicas microbioldgicas de las cepas de S. aureus se encuentran
en la Tabla 29. Todas las cepas fueron sensibles a daptomicina, vancomicina,
teicoplanina, linezolid, fosfomicina, cotrimoxazol, rifampicina, mupirocina y &acido
fusidico. En cuanto a la meticilina, todas las cepas de S. aureus fueron sensibles, excepto
las cepas del caso de IPA persistente 118. Ninguna cepa presenté un fenotipo h-VISA.
Todas las parejas de cepas de los casos de IPAs persistentes o recidivantes presentaron
el mismo fenotipo de resistencia antibidtica, excepto el caso recidivante 401, en el que
la cepa 401.1 fue resistente a gentamicina y la cepa 401.2 sensible. Curiosamente, las
dos cepas del caso recidivante 107 presentaron sensibilidad fenotipica a eritromicina y
resistencia fenotipica a clindamicina (al contrario que como suele ser cuando hay
diferencia en la sensibilidad fenotipica a ambos macrdlidos) y las cepas del caso
recidivante 409 presentaron resistencia fenotipica a ciprofloxacino, pero sensibilidad
fenotipica a levofloxacino. No se pudo obtener un fenotipo definitivo de resistencia a
antibidticos de la segunda cepa del caso recidivante 104 (cepa 104.2), al ser de fenotipo
SCV. Esta cepa fue la Unica del estudio en el que se observd dicho fenotipo, mientras

que el resto de las cepas del estudio tuvieron un fenotipo salvaje.
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Tabla 29. Caracteristicas microbiolégicas de las cepas de S. aureus causantes de
infeccidn protésica articular tratada con desbridamiento, antibioterapia y retencién del

implante (DAIR).

Resistencia Funcionalidad Formacion de
Cepa’®
antibidticos de agr biofilm
FailRel104.1 PEN Fuerte Débil
FailRel104.2 T Fuerte Débil
PEN, CL, GEN,
FailRel107.1 Negativo Débil
CIP, LEV
FailRel107.2 PEN, CL, GEN
Negativo Débil
CIP, LEV
FailRel409.1 PEN, CIP Débil Débil
FailRel409.2 PEN, CIP Débil Moderado
FailPer401.1 PEN, GEN Fuerte Débil
FailPer401.2 PEN Fuerte Débil
FailPer402.1 PEN Débil Débil
FailPer402.2 PEN Débil Débil
FailPer118.1 PEN, MET, ER,
Fuerte Moderado
CIP, LEV
FailPer118.2 PEN, MET, ER,
Fuerte Moderado
CIP, LEV
Curelll PEN Fuerte Débil
Curel12 PEN Negativo Débil
Curell6 PEN Débil Débil
Cure208 PEN, ER, CL Negativo Fuerte
Cure804 ¥ Débil Débil
Cure806 PEN, GEN Fuerte Débil
Cure807 PEN Fuerte Débil
Cure808 PEN Fuerte Débil

Abreviaturas: CIP, ciprofloxacino; CL, clindamicina; ER, eritromicina; GEN, gentamicina; LEV,

levofloxacino; MET, meticilina; PEN, penicilina.
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2El nombre de las cepas causantes de recidiva de la infeccidn lleva en su nombre “Rel” de relapse
y las causantes de persistencia de la infeccion llevan “Per” de persistence. Estas cepas
recidivantes/persistentes de cada paciente tienen el mismo nimero, pero la primera acabada en
“.1” y la segunda en “.2”. Las cepas que tuvieron una evolucion favorable llevan en su nombre la

palabra “Cure”.

"No se pudo obtener un fenotipo definitivo de resistencia a antibidticos de la cepa FailRel104.2,

al ser de fenotipo SCV.

*La cepa Cure804 fue sensible a todos los antibiéticos estudiados.

Todas las cepas causantes de IPA presentaron un agr funcional (Tabla 29), excepto las
cepas causantes del caso recidivante 107 y de los casos 112 y 208, que evolucionaron
favorablemente. Las cepas de un mismo paciente con IPA persistente o recidivante
presentaron la misma funcionalidad de agr. Todas las cepas del estudio presentaron B-
hemdlisis en agar sangre excepto la Unica cepa de fenotipo SCV (104.2) que no presenté
B-hemodlisis. Las cepas del caso recidivante 107, ademds de B-hemdlisis, presentaron
halos turbios de hemdlisis rodeando a las colonias de S. aureus en agar sangre por
expresion de la B-hemolisina (Figura 46). Todas las cepas formaron biofilm (Tabla 29).
Doce IPAs (12/14 [85.7%]) estuvieron causadas por cepas débilmente productoras de
biofilm, un caso de IPA persistente (1/14 [7.1%]) por una cepa productora moderada de
biofilm (caso 118) y sélo una IPA, que tuvo una evolucidn clinica favorable, fue causada
por una cepa fuertemente productora de biofilm (caso 208). Las cepas pertenecientes a
un mismo paciente con IPA persistente o recidivante tuvieron la misma formacion de
biofilm, excepto el caso de IPA persistente 409, en el que la primera cepa (409.1) fue
productora débil de biofilm y la segunda cepa (409.2) fue productora moderada de

biofilm.
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Figura 46. Colonias de S. aureus del caso recidivante 107 mostrando B-hemdlisis en
agar sangre y halos turbios de hemdlisis por expresiéon de la B-hemolisina.

2. FACTORES DE VIRULENCIA Y DE RESISTENCIA A LOS
ANTIBIOTICOS

El perfil de resistencia antimicrobiana fenotipico y genotipico se correlacioné en la
mayoria de los casos. Las cepas del caso recidivante 409, que presentaron resistencia
fenotipica a ciprofloxacino, pero sensibilidad fenotipica a levofloxacino, presentaron el
gen norA y un gen grlA mutado, pero no el gen gyrA mutado, el cual también estuvo
presente en las cepas con resistencia fenotipica a levofloxacino (las cepas del caso

recidivante 107 y las del caso persistente 118).

En la Tabla 30 se encuentran los principales genes de virulencia presentes en todas las

cepas causantes de los 14 casos de IPA y segun la evolucidn clinica de la IPA.
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Tabla 30. Genes de virulencia de todas las cepas* causantes de los 14 casos de infeccién
protésica articular incluidos en el estudio.

Total casos Persistencia/recidiva Curacién

Virulencia Gen N¢ (%), N2 (%), Ne (%),
(n=14) (n=6) (n=8)

splA* 6(42.9) 3 (50.0) 3(37.5)
Proteasas splB* 6 (42.9) 3(50.0) 3(37.5)
aur 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)
seg 8(57.1) 3 (50.0) 5(62.5)

Enterotoxinas
seqa 4(28.6) 1(16.7) 3(37.5)
Toxina shock toxico tstl 1(7.1) 0(0.0) 1(12.5)
IukE 8 (57.1) 4 (66.7) 4 (50.0)

Leucocidinas
lukD 8(57.1) 4 (66.7) 4 (50.0)
hlg 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)

Hemolisinas
hla 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)
scn 13 (92.9) 5(83.3) 8(100.0)
Fagos-Hlb sak 11 (78.6) 4 (66.7) 7 (87.5)
chp 10(71.4) 4 (66.7) 6 (75.0)
clfA 11 (78.6) 5(83.3) 6 (75.0)
clfB* 10(71.4) 3 (50.0) 7 (87.5)

MSCRAMMs
cna* 9 (64.3) 3 (50.0) 6 (75.0)

(componentes microbianos
fnbA 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)
de superficie que reconocen
fnbB 12 (85.7) 6 (100.0) 6 (75.0)
moléculas adhesivas de la
ebpS 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)
matriz)
spa 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)
sdrC 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)
sdrD 11 (78.6) 6 (100.0) 5(62.5)
coA 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)
Proteinas extracelulares

efb 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)
Formacidn de biofilm atl 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)
Motivo LPXTG sasG 7 (50.0) 3 (50.0) 4 (50.0)
Biosintesis de adhesina icaB 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)
intracelular polisacarida icaC 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)
(PIA) icaD 14 (100.0) 6 (100.0) 8(100.0)
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*En los casos persistentes/recidivantes sélo se ha incluido la primera cepa para este analisis.

La B-hemolisina con insercién del fago portador de genes de evasidn del sistema inmune
se detectd en todas las cepas excepto en las cepas del caso de IPA recidivante 107, que

ademas de B-hemdlisis, presentaron halos turbios de hemdlisis en agar sangre.

3. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

En la Tabla 31 se encuentran los resultados de epidemiologia molecular de todas las
cepas de S. aureus del estudio: CC, MLST (ST) y spa type. El CC se asignd a partir del
MLST. Las cepas pertenecientes a los mismos pacientes con IPAs persistentes o
recidivantes pertenecieron al mismo CC, MLST y spa type. Las Unicas cepas resistentes

a meticilina (las del caso de IPA persistente 118) tuvieron el SCCmec IVc.

231



Resultados

Tabla 31. Epidemiologia molecular de las cepas de S. aureus causantes de infeccién
protésica articular persistente o recidivante y con curacion y, segun ésta, las referencias
usadas para cada cepa y analisis bioinformatico.

Cepa® cc ST spa type Referencia® Referencia
(anotacion) (variantes)©
FailRel104.1 15 15 - MSSA476 MSSA476
FailRel104.2 15 15 - MSSA476 MSSA476
FailRel107.1 398 398 - SO385 S0O385
FailRel107.2 398 398 - SO385 S0385
FailRel409.1 188 188 - MSSA476 MSSA476
FailRel409.2 188 188 - MSSA476 MSSA476
FailPer401.1 45 45 1026 CA-347 CA-347
FailPer401.2 45 45 1026 CA-347 CA-347
FailPer402.1 5 5 - N315 N315
FailPerd02.2 5 5 - N315 N315
FailPer118.1 5 125 t067 N315 N315
FailPer118.2 5 125 t067 N315 N315
Curelll.1 30 30 - MRSA252 N315
Curell2.1 6 6 - N315 N315
Curell6.1 5 5 - N315 N315
Cure208.1 509 509 - N315 N315
Cure804.1 10 10 - N315 N315
Cure806.1 45 45 - CA-347 N315
Cure807.1 45 45 - CA-347 N315
Cure808.1 1 852 - MSSA476 N315

2El nombre de las cepas causantes de recidiva de la infeccion lleva en su nombre “Rel” de relapse y las
causantes de persistencia de la infeccion llevan “Per” de persistence. Estas cepas
recidivantes/persistentes de cada paciente tienen el mismo nimero, pero la primera acabadaen “.1” y la

segunda en “.2”. Las cepas que tuvieron una evolucion favorable llevan en su nombre la palabra “Cure”.

b Los CCs y STs de las cepas de referencia son los siguientes: MSSA476 (CC1, ST1, BX571857.1), SO385
(CC398, ST398, AM990992.1), N315 (CC5, ST5, BA000018.3), MRSA252 (CC30, ST30, BX571856.1), CA-347
(CC45, ST45, CP006044.1).

°El estudio de variantes se realizé con la cepa de referencia N315 (CC5), ya que fue el CC mayoritario,
excepto en el andlisis de variantes entre las parejas de cepas aisladas inicial y posteriormente en los casos
de IPAs persistentes o recidivantes, para las que se eligié la cepa de referencia mas adecuada al CC de

cada pareja de cepas.
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4. ASOCIACION DE GENES CON VARIABLES CLINICAS

Se realizd el andlisis de asociacion de genes de virulencia y de resistencia a los

antibiodticos con las siguientes variables clinicas de interés:

- La evolucidn clinica persistente o recidivante de la IPA:
= Comparando la cepa inicial respecto a la cepa aislada posteriormente en
los 6 casos con persistencia (3 casos) o recidiva (3 casos) de la IPA.
= Comparando la cepa inicial respecto a la cepa aislada posteriormente en
los 3 casos con persistencia de la IPA.
= Comparando la cepa inicial respecto a la cepa aislada posteriormente en
los 3 casos con recidiva de la IPA.
- La persistencia o recidiva de la IPA respecto a su curacion:
= Comparando las 6 cepas inicialmente aisladas en los casos de IPA
persistentes o recidivante respecto a las 8 cepas de los casos que
evolucionaron favorablemente.
= Comparando las 6 segundas cepas aisladas en los casos de IPA persistente
o recidivante respecto a las 8 cepas de los casos que evolucionaron

favorablemente.

De todas las variables clinicas estudiadas, no se encontré asociacidn con la presencia de
ningln gen con ninguno de los criterios usados, ni comparando las cepas causantes de
IPA que evolucionaron favorablemente con las que fracasaron terapéuticamente, ni en

la comparacion de las cepas de los casos persistentes y recidivantes.
5. ANALISIS FILOGENETICO

El dendrograma filogenético de las 12 cepas de los 6 casos con recidiva o persistencia de
la infeccidn tratados con DAIR y de las 8 cepas causantes de IPA tratadas con DAIR que
curaron, junto con los principales genes de resistencia a antibiéticos y de virulencia,

estan representados en la Figura 47. Las cepas causantes de recidiva/persistencia de la
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infeccidn de un mismo paciente se agruparon, ademas de en CCs y STs, por parejas entre

ellas por su similitud genética.

Algunas parejas de cepas persistentes o recidivantes de un mismo paciente no se
diferenciaron en la presencia/ausencia de genes (casos 107, 118 y 409) y el resto de las

cepas de un mismo paciente se diferenciaron en genes de resistencia a antibidticos:

- La cepa 401.1, a diferencia de la cepa persistente 401.2, presentd el gen de
resistencia a aminoglucésidos aac(6°)-aph(2”’), lo que implicé que la cepa 401.1
resultara resistente a gentamicina y la cepa 401.2 sensible.

- La cepa 402.1, a diferencia de la cepa persistente 402.2, presentd la mutacién
H31N en el gen dfrB, que confiere resistencia a trimetoprim.

- La cepa 104.1, a diferencia de la cepa recidivante 104.2, presenté el gen blaZ

(beta-lactamasa).
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Figura 47. Dendrograma filogenético de las de las 12 cepas de los 6 casos con recidiva o persistencia de la infeccién tratados con DAIR y de las 8
cepas causantes de infeccion protésica articular tratada con DAIR que curaron, junto con los principales genes de resistencia a antibidticos y de
virulencia.

Notas: Las casillas de color gris indican presencia de ese gen y las blancas ausencia del gen.
Las cepas que tuvieron una evolucion favorable llevan en su nombre la palabra “Cure”.
El nombre de las cepas causantes de recidiva de la infeccidn lleva en su nombre “Rel” de relapse y las causantes de persistencia de la infeccién llevan “Per”
de persistence. Estas cepas recidivantes/persistentes de cada paciente tienen el mismo ndmero, pero la primera acabada en “.1” y la segunda en “.2”.
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6. ESTUDIO DE VARIANTES ENTRE CEPAS

En el andlisis de variantes se compararon las mismas cepas que en el anadlisis de
asociacion, y, ademas, también se analizaron las variantes entre las parejas de cepas
inicial y su segundo aislamiento en cada uno de los 6 casos de IPA persistente o

recidivante.

En el andlisis de variantes que se realizd entre las cepas de S. aureus causantes de IPA
persistente o recidivante y las cepas causantes de IPA con evolucion clinica favorable no
se encontrd ninguna variante presente en todas las cepas primeras que
recidivaron/persistieron y que no estuviera en las que curaron, y viceversa. Del mismo
modo, no se encontré ninguna variante presente en todas las cepas segundas de los
casos de IPA que recidivaron/persistieron y que no estuviera en las que curaron, y

viceversa.

En cuanto al andlisis de variantes que se realizd entre las cepas causantes de IPA
persistente o recidivante en la Tabla 32 se describe el nimero de variantes de cada cepa
causante de IPA recidivante o persistente con la referencia utilizada y el nimero de
variantes totales entre cada pareja de cepas de un mismo paciente y tras el filtrado de
variantes realizado (SNPs no sinénimos, SNPs sinébnimos, sustituciones de multiples
bases, inserciones y deleciones que no se encontraban en proteinas presuntivas e

hipotéticas, ni en regiones intergénicas ni en pseudogenes).
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Tabla 32. Numero de variantes de cada cepa causante de infeccidn protésica articular
recidivante o persistente con la referencia y nimero de variantes totales de diferencia
entre las parejas de cepas de un mismo paciente y entre esas parejas tras el filtrado de
variantes por tipo de variante.

N2 variantes de diferencia entre parejas de cepas con la referencia:
Ne
% variantes totales y tipos tras el filtrado de variantes
Cepa® Referencia Sustituciones
Alineamiento  totales con SNPs no SNPs
. Total de multiples Inserciones Deleciones
referencia sindbnimos  sindnimos
bases

FailRel104.1 MSSA476 87.9 16439 407 34 45 23 1 8
FailRel104.2 93.0 16285
FailRel107.1 50385 93.2 345 21 1 2 0 0 0
FailRel107.2 92.8 352
FailRel409.1 MSSA476 89.0 18554 237 16 27 12 ) 1
FailRel409.2 87.1 18578
FailPer401.1 CA-347 91.5 1536 18 3 0 0 ) 3
FailPer401.2 94.4 1550
FailPer402.1 N315 90.8 1281 21 0 0 0 0 0
FailPer402.2 91.3 1271
FailPer118.1 N315 91.1 891 19 0 0 0 0 1
FailPer118.2 90.9 892

2El nombre de las cepas causantes de recidiva de la infeccion lleva en su nombre “Rel” de relapse y las
causantes de persistencia de la infeccion llevan “Per” de persistence. Estas cepas
recidivantes/persistentes de cada paciente tienen el mismo nimero, pero la primera acabada en “.1” y la

segunda en “.2”.

En la Tabla 33 se detallan las variantes entre cada pareja de cepas de un mismo paciente
con IPA persistente o recidivante, tras el filtrado de variantes. Las variantes se
produjeron en una gran diversidad de genes virulencia. En los casos recidivantes 104 y
409 encontramos el mismo SNP no sindnimo en el gen fnbA entre cada cepa inicial y la

recidivante: Q819H (referencia MSSA476 [BX571857.1]).
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Tabla 33. Variantes entre parejas de cepas de S. aureus de un mismo paciente con infeccién protésica articular persistente o recidivante.

Posiciones de

Cepa

Cepas?® Cepa inicial recidivante/ Anotacion Tipo de mutaciones Descripcion (gen)
nucleétidos
persistente
82110 A C G57G SYN lipoprotein

126756 A8 bp 83-90/741 nt DEL GntR family regulatory protein
241537-243250 4 MBS, 3 NSYN, 5 SYN staphylocoagulase precursor
428158-431375 6 MBS, 11 NSYN, 4 SYN exotoxin
437491-437497 3 NSYN exotoxin5
442703, 442706 SYN, NSYN exotoxin
446421-448928 5 NSYN, 6 SYN, 1 MBS lipoprotein
479985, 479991 2 SYN glutamate synthase, small subunit

560689 A3 bp 343-345/1401 nt DEL cysteinyl-tRNA synthetase

FailRel104®

598737 T A A364A SYN serine-aspartate repeat-containing protein D (sdrD)

604977 C T D947D SYN bone sialoprotein-binding protein
842802, 842812 MBS, SYN clumping factor A (cifA)
946908-947417 3 SYN, 1 DEL, 1 MBS transport system extracellular binding lipoprotein

+TGTTGGTTTCG
1059255 1279/3753 nt INS bifunctional autolysin precursor
ACGGTGT
1388164, 1388182 MBS, SYN topoisomerase IV subunit A
1883013 C T A234T NSYN serine protease
2088541-2088547 3SYN autoinducer sensor protein
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2 DEL, 4 NSYN, 1 SYN, 1 MBS

Resultados

hyaluronate lyase precursor 2

2464027 A4 bp 126-129/780 nt DEL extracellular solute-binding lipoprotein
2538425-2538596 6 SYN, 1 NSYN, 4MBS lipoprotein
2557255-2558646 2 SYN, 2MBS fibronectin-binding protein B precursor (fnbB)
2560605-2562933 5 NSYN, 7 SYN, 2 MBS, 2 DEL fibronectin-binding protein A precursor (fnbA)

915183 A G G139D NSYN Ipxtg-motif cell wall anchor domain

1642042 T C Y18Y SYN integrase

FailRel107
penicillin-binding Protein dimerisation domain
1699959 A C T582T SYN
family
81598-83027 6 NSYN, 6 SYN, 3 MBS lipoprotein
98820 G A G298G SYN immunoglobulin G binding protein A precursor
243016 C T N532N SYN staphylocoagulase precursor
431559, 431562 2 NSYN exotoxin
598737 A T A364A SYN serine-aspartate repeat-containing protein D (sdrD)
843649 G T V867V SYN clumping factor A (clfA)
FailRel409 +TGTTGGTTTCG
1059255 1279/3753 nt INS bifunctional autolysin precursor
ACGGTGT

1148233 +68 bp 931/939 nt INS ribonuclease HIll
1622493, 1622511 DEL, NSYN DNA primase

2088515 3 bp—>CTC 610-612/1293 nt MBS autoinducer sensor protein

2496948-2497602
2538455, 2539355

7 SYN, 1 NSYN, 7MBS
SYN, MBS, NSYN

protein flp

exoported protein (lipoprotein)
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2560599-2562279 5 SYN, 3 NSYN fibronectin-binding protein A precursor (fnbA)
2567893-2567901 2 SYN, 2 NSYN MerR family regulatory protein
fibrinogen and keratin-10 binding surface anchored
2700008, 2700011 2 SYN
protein
19218 +G 874/1968 nt INS DHHA1 domain protein
N-acetyl-ornithine/N-acetyl-lysine deacetylase
103426 T A IS503F NSYN
family protein
cation diffusion facilitator transporter family
199157 A131 bp 730-860/960 nt DEL
protein
FailPer401 1197044 A C K309Q NSYN methionyl-tRNA formyltransferase (fmt)
maltose operon transcriptional repressor-like
1598596 A8 bp 695-702/1020 nt DEL
protein
2042765 A107 bp 1167-1273/1539 nt DEL sodium/proline symporter (putP)
2215085 A T N169I NSYN ATP synthase F1, gamma subunit (atpG)
2397306 +T 193/348 nt INS transcriptional regulator family protein
FailPer402 No se observaron variantes en las cepas del caso de IPA 402
FailPer118 1696986 (AATG)3>4 11/561 nt DEL DNA-3-methyladenine glycosidase

Abreviaturas: bp, pares de bases; DEL, delecidn; INS, insercidn; MBS, sustitucion de multiples bases; NSYN, SNP no sinénimo; nt, nucleétido; SYN, SNP sinénimo.
Se agruparon las variantes de una misma proteina y, por tanto, no se mostré la anotacidn de esas variantes.
aEl nombre de las cepas causantes de recidiva de la infeccidn lleva en su nombre “Rel” de relapse y las causantes de persistencia de la infeccién llevan “Per” de persistence.

b La cepa inicial del caso 104 es de fenotipo salvaje y la cepa recidivante es de fenotipo SCV.
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No se encontrd ninguna variante presente en todas las cepas inicialmente aisladas que
recidivaron/persistieron y que no estuviera en sus aislamientos posteriores (ni
viceversa) en los 6 casos de IPAs persistentes y recidivantes, del mismo modo que en los

3 casos de IPA persistente y en los 3 casos de IPA recidivante.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DEL COMPLEIO
CLONAL CC5 DE S. aureus RESISTENTE A METICILINA
CAUSANTE DE INFECCION ARTICULAR

Se incluyeron un total de 38 cepas de SARM pertenecientes al complejo clonal CC5
causantes de infeccidn articular en 8 hospitales de la Comunidad de Madrid. En cuanto
al tipo de infeccién articular, 5 casos (5/38 [13.2%]) fueron artritis nativa del H.
Universitario 12 de Octubre desde 2005 hasta 2015 y 33 casos (33/38 [86.8%]) fueron
IPA de diferentes hospitales de la Comunidad de Madrid desde 2005 hasta mayo de
2017. La distribucion de los 38 casos por aio fue: 4 (10.5%) de 2005, 3 (7.9%) de 2006,
4 (10.5%) de 2007, 2 (5.3%) de 2008, 1 (2.6%) de 2009, 3 (7.9%) de 2011, 1 (2.6%) de
2013, 5 (13.2%) de 2014, 9 (23.7%) de 2016 y 6 (15.8%) de 2017. La distribucion de los
38 casos por hospitales fue: 27 (71.7%) del hospital 1, 2 (5.3%) del hospital 2, 1 (2.6%)
del hospital 3, 3 (7.9%) del hospital 4, 2 (5.3%) del hospital 5y 1 (2.6%) del hospital 6, 7
y 8.

La mayoria de las cepas presentaron B-hemdlisis en agar sangre (33/38 [86.8%]) y la
mitad de ellas (22/38 [57.9%]) un agr funcional. En la Tabla 34 se observan las
caracteristicas generales de las 38 cepas incluidas en el estudio y los datos de
epidemiologia molecular. EI ST mayoritario fue el 125 (33/38 [86.8%]). También hubo 3
cepas (3/38 [7.9%]) con ST5 y 2 cepas (2/38 [5.3%]) pertenecientes al ST228. En cuanto
al tipado de spa, la mayoria de las cepas pertenecieron al t067 (29/38 [76.3%]). Dos
cepas (2/38 [5.3%]) pertenecieron al t002 y otras dos al t1954 y después hubo una cepa
(1/38 [2.6%]) perteneciente a cada uno de los siguientes tipos de spa: t2173, t837, t062,
t1399 y t285. Todas las cepas excepto una (37/38 [97.4%]) presentaron el SCCmec tipo
IVc.
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Tabla 34. Caracteristicas generales de las 38 cepas de S. aureus resistentes a meticilina
del complejo clonal CC5 causantes de infeccidn articular y su epidemiologia molecular.
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Cepa? ir.:-mi‘re’:c‘ij:n Fecha Hospital ST spa SCCmec
SAi01_09H1  Artritis nativa 20-04-09 1 125 t067 IVc
SAi02_13H1  Artritis nativa 01-02-13 1 5 t002 IVc
SAi03_05H1 Artritis nativa 23-07-05 1 125 t067 IVc
SAi04_06H1 Artritis nativa 13-01-06 1 125 t067 IVc
SAi06_06H1 Artritis nativa 11-08-06 1 125 t067 IVc
SAi07_08H1 IPA 25-04-08 1 125 11399 IVc
SAi08_08H1 IPA 16-07-08 1 228 12851 I
SAi09_05H1 IPA 30-04-05 1 125 t067 IVc
SAi10_07H1 IPA 06-07-07 1 125 t067 Ve
SAi1l_07H1 IPA 01-09-07 1 125 t067 Ve
SAi12_07H1 IPA 02-03-07 1 125 t067 Ve
SAi13_14H1 IPA 11-02-14 1 125 t067 IVc
SAil4_14H1 IPA 30-01-14 1 125 t067 Ve
SAi15_11H1 IPA 08-04-11 1 125 t067 Ve
SAi16_11H1 IPA 28-07-11 1 125 1837 Ve
SAil17_14H1 IPA 05-05-14 1 125 11954 Ve
SAi18_05H1 IPA 14-02-05 1 125 t067 Ve
SAi19_07H1 IPA 12-02-07 1 125 t067 Ve
SAi20_11H1 IPA 21-09-11 1 125 t067 Ve
SAi21_05H1 IPA 29-01-05 1 125 t067 Ve
SAi22_06H1 IPA 06-04-06 1 125 t067 IVc
SAi23_14H1 IPA 27-11-14 1 125 t067 IVc
SAi24_14H1 IPA 22-09-14 1 125 t067 IVc
SAi25_16H3 IPA 11-06-16 3 125 t067 IVe
SAi26_16H5 IPA 16-06-16 5 125 t067 IVe
SAi28_16H5 IPA 25-07-16 5 125 t067 IVe
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SAi29_16H2 IPA 07-07-16 2 125 t067 IVc
SAi30_16H2 IPA 05-08-16 2 125 t067 IVc
SAi31_16H1 IPA 22-09-16 1 5 12173 IVc
SAi32_16H4 IPA 27-05-16 4 125 t067 IVc
SAi34_16H6 IPA 27-09-16 6 125 t067 IVc
SAi35_16H1 IPA 03-11-16 1 125 t067 IVc
SAi37_17H4 IPA 16-01-17 4 125 t067 IVc
SAi38_17H7 IPA 13-03-17 7 5 1002 IVc
SAi39_17H4 IPA 16-03-17 4 125 1067 IVc
SAi40_17H8 IPA 10-03-17 8 125 t067 IVc
SAi41_17H1 IPA 17-04-17 1 125 11954 IVc
SAi42_17H1 IPA 16-05-17 1 228 1062 IVc

Abreviaturas: IPA, infeccién protésica articular.

2 Las cepas fueron nombradas con las iniciales SA (de Staphylococcus aureus), seguido de la letra iy de un
namero para su rapida identificacidon; después de una barra baja aparecen dos numeros que se
corresponden con el afio de la cepa (por ejemplo 09 se corresponde con el afio 2009), y, por ultimo,

aparece una H de hospital y un nimero que se corresponde con el identificador del hospital.

El perfil fenotipico y genotipico de resistencia a antibidticos se recoge en la Tabla 35.
Todas las cepas fueron sensibles a vancomicina, teicoplanina, daptomicina, linezolid y
cotrimoxazol. El perfil de resistencia fenotipica a antimicrobianos se relacioné con los

genes de resistencia detectados por SGC en la mayoria de los casos.
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Tabla 35. Resistencia antimicrobiana fenotipica y genotipica de las cepas de S. aureus
resistentes a meticilina del complejo clonal CC5 causantes de infeccion articular.

Fenotipo de resistencia Genotipo de resistencia
Tipo de antibidtico (n=38), N (%) (n=38), N© (%)
Penicilina 38 (100.0) blaz 30(78.9)
Betalactdmicos
Meticilina 38 (100.0) mecA 38 (100.0)
aadD 28 (73.7)
aac(6’)-aph(2”) 4 (10.5)
Aminoglucésidos Gentamicina 9(23.7) aph(3')-1l1 18 (47.4)
ant(6)-la 18 (47.4)
spc 1(2.6)
norA 38 (100.0)
. Ciprofloxacino 35 (92.1) Mutacion gyrA 36 (94.7)
Fluoroguinolonas Levofloxacino 36 (94.7) (33584L, 4 585P)

Mutacidn grlA (S80F) 36 (94.7)

o Eritromicina 30 (78.9) erm(A) 1(2.6)
Macrélidos Clindamicina 11 (28.9) erm(C) 8(21.1)
: mph(C) 26 (68.4)

Macrdlidos, lincosamidas,

estreptogramina B msr(A) 26 (68.4)

dfrA 3(7.9)

Trimetoprim Cotrimoxazol 0(0.0) Mutacion dfrB H31N 3(7.9)

dfrC 3(7.9)

Fosfomicina Fosfomicina 4 (10.5) fosB 3(7.9)
Mupirocina® Mupirocina 7 (18.4) mupA 6 (15.8)

Acido fusidico Acido fusidico 1(2.6) Mutacion fusA (V90I) 1(2.6)

Mutacion rpoB

Rifampicina Rifampicina 2(53) (1 H481Y, 1 5486L)

2 (5.3)

2 La Unica cepa con resistencia a mupirocina que no portd el gen mupA presentéd una resistencia

intermedia a mupirocina (CMI = 6 mg/L)
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Los genes de virulencia presentes en las 38 cepas de S. aureus causantes de infeccién

articular estan descritos en la Tabla 36. Estos mostraron una distribucién homogénea

entre las cepas estudiadas, estando altamente representados los genes asociados a la

adhesion celular y a la formacidn de biofilm.

Tabla 36. Genes de virulencia de las cepas de S. aureus causantes de infeccidn articular.

Virulencia Gen N2 (%), (n=38)
splA 29 (76.3)
Proteasas splB 31 (81.6)
aur 38 (100.0)
seg 1(2.6)
sem 1(2.6)
sei 1(2.6)
seo 1(2.6)
Enterotoxinas sen 1(2.6)
sed 1(2.6)
sej 1(2.6)
ser 1(2.6)
sea/sep 21 (55.3)
Toxina shock toxico tstl 1(2.6)
lukE 6 (15.8)
JukD 5(13.2)
Hlg y leucocidinas hilgA 38 (100.0)
higB 38 (100.0)
hlgC 38 (100.0)
hla 38 (100.0)
Hemolisinas
hib 38 (100.0)
Hlb-fagos scn 25 (65.8)
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sak 24 (63.2)
chp 22 (57.9)
clfA 24 (63.2)
clfB 19 (50.0)
cna 0(0.0)
MSCRAMMs
(componentes microbianos de fnbA 36 (94.7)
superficie que reconocen fnbB 35(92.1)
moléculas adhesivas de la ebpS 38 (100.0)
matriz)
spa 38 (100.0)
sdrC 32 (84.2)
sdrD 38 (100.0)
sdrE 30(78.9)
coa 38 (100.0)
eap 38 (100.0)
emp 38 (100.0)
Proteinas extracelulares efb 38 (100.0)
hyp1 38 (100.0)
vWbp 38 (100.0)
hyp2 38 (100.0)
atl 38 (100.0)
Formacion biofilm
aap 38 (100.0)
Antiadhesina pls 6(15.8)
sasG 38 (100.0)
Motivo LPXTG
sasH 38 (100.0)
Proteinas hipotéticas de .
superficie hyp surface proteins (otros sas) 38 (100.0)
icaA 38 (100.0)
Biosintesis de adhesina icaB 38 (100.0)
intracelular polisacarida (PIA)
icaC 38 (100.0)
icaD 29 (76.3)
R.egLfIauo.n formacion biofilm, icaR 38 (100.0)
biosintesis PIA
rbf 38 (100.0)
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tcaR 38 (100.0)
Regulacién de formacion de
biofilm sarA 38 (100.0)
sigB 38 (100.0)

Se analizé la asociacion de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas de S.
aureus con el tipo de infeccion articular (artritis nativa vs IPA), con el hospital de
procedencia y con el periodo de tiempo (desde 2005 hasta 2010 y desde 2011 hasta
2017). No se observaron diferencias significativas de genes de resistencia y de virulencia
respecto al tipo de infeccidn articular. En cuanto a los distintos hospitales, las cepas del
hospital 2 mostraron una mayor sensibilidad fenotipica a fluoroquinolonas que las del
resto de hospitales (2/2 [100.0%] vs 1/36 [2.8%], p=0.004) y las del hospital 5 mostraron
una mayor prevalencia de los genes lukD y IukE que las del resto de hospitales (2/2
[100.0%] vs 3/36 [8.3%], p=0.014 y 2/2 [100.0%] vs 4/36 11.1%], p=0.021,;
respectivamente). Respecto a la evolucién temporal del complejo clonal CC5 se observé
una mayor presencia del gen de resistencia a aminoglucdsidos aph(3')-lll en las cepas
aisladas durante el periodo de 2005 a 2010 con respecto a las aisladas en el periodo de
2011 a 2017 (10/14 [71.4%)] vs 8/24 [33.3%)], p=0.023). Del mismo modo ocurrié con el
gen ant(6)-la (10/14 [71.4%] vs 8/24 [33.3%], p=0.023). Sin embargo, se observé una
menor presencia del gen fnbB en el periodo de 2005 a 2010 respecto al periodo de 2011
a 2017 (11/14 [78.6%)] vs 24/24 [100.0%], p=0.043).

En la Figura 48 se observa el dendrograma filogenético de las 38 cepas de S. aureus
causantes de infeccion articular, junto con el descriptivo de genes de resistencia y de
virulencia de cada una de las cepas. En el arbol filogenético se observaron dos clusters
claramente diferenciados: uno formado por el ST228 (2 cepas) y otro formado por el ST5
(3 cepas) y por el ST125 (33 cepas). El cluster que agrupd a las cepas ST125 incluyé 4 spa
types diferentes, y no se asocié con el hospital de origen, ni con el afo de aislamiento.
Los SNPs de diferencia entre cepas varié desde 18 (entre SAi03_05H1 y SAi24_14H1) a
478 (entre SAi38 17H7 y SAi42_17H1) (Figura 49).
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Figura 48. Dendrograma filogenético de las 38 cepas de S. aureus resistentes a meticilina pertenecientes al complejo clonal CC5 causantes de

infeccion articular, junto con los principales genes de resistencia y de virulencia.

Notas: Las casillas de color gris indican presencia de ese gen y las blancas ausencia del gen. Las cepas fueron nombradas con las iniciales SA (de Staphylcoccus aureus), seguido de la
letra i y de un nimero para su rapida identificacién; después de una barra baja aparecen dos nimeros que se corresponden con el afio de la cepa (por ejemplo 09 se corresponde con
el afio 2009), y, por ultimo, aparece una H de hospital y un nimero que se corresponde con el identificador del hospital. A continuacion, aparece el spa type. Las cepas de un mismo
color pertenecen a un mismo spa type.
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Figura 49. Heatmap en el que se muestra el nimero de SNPs (single nucleotide polymorphisms) de diferencia entre las cepas de S. aureus
causantes de infeccion articular respecto a la cepa de referencia N315.
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DISCUSION

El tratamiento de la infeccién articular producida por S. aureus, tanto de la artritis nativa
como de la IPA, es muy complejo y supone un gran desafio. Son infecciones con una tasa
de fracaso terapéutico elevada y producen una gran morbilidad en los pacientes. Los
parametros clinicos que predicen el fracaso en la infeccion articular han sido estudiados
previamente, sin embargo, la influencia del conjunto de las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas del patégeno resulta actualmente muy poco conocida. El estudio de la
influencia de los aspectos microbioldgicos sobre la evolucidn clinica de los pacientes con
infeccion articular se ha limitado cladsicamente a las especies bacterianas y al patrén de

sensibilidad a los antibidticos.

En la presente tesis doctoral, se ha investigado exhaustivamente la relacién entre las
caracteristicas clinicas y microbioldgicas (fenotipicas y genotipicas) de la infeccidon
articular estafilocécica, proporcionando una valiosa informacién sobre la patogenia y el
prondstico de la infeccion articular causada por S. aureus. Se ha analizado un grupo
extenso de casos de artritis nativa y de IPA. En conjunto, la infeccién articular producida
por S. aureus tiene una presencia de SARM en nuestro medio del 23%, siendo el
complejo clonal CC5 el mas representado, sobre todo entre las cepas de SARM. En las

cepas de SASM el CC mas frecuente fue CC30.
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1. ARTRITIS SEPTICA NATIVA PRODUCIDA POR S. aureus

Entre las caracteristicas microbiolégicas y moleculares de S. aureus que pueden influir
en la evolucion clinica de la artritis nativa, la resistencia a la meticilina es la Unica que ha
sido estudiada en profundidad. La incidencia de infeccidn dsea y articular causada por
SARM depende en gran medida de la epidemiologia local, pero en general parece que
estd aumentando (98,177). La frecuencia de infeccién por SARM en nuestro estudio
(24,1%) fue semejante a la de otros (98-101,178). El porcentaje de varones fue mas
elevado que el esperado en la poblacién general, del mismo modo que en otros estudios
de artritis séptica nativa (98,101,179). Como en estudios anteriores, observamos una
asociacién entre la infeccién por SARM vy la edad, las comorbilidades y las infecciones
relacionadas con los cuidados sanitarios y adquiridas en el hospital
(9,98,99,101,180,181). Por otro lado, las cepas de SASM estuvieron mas
frecuentemente asociadas al ambito comunitario y causaron una artritis nativa mas
inflamatoria. En la Tabla 37 se muestra una revision de la literatura de los estudios sobre

artritis nativa producida por S. aureus publicados en la literatura desde 2005 hasta 2020.
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Tabla 37. Series de casos de artritis nativa producida por S. aureus publicados en la literatura (2005-2020).
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Duracion de la

Referencia Disefio Tamaio muestral Bacteriemia Otras infecciones Cirugia Mortalidad
terapia
Ross y Davidson, Retrospectivo 59
9/15 (60%) 5/15 (33%) 9/15 (60%) ND 3/15 (20%)
20052 (99) 2 centros (15 SARM)
Al-Nammariet  Retrospectivo 58 SARM 80% SARM 80% SARM 43 dias SARM 26%
ND
al, 2007 (98) 1 centro (15 SARM/43 SASM) SASM 55% SASM 83% SASM 42 dias SASM 7%
Frazee et al, Retrospectivo 12 SARM 2/6 (33%)
ND ND ND ND
200920 (182) 2 centros (6 SARM/4 SASM) SASM 1/2 (50%)
Fangtham y
Revision de 56
Baer, ND ND ND ND 16%
literatura (todos SARM)
2012 (180)
Helito et al, Retrospectivo 35
ND ND ND ND ND
2015 (178) 1 centro (13 SARM/22 SASM)
Lin et al, Retrospectivo 93
28 (30%) ND 78 (84%) ND 5%
2015°(101) 2 centros (38 SARM/55 SASM)
Minguez et al, Retrospectivo 24 SARM 71% SARM 42% SARM: 30 dias SARM 57%
ND
2015 (100) 1 centro (7 SARM/17 SASM) SASM 59% SASM 41% SASM: 45 dias SASM 18%
McBride et al, Retrospectivo 543 (436 con cultivo +) 26/543 (5%) a
ND ND 449/543 (83%) 34 dias
2019%° (179) 1 centro (30 SARM/200 SASM) los 90 dias
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Retrospectivo 29 SARM 4/7 (57%) SARM 3/7 (43%) SARM 7/7 (100%) SARM: 45 dias  SARM 3/7 (43%)
Nuestro estudio

1 centro (7 SARM/22 SASM)  SASM 14/21 (67%)  SASM 3/22 (14%)  SASM 11/22 (50%)  SASM: 47 dias  SASM 0/19 (0%)

Abreviaturas: ND, no disponible; SARM, S. aureus resistente a meticilina; SASM, S. aureus sensible a meticilina.

2Todos los estudios incluyeron pacientes con artritis nativa estafilocdcica excepto: Ross et al, 15 casos de artritis estafilocdcica y 44 causadas por otras etiologias; Frazee et

al, 10 casos de artritis estafilocécica y dos causadas por otras etiologias; McBride et al, 254/436 casos de artritis estafilocdcica (230/254 casos de artritis causadas por S.

aureus) y 182/436 causadas por otras etiologias,

b Todos los estudios incluyeron pacientes con artritis nativa estafiloccica excepto los siguientes, que incluyeron casos distintos a la artritis nativa: Frazee et al, infecciones

postquirdrgicas; Lin et al, infecciones postquirurgicas y protésicas articulares; McBride et al, infecciones de materiales médicos intraarticulares, excluyendo el reemplazo de

la superficie articular, pero incluyendo clavos.
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La tasa de fracaso del tratamiento fue elevada, siendo mayor en los pacientes infectados
por SARM que en los pacientes infectados por SASM, como describen Ross et al y Al-
Nammari et al (98,99). En el caso de la infeccion por SARM convergen una mayor
fragilidad del paciente (edad, comorbilidad) con un arsenal terapéutico menos eficaz
(betalactdmicos y fluoroquinolonas para SASM vs vancomicina y cotrimoxazol para
SARM) (3,12). Resulta incierto si la evolucién clinica de los pacientes podria haber sido
mas favorable con un tratamiento de antimicrobianos combinados o con terapias mas
recientes como la daptomicina. Las artritis nativas causadas por SARM se presentaron
con mayor frecuencia con otras infecciones concomitantes por S. aureus y siempre
requirieron drenaje quirdrgico (en comparacion con las artritis por SASM). Creemos que
el desbridamiento quirdrgico se presenta aqui como un marcador indirecto de gravedad.
La peor evolucién clinica observada en los pacientes infectados con cepas de SARM se
debid, de hecho, a una mayor mortalidad en lugar de a una mayor tasa de persistencia
de la infeccion. Este estudio refuerza la importancia del SARM como agente causante de

la artritis nativa, con peor prondstico que la artritis nativa producida por SASM.

Mas alla de las caracteristicas clinicas y de la sensibilidad a la meticilina, realizamos en
este estudio un andlisis de resultados centrado en la influencia de otras caracteristicas
microbioldgicas (fenotipicas y genotipicas) de las cepas de S. aureus. Evaluamos si la
actividad hemolitica de los aislados de S. aureus podria ser un marcador indirecto de
patogenicidad en la evolucion clinica de la artritis, pero no observamos ninguna
correlacién. También analizamos la influencia de la formacién de biofilm en el fracaso
del tratamiento y observamos una menor formacién de biofilm en los casos con fracaso
terapéutico. Esto es consecuente con la observacion de una mayor tasa de fracaso del
tratamiento entre los pacientes que presentaron una infeccién estafilocdcica sistémica;
estos pacientes también se asociaron con un desenlace fatal y probablemente las
infecciones fueron causadas por cepas virulentas con un agr funcional y, por lo tanto,
con una menor capacidad para desarrollar biofilm (33). A diferencia de otras infecciones
dseas y articulares sobre prétesis, la formacidén de biofilm bacteriano no parece tan
importante en la patogénesis de la artritis séptica nativa hematdgena, al menos durante
las primeras etapas de la enfermedad. El Unico paciente de nuestro estudio con artritis
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causada por S. aureus positivo para LPV tuvo una evolucién clinica favorable, a diferencia
de otros casos notificados previamente (183). Existen estudios anteriores que
mostraron el importante papel de la adhesina de unién al colageno (cna) en la
patogénesis de la artritis séptica producida por S. aureus (184), pero en nuestro estudio
sélo identificamos este gen en el 38.1% de las cepas. El complejo clonal mas
frecuentemente identificado fue el complejo clonal CC5 con agrll, que es actualmente
el principal clon de SARM en Espafia (47,48). Las cepas de S. aureus presentaron una
elevada heterogeneidad genética, principalmente entre las cepas de SASM. La menor
diversidad observada en las cepas de SARM podria estar relacionada con una mayor
adquisicion nosocomial de estas cepas. A pesar de la diversidad de CCs observada, el CC
predominante fue el CC5. También estudios previos coinciden en que este CC es

frecuente en las IPAs (50,107).

Una de las limitaciones del estudio de artritis nativas es su disefo retrospectivo. El
numero de pacientes incluidos impide extraer conclusiones mas sélidas, aunque el
tamafio muestral es comparable a series de casos anteriores. Como realizamos el
estudio en un solo centro, los resultados podrian quedar limitados por la epidemiologia
local. Sin embargo, nuestra poblacidn de estudio constituye una cohorte homogénea y
representativa de la artritis nativa producida por S. aureus durante un largo periodo de
tiempo. Aunque no observamos ninguna asociacidn entre los factores moleculares de
las cepas de S. aureus y la evoluciéon clinica de los pacientes, éste es, segin nuestro
conocimiento, el primer andlisis de diversas caracteristicas genotipicas de S. aureus en
una cohorte de casos de artritis séptica nativa. Otra limitacidén del estudio fue que no
hubo disponibilidad de las cepas persistentes. Por tanto, no pudimos estudiar las
diferencias fenotipicas entre las cepas iniciales y las persistentes. Un estudio reciente
mostro la evolucion fenotipica de las cepas de S. aureus durante la progresion de aguda

a cronica de una infeccion osteoarticular (78).

En resumen, este estudio muestra que la tasa de fracaso terapéutico en pacientes con
artritis nativa causada por cepas de SARM fue mds alta que en pacientes con artritis
causada por SASM. También observamos una considerable variabilidad genética de las

cepas, con el complejo clonal CC5 como principal complejo clonal. Se requieren mas
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estudios para comprender la influencia de los factores de virulencia de S. aureus en la

evolucidn clinica de los pacientes con artritis nativa.

2. INFECCION PROTESICA ARTICULAR PRODUCIDA POR

S. aureus

2.1 INFECCION PROTESICA ARTICULAR PRODUCIDA POR S. aureus
RESISTENTE A METICILINA

La frecuencia de infeccién por SARM y de fracaso terapéutico observadas en este
estudio son similares a los estudios anteriores, y la asociacién del fracaso terapéutico
con la insuficiencia renal crénica, los altos niveles de proteina C reactiva y el retraso en
el desbridamiento fue la esperada (96). Ademads, la mayor frecuencia de IPAs agudas (es
decir, postquirurgicas precoces o hematdgenas) es caracteristica de la naturaleza de la

virulencia de S. aureus (17).

Se ha descrito que S. aureus tiene un peor prondstico en comparacidon con otras
etiologias de IPAs (185,186). Ademads, las cepas de SARM podria tener un peor
prondstico que las cepas de SASM (187), aunque un estudio observacional que incluyé
un gran numero de casos cuestiond esta idea, siempre que se pudiera administrar

rifampicina en el tratamiento de la IPA (96).

En el estudio retrospectivo de IPA producida por SARM, no encontramos diferencias
significativas en las caracteristicas fenotipicas de las cepas de SARM causantes de casos
de IPA con una evolucién favorable respecto a las de las cepas causantes de casos con
un fracaso terapéutico, incluida la formacidn de biofilm y la disfuncionalidad de agr. El
hecho de que la mayoria de nuestros casos fueran agudos podria justificar la menor
influencia de estos factores, aunque otros autores han demostrado la importancia de la
disfuncionalidad de agr en la evolucidn clinica de las infecciones producidas por S.
aureus (PainterTrensMicrobiol2014) (33). Sin embargo, la ausencia de correlacién entre
la formacién de biofilm y la evolucién clinica de las infecciones ya se ha descrito

previamente en S. aureus (188,189).
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M3s alla de estas caracteristicas microbioldgicas fundamentales, existe interés en saber
si algun factor de virulencia podria estar asociado a un peor prondstico de la IPA. Las
cepas de estafilococos de este estudio recogidas durante un periodo de 10 afos
pertenecian al mismo complejo clonal (CC5) que se ha encontrado en otros estudios
sobre IPA producida por S. aureus (50,107), compartiendo asi la mayor parte del
contenido genético. Todas las cepas presentaron el cluster egc de genes de
enterotoxinas, que son los superantigenos mas prevalentes en las cepas de S. aureus y

han demostrado su papel en la endocarditis causada por esta bacteria (190).

A pesar de la homogeneidad genética de las cepas de S. aureus, encontramos que los
genes pertenecientes al cluster de evasién del sistema inmune, como los genes sak, scn
y chp, tendian a ser mas prevalentes entre los pacientes con fracaso terapéutico. Estos
genes, integrados en fagos (¢Sa3), codifican para proteinas inmunomoduladoras que
contrarrestan la inmunidad innata humana (GoerkecMolecularMicrobiology2006) (95).
Algunos estudios han asociado el gen sak con infecciones asociadas a implantes
(103,105). La estafiloquinasa (SAK) activa el plasminégeno a plasmina, que degrada los
coagulos de fibrina, facilitando la penetracion bacteriana en los tejidos. La proteina de
inhibicién de la quimiotaxis de S. aureus (CHIPS) es un potente inhibidor de la
guimiotaxis de neutréfilos y monocitos. Se une a los receptores del péptido del
complemento C5a y de péptidos formilados como fMLP y, por lo tanto, disminuye
sustancialmente la fagocitosis y la posterior muerte de las bacterias (191). En los
estudios de sensibilidad de las cepas de S. aureus al péptido de neutréfilo humano 1y
de supervivencia de las larvas de G. mellonella a S. aureus no encontramos asociacion
con la presencia del fago. Sin embargo, la cepa con la que las larvas sobrevivieron mas
tiempo presentd el fagoy, ademas, fue la Unica cepa perteneciente al ST228 y, por tanto,

presentaba un contenido genético diferente al resto de cepas.

Resulta de interés que la presencia de estos genes integrados en fagos se ha asociado
con infecciones estafilocécicas menos graves en las que estos genes podrian contribuir
a un mecanismo de adaptacion de S. aureus al hospedador (95,192). Esto podria sugerir
que la IPA causada por estos estafilococos no produciria necesariamente un cuadro
clinico grave, pero el fracaso terapéutico seria mas subagudo y tardio. De hecho, en el
estudio observacional previamente referido, el momento del fracaso terapéutico fue
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distinto segun la presentacién clinica: los casos con un patron muy inflamatorio
(bacteriemia, niveles altos de PCR) tipicamente presentaron fracaso terapéutico dentro
de los primeros 30 dias después del desbridamiento, mientras que el fracaso terapéutico
posterior se observd en pacientes con fistula, aflojamiento protésico o retraso en el
desbridamiento (96). Cabe resaltar que la mayoria de nuestros pacientes con una
evolucién clinica desfavorable presentaron un fracaso tardio (> 30 dias después del

desbridamiento).

2.2 MICROBIOLOGIA DE S. aureus PRODUCTOR DE INFECCION
PROTESICA ARTICULAR

En el estudio prospectivo multicéntrico de IPA observamos una alta diversidad clinica,
microbioldgica y genética en las cepas de S. aureus causantes de IPA. En nuestra cohorte
se observaron 16 CCs estafilocdcicos diferentes, siendo también en este estudio el
complejo clonal CC5 el mas frecuente (47,50,51). La frecuencia de SARM en nuestro
estudio fue similar a la de otros estudios (97,186,193). Estas cepas de SARM mostraron
una mayor capacidad de produccidn de biofilm que las cepas de SASM, en concordancia
a otros estudios (194). Es conocido que el background genético de SASM y SARM es
diferente (195), como se refleja en la distribucién de genes. Sin embargo, encontramos
pocas diferencias clinicas entre las IPAs producidas por SARM y SASM, excepto por una
menor frecuencia de adquisicién hematdgena entre las primeras (96). De hecho, la IPA
producida por SARM es fundamentalmente un fendmeno postquirurgico, como loilustra
su mayor homogeneidad de CCs (85% CC5), lo que es consistente con la fuente de
adquisicion relacionada con el hospital (50,107) y con los hallazgos obtenidos en el
estudio de artritis nativa de la presente tesis doctoral. Resulta de interés que cinco
pacientes presentaron una IPA causada por SASM perteneciente a CC398 (las cepas de
SARM perteneciente al CC398 estd asociado al ganado), que ha sido descrita
recientemente en diferentes estudios como una cepa emergente causante de
infecciones (196—198). Un 90% de las cepas clinicas de S. aureus obtenidas del ser
humano portan el gen hlb truncado por la insercién de un fago con genes del cluster de

evasion del sistema inmune (93), pero en el presente estudio el porcentaje fue algo
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menor (85.2%). Hay un estudio que postula que en el biofilm es frecuente la liberacién
del fago (199). Todas las cepas de S. aureus que presentaron halos turbios de hemolisis
en agar sangre no presentaron el fago portador de genes de evasidn del sistema inmune,
permitiendo la expresion de la B-hemolisina (95,127). Las cepas con un agr funcional
presentaron con mayor frecuencia este fago y, ademas, la expresion de genes del fago,

como sak, esta regulada positivamente por el sistema agr (192).

2.3 PRESENTACION CLINICA DE LA INFECCION PROTESICA
ARTICULAR

Como era de esperar, la presentacion clinica de IPA estafilocécica mostré un predominio
de inicio agudo (IPP y IH) (22,29). La variedad en la presentacién clinica de la IPA
estafilocécica podria ser explicada parcialmente por la heterogeneidad fenotipica y
genotipica observada. La IPP y la IH mostraron un cuadro clinico mas inflamatorio que
la IPC, mientras que, en conjunto, las cepas productoras de IPC mostraron mayor
resistencia fenotipica y genotipica a los antibidticos (con la excepcién de una mayor
resistencia a penicilina en la IPP) y formaron mas biofilm. Aunque no pudimos obtener
conclusiones definitivas, los diferentes tipos de infeccién podrian ser parcialmente
explicados por la diferente funcionalidad de agr, que es menos funcional en los casos de
IPC (IPC>IH>IPP). En las IPA con presentacion clinica aguda, el agr generalmente
aumenta la patogénesis al incrementar la expresidn de factores de virulencia agresivos.
Por el contrario, el agr disfuncional tiene un papel mas complejo en las infecciones
cronicas, promoviendo la formaciodn de biofilm (52). También existe una compensacién
de la virulencia a favor de la resistencia a los antibidticos, que fue mas frecuente en

nuestros casos de IPC (33).

Una comparacion de la IH bacteriémica y no bacteriémica podria arrojar algo de luz
sobre la patogénesis de este tipo de IPA. Entre los casos no bacteriémicos, observamos
una mayor proporcion de protesis de revisidn, lo que conlleva un mayor riesgo de
infeccion postquirdrgica (200), un menor tiempo en desarrollar la infeccion desde la
colocacién de la protesis y una mayor capacidad de formar biofilm de las cepas
causantes. Aunque la ausencia de bacteriemia no descarta la via de infeccién

hematodgena, podria sugerir que algunas de ellas son en realidad el resultado de la
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reactivacion de un indculo latente de estafilococos que habrian contaminado la prétesis
en el momento de su implantacion. La reactivacion estafilocdcica en el tejido éseo es de
hecho un fendmeno bien descrito en la osteomielitis (201). En este sentido, algunos
autores han propuesto el término de “infeccidn tardia aguda” (late-acute infection en
inglés) para incluir cualquier tipo de IPA que se presente de forma abrupta en algun
momento posterior a la implantaciéon de la prétesis (185), y que englobaria las
infecciones realmente hematdgenas y aquéllas que se producen como resultado de la

reactivacion de un foco latente de infeccidén adquirido en el postoperatorio inmediato.

Con respecto a la patogenia, no observamos diferencias significativas en el grupo de IPP
entre los casos con inicio de sintomas en los primeros 30 dias después de la cirugia y
aquellos con inicio de sintomas entre los dias 30 a 90. Esto es destacable porque los
limites de tiempo que definen la IPP y la IPC son a veces arbitrarios y han cambiado a lo
largo del tiempo (22,26,29,202). Ademas, etiquetar a los pacientes con un tipo de IPA u
otro tiene implicaciones directas para el manejo quirurgico y la posibilidad de realizar
DAIR (12,22,26,29). Nuestros resultados son consistentes con el prondstico similar en

los casos manejados por DAIR de otros estudios (96,203).
2.4 EVOLUCION CLINICA DE LA INFECCION PROTESICA ARTICULAR

La tasa de fracaso terapéutico observada fue importante (37% en general, 47% en los
casos manejados con DAIR), pero comparable a estudios previos (96,97,204). A pesar de
un andlisis exhaustivo de multiples genes y caracteristicas microbioldgicas fenotipicas,
no encontramos ningun factor que pudiera relacionarse con la evoluciéon clinica del
paciente. Aunque algunos estudios han asociado la infeccion por SARM con un mayor
riesgo de fracaso terapéutico (51,187,204,205), esto ha sido rebatido por otros (96), y,
de hecho nosotros no observamos un peor prondstico en las infecciones por SARM. En
general, la IPA es una infeccion muy compleja, en la que la importancia de algunas
caracteristicas microbioldgicas especificas podrian quedar diluidas en la compleja
interaccion de otros factores relacionados con el huésped, con la prétesis, con el manejo
quirargico y con el tratamiento antibiético (18). Sin embargo, observamos una CMI de

vancomicina ligeramente superior en los casos con evolucién clinica desfavorable. Si
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bien la realizacidn del Etest de vancomicina puede tener una importante variabilidad
(206), una CMI de vancomicina mas alta ha sido asociada a una disfuncién de agry a
complicaciones asociadas al biofilm (49). Aunque la formacién de biofilm desarrolla un
papel fundamental en la IPA, no observamos ninguna asociacion entre la formacién de
biofilm y la evolucién clinica de la IPA, de forma similar a otros estudios (207,208).
Nuestros resultados concuerdan con un estudio reciente de Wildeman et al (106),
quienes observaron una asociacién entre un fenotipo de resistencia a los antibidticos, el
uso de un tratamiento antimicrobiano sin actividad en el biofilm y el fracaso terapéutico,
pero no encontraron ninguna asociacién entre las caracteristicas genéticas y la
evolucién clinica de los pacientes con IPA causada por S. aureus. A pesar de los avances
en la investigacion y la creciente literatura relacionada con la IPA, un estudio reciente
ha reportado que no han detectado ninguna mejora sustancial en las tasas de éxito del
tratamiento en la IPA a lo largo del tiempo (209). A pesar de determinadas mejoras en
el tratamiento de la IPA, como es el uso de rifampicina, resultan necesarios nuevos
tratamientos para conseguir optimizar el manejo de la IPA y mejorar la calidad de vida

de los pacientes.

2.5 SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS DE S. aureus FORMADOR
DE BIOFILM EN LA INFECCION PROTESICA ARTICULAR

Como se menciond previamente, los parametros estandar de sensibilidad a los
antibidticos, como la CMI, muestran una pobre correlacién con la evolucion clinica de la
infeccion (29,210). Es necesario estandarizar los métodos de sensibilidad a
antimicrobianos para las infecciones asociadas con biofilm (76,82,211). El CBD se ha
utilizado previamente en el contexto de IPA (117), aunque, hasta donde sabemos, este
es el primer estudio que aborda la posible correlacién entre la CMEB de un antibidtico
especifico y la evolucion clinica de la infeccién. En general, las CMEBs de oxacilina,
daptomicina y levofloxacino fueron mas altas que las concentraciones clinicamente
alcanzables y no mostraron una correlacion con la evolucién clinica del paciente. Como
era de esperar, la rifampicina mostré las CMEBs mas bajas y, por tanto, la actividad mas
alta en el biofilm (74), lo que es consistente con los resultados clinicos positivos

reportados en la literatura (96,97,202). Aun asi, los valores especificos de CMEB de
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rifampicina fueron muy altos y no mostraron una correlacion con la evolucion clinica de
los pacientes. También analizamos la CMEB de combinaciones afiadiendo
concentraciones fijas clinicamente relevantes de levofloxacino a rifampicina, y
viceversa, aunque los resultados no fueron mejores que las monoterapias. Entre las
posibles razones de la falta de correlacidn entre la CMEB y la evolucién clinica de la IPA,
puede haber factores farmacocinéticos y farmacodindmicos (PK/PD) que influyan en la
actividad antimicrobiana désea y en el biofilm, como el efecto postantibiético o la
acumulacién de antibidticos intracelularmente y en el biofilm (73,76). La eficacia de la
combinacidn de rifampicina con levofloxacino en la infeccidn osteoarticular es evidente,
pero las dosis dptimas aln no han sido determinadas (84,212,213). Del mismo modo, se
necesita mas investigacion para estandarizar la actividad de los antibiéticos en el biofilm
en este escenario clinico (214). La CMIB y la CMBB para todos los antibiéticos fue baja,
sin embargo, un estudio reciente ha destacado el importante papel que podrian
desempeiiar las bacterias dispersadas del biofilm, ya que pueden ser fenotipicamente
heterogéneas y con una supervivencia incrementada, siendo capaz de formar nuevas
comunidades de biofilm, siendo mas adherentes y virulentas y con una sensibilidad a

antimicrobianos alterada (215).

El estudio de IPA producida por SARM presenta las limitaciones de todos los estudios
retrospectivos de un solo centro, ademas del pequefio tamafio muestral. Sin embargo,
los pacientes incluidos componen una cohorte homogénea y representativa de la IPA
causada por SARM para el estudio de la variabilidad de aspectos microbioldgicos,
fenotipicos y moleculares en los casos en los que el tratamiento tuvo éxito o fracasé. En
el estudio prospectivo multicéntrico de IPA, aunque el numero de casos no es pequefio
en comparacion con otras series, el tamafio muestral y las comparaciones realizadas no
permitieron obtener conclusiones definitivas. Tampoco podemos descartar que algunas
de las asociaciones observadas fueran causadas por el azar, ya que el nimero de
comparaciones fue elevado. En segundo lugar, aunque nuestro estudio incluyd una
amplia gama de marcadores moleculares de S. aureus, la presencia de un gen
determinado no implica necesariamente un producto proteico especifico o una funcién
celular.

267



Discusion

En general, en el estudio retrospectivo piloto de IPA producida por SARM hemos
descrito nuestra experiencia durante un periodo de 10 afios, observando que todos los
estafilococos pertenecian al mismo CC (CC5), que ha sido también el CC mayoritario en
el estudio prospectivo multicéntrico de IPA y en el estudio de artritis nativas. En el
estudio retrospectivo hemos encontrado que los genes pertenecientes al cluster de
evasion del sistema inmune tienden a correlacionarse con la probabilidad de fracaso
terapéutico de la IPA producida por SARM. Sin embargo, esta asociacion no se ha
observado en el estudio prospectivo de IPA causada por S. aureus, tanto SARM como
SASM. En este ultimo estudio, a pesar de la heterogeneidad microbiolégica observada
en S. aureus, la funcionalidad del sistema regulador de virulencia agr fue mayor en la
IPP. Ademas, en este grupo de IPAs no se encontraron diferencias entre los casos con
inicio de sintomas en los primeros 30 dias después de la cirugia y aquellos con inicio de
sintomas entre los dias 30 a 90, clarificando asi la clasificacion de la IPA. A pesar de la
minuciosidad del estudio, no hemos encontrado pardmetros fenotipicos o genotipicos
significativos que puedan explicar el prondstico de la infeccidn, incluida la CMEB. No
obstante, nuestros hallazgos podrian generar estudios posteriores, tanto fenotipicos
como genotipicos y de transcriptdmica para lograr una mejor comprension de la

influencia de los factores de virulencia de S. aureus en la evolucion clinica de IPA.

3. SECUENCIACION DE GENOMA COMPLETO DE S. aureus
CAUSANTE DE INFECCION ARTICULAR

3.1 GENOMA DE S. aureus CAUSANTE DE INFECCION PROTESICA
ARTICULAR

En cuanto a la epidemiologia molecular, la mayoria de las cepas pertenecian al complejo
clonal 5, ST125, spa type t067 y todas las cepas resistentes a meticilina excepto una
tenian el SCCmec IVc. La prevalencia de este clon en nuestro estudio se corresponde con
el clon predominante en Espaia (48). Ademas, la mayor presencia del complejo clonal
CC5 coincide con los datos de otros estudios de S. aureus causantes de infeccidn
osteoarticular (50,51) y con los estudios previos de la presente tesis doctoral, realizados

con microarrays de ADN. Del mismo modo, las cepas de SASM mostraron mayor
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diversidad genética que las cepas de SARM, al distribuirse entre mas CCs y STs, mientras
que el 94% de las cepas de SARM pertenecieron al complejo clonal CC5y el 78% al ST125.
Las cepas se agruparon filogenéticamente por CCs y STs parecidos, debido a su
background genético similar (36); del mismo modo que las cepas procedentes de un

mismo paciente, mostrando por tanto entre ellas un contenido genético muy similar.

Todas las cepas presentaron genes que codifican para adhesinas y genes implicados en
la formacién de biofilm, debido a la importancia que tienen estos factores de virulencia
en la patogénesis de la infeccién articular (10). Las cepas del clon CC5 de SARM
mostraron un patrdn similar de presencia/ausencia de genes de virulencia, debido a la
similitud del contenido genético que existe dentro de un mismo CC (36). La B-hemolisina
con insercion del fago portador de genes de evasidén del sistema inmune se suele
encontrar en la mayoria de cepas de S. aureus causantes de infecciones en el ser humano
(en un 90-95% de ellas) (95), incluida la infeccién articular (103,105). Sin embargo, en
nuestro estudio encontramos el gen scn en un 83% de las cepas causantes de IPA, pero
s6lo en el 66% de las cepas de SARM del clon CC5 causantes de infeccidn articular. La
baja prevalencia de este fago ya la observamos en el estudio anterior multicéntrico

prospectivo de IPA, realizado con microarrays de ADN.

El perfil de resistencia antimicrobiana fenotipico y genotipico se correlacioné en la
mayoria de los casos, al igual que en otros estudios (216). Los casos no relacionados
podrian explicarse por la falta de expresidn de los genes de resistencia encontrados y
por la presencia de otros genes diferentes a los analizados que expliquen la resistencia

fenotipica.

Debido a su gran interés, por las posibles implicaciones terapéuticas que podria tener,
se investigd la asociacidon entre la presencia de genes de resistencia a antibidticos y de
virulencia y la presentacién y evolucion clinica de los pacientes con IPA. Sin embargo, no
se encontraron genes asociados a las variables clinicas estudiadas, como el tipo de
infeccion y el fracaso terapéutico, del mismo modo que en otros estudios de IPA
causada por S. qureus (106,217) y que en los otros estudios de infeccidn articular de la

presente tesis doctoral. Este hecho podria deberse, probablemente, a que la IPA es una
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infeccion muy compleja y multifactorial en la que intervienen multiples aspectos del
paciente, del microorganismo causante de la infeccion, de la prétesis y del manejo
terapéutico y quirudrgico de la IPA, que resultan decisivos (16,18). Por el contrario, hay
un estudio de infecciones relacionadas con dispositivos ortopédicos causados por S.
epidermidis en el que si se encontrd asociacidn entre ciertos genes de la bacteria y el
fracaso terapéutico (218). La asociacion de la presencia de ciertos genes a la resistencia
a meticilina se debe, en gran medida, a la predominancia del complejo clonal CC5 en
esas cepas resistentes a meticilina, compartiendo asi muchas caracteristicas genéticas
respecto a las cepas sensibles a meticilina, entre las que hay mucha mas diversidad
genética y, por tanto, de CCs. La asociacién de determinados genes con uno de los
hospitales del estudio se debe a que la mitad de las cepas de ese hospital pertenecian al

complejo clonal CC45, un CC que sdélo estuvo representado en otra cepa de otro hospital.

En el caso con infeccidn de las prétesis de ambas rodillas y bacteriemia (caso 507) se
detectaron pocas variantes entre las cepas de las dos protesis, probablemente porque
tenian un mismo foco bacteriémico, o bien, porque la infeccién de la primera protesis
desencadend la bacteriemia, aunque de acuerdo con un estudio reciente este fendmeno
es infrecuente (219). Entre esta pareja de cepas se produjo una delecién en un gen
codificante para un antiportador de cationes (mnhE2) que permite mantener el pH
citoplasmatico de la bacteria permitiendo su supervivencia en condiciones ambientales
de estrés (220). En el caso 407 se observd una pérdida de genes de resistencia a
antibidticos y de la antiadhesina pls en la cepa con fenotipo SCV respecto a la de fenotipo
salvaje. Ademas, entre ambas cepas encontramos variantes en el gen spa, que codifica
para la proteina A, y en el gen sdrE. Ambos genes estan relacionados con el sistema
inmune: la proteina A de S. aureus es necesaria para unirse al dominio Fab de los
anticuerpos para resistir a la fagocitosis (221) y la proteina SdrE es una MSCRAMM cuya
expresion conduce a una menor produccion de los factores del complemento y a una

menor muerte por las células PMNs (222).
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3.2 GENOMA DE S. aureus CAUSANTE DE INFECCION PROTESICA
ARTICULAR PERSISTENTE Y RECIDIVANTE

Un contacto prolongado de S. aureus en el entorno del hospedador humano puede
inducir en la bacteria una adaptacion y disminucién de la virulencia (78). No se encontré
ninglin CC (ni ST) que se asociara a la persistencia o recidiva de la IPA. Tampoco se
encontraron genes de resistencia a antibidticos ni de virulencia asociados a la
persistencia ni a la recidiva de la IPA, del mismo modo que en nuestros estudios
anteriores no se encontrd asociacién de determinados genes con la evolucién clinica de
la infeccion articular. Curiosamente, las dos cepas del caso recidivante 107 presentaron
un patron de sensibilidad a antibidticos poco frecuente, con sensibilidad fenotipica a
eritromicina y resistencia fenotipica a clindamicina, que podria ser causado por el gen
Inu, que parece estar relacionado con linajes clonales animales de S. aureus, como el

complejo clonal CC398 (223), al que pertenecieron las cepas del caso 107.

El estudio de SGC de las cepas de los casos recidivantes y persistentes confirmé la misma
identidad clonal entre las parejas de cepas inicial y la recidivante o persistente. Sin
embargo, la comparacion genética entre estas parejas de cepas puso de manifiesto la
aparicidon de modificaciones genéticas entre la cepa inicial y la recidivante o persistente,
perdiendo genes de resistencia a antibidticos y aumentando la sensibilidad a
antibidticos en uno de los casos. Estos resultados contrastan con un reciente estudio
gue mostré un aumento de la resistencia a antibidticos en S. aureus causante de
bacteriemia persistente (224). A diferencia de estudios previos (78), en todos los casos,
excepto en uno (el caso persistente 402), se produjeron variantes significativas entre la
cepa inicial y la segunda. Esas variantes se produjeron principalmente en adhesinas, del
mismo modo que en un estudio de reciente publicacién (225). Sin embargo, no se
encontraron variantes comunes en las cepas causantes de todos o de la mayoria de los
casos de IPA persistente y/o recidivante. Entre las cepas de los casos recidivantes 104 y
409 se identificaron un gran numero de variantes entre ellas, probablemente debido a
que la cepa de referencia usada para el analisis (MSSA476) no era del mismo CC. En esos

dos casos encontramos variantes en distintas MSCRAMMs: bbp, sdrD, clfA, fnbA 'y fnbB.
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Las proteinas CIfA y FnBPs (proteina de unién a fibronectina) se pueden unir al
fibrindgeno por el mismo mecanismo, pero también a otros ligandos: CIfA al factor |, que
promueve la evasion de la muerte de neutrdfilos, y FnBPs a elastina y plasmindgeno y
también promueve la formacién de biofilm (226). En ambas cepas encontramos el
mismo SNP no sinédnimo en el gen fnbA entre cada cepa inicial y la recidivante (Q819H).
Alteraciones de aminoacidos en FNnBPA se han asociado con infecciones de dispositivos
cardiovasculares y valvulas cardiacas nativas causadas por S. aureus (227-229), a pesar
de que en el caso de la IPA producida por S. aureus un estudio no encontrd asociaciéon
entre  polimorfismos en FnBP e IPA (230). Ademds, las bacterias
recidivantes/persistentes aumentan la expresion de las FnBPs, desarrollando un
fenotipo altamente invasivo (231). La variacién antigénica de FnBPA podria contribuir a
la evasion de la respuesta inmune del hospedador por parte de S. aureus (232). En el
caso persistente 401 se observé un SNP no sindnimo en el gen fmt, que ha sido asociado
a la disminuciéon en la produccidon de factores de virulencia extracelulares y una
disminucion en la patogenia, lo que puede permitir a la bacteria aumentar la
supervivencia y persistir (233). En el caso persistente 118 se observé una delecién en la
DNA-3-methyladenine glycosidase que cataliza la eliminacidén del dafio quimico en las
bases del ADN (234). Esta variante podria desempefiar un papel importante en la
adaptacidon de la bacteria a un entorno estresante. Curiosamente, en las cepas
persistentes y recidivantes no encontramos ninguna variante en los principales

reguladores de virulencia de S. aureus como, por ejemplo, el agr.

El fenotipo SCV ha sido claramente asociado a la persistencia o recidiva de la infeccion,
en parte por su capacidad de persistir intracelularmente (91,235). Se ha demostrado
gue, en el transcurso de la osteomielitis crénica, tras la invasién celular del hospedador,
las cepas de S. aureus desarrollan mecanismos de adaptacion disminuyendo su
citotoxicidad y aumentando el porcentaje de formacion de SCVs para poder persistir en
los osteoblastos (236). En el caso recidivante 104 (cepa inicial de fenotipo salvaje y la
segunda SCV) y en el caso 214 (también caso con ambos fenotipos, pero con pocas
variantes, ya que ambas cepas surgieron de una Unica cepa) se observaron variantes en
exotoxinas. Se ha descrito que el fenotipo SCV en S. aureus es favorecido por la

interrupcion de la cadena de transporte de electrones y la consecuente reduccion en la
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produccién de ATP, inhibiendo asi el crecimiento y la funcionalidad de agr. En estas
condiciones se produce una reduccién en la produccion de hemolisina y un aumento la
expresion de la FnBP (el caso recidivante 104 también presentd variantes en fnbA y
fnbB), proporcionando a los mutantes SCVs una elevada capacidad invasiva hacia nuevas
células del hospedador (231,237). En los casos 104 y 214 las cepas de fenotipo salvaje,
presentaron un agr funcional y B-hemdlisis en agar sangre, mientras que las cepas de
fenotipo SCV no presentaron B-hemdlisis, aunque siguieron presentando un agr
funcional. En el otro caso de IPA con una cepa de fenotipo SCV y otra de fenotipo salvaje
(caso 407) la cepa SCV presenté una delecidn en el agry una pérdida de su funcionalidad

y de la B-hemdlisis.

3.3 GENOMA DEL COMPLEJO CLONAL CC5 DE S. aureus
RESISTENTE A METICILINA CAUSANTE DE INFECCION
ARTICULAR (Artritis nativa y protésica)

En cuanto a los analisis de asociacion, un estudio previo de nuestro grupo encontrd
asociacion entre marcadores patogénicos moleculares y la fuente de la bacteriemia,
mostrando mayor prevalencia de los genes msrA y hla en las bacteriemias con una
fuente de infecciéon osteoarticular (47). Sin embargo, en este estudio no hemos
encontrado diferencias entre las cepas de SARM del clon CC5 productoras de infecciones
articulares distintas (artritis nativa e IPA), sugiriendo que una cepa de S. aureus podria
producir una infeccién articular con independencia de la presencia o no de material
protésico. Las caracteristicas fenotipicas y genotipicas del clon CC5 de SARM causante
de infeccidn articular en los distintos hospitales se mantuvo practicamente sin cambios
alo largo de los 12 anos de estudio. El papel de los MGEs de S. aureus, que portan tanto
genes de virulencia como de resistencia, ha sido esencial en la adaptaciéon de esta
bacteria a la presion ambiental (238) y es en genes codificados por plasmidos donde
encontramos los principales cambios bacterianos durante el tiempo que duré el estudio:
en los genes asociados a la resistencia a aminoglucdsidos aph(3')-1ll y ant(6)-la, cuya

presencia disminuy6 a lo largo del tiempo. Entre las cepas de S. aureus si que se encontré
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una gran cantidad de SNPs de diferencia entre ellas, menos entre las cepas con un

mismo MLST, las cuales se agruparon filogenéticamente.

Aun teniendo en cuenta que las series de casos microbiolégicos de infeccién articular
suelen ser escasas y bastante reducidas, el tamafio muestral de estos estudios de SGC
probablemente redujo las opciones de encontrar factores de virulencia asociados al tipo
de infeccidn, a la evolucidn clonal en el tiempo y a la evolucidn clinica de la IPA. Ademas,
al analizar las diferencias entre cepas, se encontraron muchas variantes en regiones
intergénicas, en proteinas hipotéticas y en SNPS sinénimos cuya implicacion en estas
infecciones nos es desconocida. Futuros estudios fenotipicos y de transcriptomica,
podrian aportar mas informacién sobre los factores de S. aureus implicados en la
evolucidn clinica de la infeccidén articular. Sin embargo, seglin nuestro conocimiento,
este es el primer estudio de SGC de una coleccién de cepas de S. aureus causantes de
infeccidn articular en Espafia, proporcionando una detallada y valiosa informacién sobre
la epidemiologia y las caracteristicas moleculares de la infeccidn articular producida por
S. aureus a lo largo del tiempo. También estudiamos la adaptacion molecular de esta
bacteria en la IPA, con un analisis exhaustivo de todas las cepas aisladas en una misma
IPA. Otros autores se limitan a un pequefio numero de casos seleccionados vy, por lo
tanto, ofrecen sélo una comprension limitada del patréon general de evolucion de S.

aureus durante la IPA (78).

En resumen, las caracteristicas genéticas de S. aureus causante de infeccidn articular son
diversas, siendo el clon predominante el complejo clonal CC5 ST125 spa type t067, sobre
todo entre las cepas de SARM, que mostraron menor diversidad genética que las cepas
de SASM. El clon CC5 ST125 spa type t067 en las cepas de SARM causantes de infecciéon
articular se ha mantenido estable, no mostrando diferencias gendmicas importantes
entre las cepas en cuanto a perfil de resistencia y virulencia que indiquen una evolucién
temporal de este clon en los ultimos 12 afios. Se observd una elevada prevalencia de
genes de virulencia de gran relevancia en la patogénesis de la infeccidn articular, como
adhesinas y genes implicados la formacién de biofilm. En cuanto a la resistencia a
antimicrobianos, el perfil de resistencia fenotipico y genotipico se correlacioné en la
mayoria de los casos. Probablemente, debido a la complejidad y al caracter
multifactorial de la IPA, no se encontrd ningln gen asociado a la presentacién y
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evolucién clinica de la IPA, del mismo modo que en los estudios anteriores de esta
presente tesis doctoral. Sin embargo, nuestros resultados muestran que S. aureus es
capaz de modificar su genotipo durante la evolucidn clinica de la IPA, adaptandose para
recidivar o persistir. Sobre todo, perdiendo genes de resistencia a antibidticos v,
también, mediante la adquisicidon de variantes, principalmente en genes que codifican
para adhesinas. No obstante, parece que las vias de adaptacién genética en la IPA
podrian ser episodio especificas. Esto junto con otros aspectos claves de la infeccidn
como la inmunidad del hospedador podrian hacer que la infeccién progrese hacia la

curacion o hacia la cronificacion.

Como conclusion, la presente tesis doctoral pone de manifiesto la compleja interaccién
que se establece en la infeccidn articular entre el hospedador, el microorganismo y el
tratamiento médico-quirdrgico recibido. Ademads, en la IPA interviene de forma
significativa la presencia de un cuerpo extrafio y la consiguiente participacion del biofilm
bacteriano. Todos estos factores influyen en la evolucién clinica del paciente con
infeccidn articular. Como hallazgos concretos relevantes, cabe destacar que en la artritis
nativa la tasa de fracaso terapéutico es mayor en los pacientes con infeccién producida
por SARM que en los casos producidos por SASM. En la IPA se observé una mayor
funcionalidad de agr en los casos de IPP y no se encontraron diferencias entre la IPP con
inicio de sintomas en los primeros 30 dias después de la cirugia y aquella con inicio de
sintomas entre los dias 30 a 90. Una comparacién exhaustiva de las caracteristicas
clinicas, microbioldgicas, fenotipicas y genotipicas, no mostrd factores significativos
asociados con el fracaso terapéutico de la IPA producida por S. aureus, con la Unica
excepcion de una CMI a vancomicina ligeramente superior en las cepas de casos con
evolucidn clinica desfavorable. No obstante, S. aureus es capaz de modificar su genotipo
durante la evolucidn clinica de la IPA, adaptandose para recidivar o persistir. El clon CC5
ST125 spa type t067 es el predominante en el S. aureus productor de infeccidn articular
(sobre todo en el SARM) y, en nuestro medio, se ha mantenido practicamente estable

en la ultima década.
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1. La infeccién articular producida por S. aureus tiene una presencia de SARM en
nuestro medio del 23%, siendo el complejo clonal CC5 el mas representado, sobre

todo entre las cepas de SARM. En las cepas de SASM el CC mas frecuente fue CC30.

En relacidn a las caracteristicas clinicas y microbioldgicas de la artritis séptica nativa

causada por S. aureus

2. Se detectd un 24% de resistencia a meticilina entre las cepas de S. aureus causantes
de artritis nativa.

3. La tasa de fracaso terapéutico de la artritis nativa causada por S. aureus fue de un
27%. Este fracaso fue mayor entre los casos producidos por cepas de SARM que por
cepas de SASM. No se observaron factores genotipicos asociados a una peor
evolucién clinica de la artritis nativa producida por S. aureus, a pesar de la gran

variabilidad genética observada.

En relacidon a las caracteristicas clinicas y microbioldgicas de la artritis protésica

causada por S. aureus

4. En el estudio multicéntrico de Madrid se detecté un 23% de resistencia a meticilina
entre las cepas de S. aureus causantes de IPA. En esta serie prospectiva la resistencia
a meticilina no determiné el prondstico de la IPA.

5. El estudio prospectivo multicéntrico puso de manifiesto la elevada tasa de fracaso
terapéutico en la IPA producida por S. aureus, un 37%, alcanzando el 47% en los
casos manejados con DAIR.

6. Los diferentes tipos de presentacién clinica de la IPA podrian ser parcialmente

explicados por la diferente funcionalidad de agr, que es menor en los casos de
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infeccién postquirdrgica crénica y mayor en los casos de infecciéon postquirurgica
precoz.

7. Enelgrupo de IPAs postquirurgicas precoces no se encontraron diferencias entre los
casos con inicio de sintomas en los primeros 30 dias después de la cirugia y aquellos
con inicio de sintomas entre los dias 30 a 90, clarificando asi la clasificacion de la IPA
y el manejo quirurgico de estas infecciones con DAIR.

8. Los resultados de los estudios de actividad antibidtica realizados en un modelo de
biofilm no mostraron correlacién con la evolucién clinica de los pacientes. Aunque
todos los antibidticos analizados mostraron una elevada CMEB, la rifampicina
mostré la actividad mds alta en el biofilm. Es importante resaltar que las
combinaciones de levofloxacino y rifampicina, con concentraciones similares a las
hipotéticamente alcanzadas en hueso tras el tratamiento, no mostraron mejores
resultados de CMEB que las monoterapias.

9. Una comparacidon exhaustiva de las caracteristicas clinicas, microbioldgicas,
fenotipicas y genotipicas, no mostré factores asociados con el fracaso terapéutico
de la IPA producida por S. aureus. Como excepciéon a lo anterior, la CMI a
vancomicina fue ligeramente superior en las cepas causantes de casos con evolucién
clinica desfavorable. Aunque hemos encontrado cierta asociacién entre la presencia
de genes pertenecientes al cluster de evasidn del sistema inmune y una mayor
probabilidad de fracaso terapéutico en las IPAs causadas por SARM, ésta no pudo
ser confirmada de forma clara en estudios clinicos mas amplios o de forma

experimental.

En relacion a la secuenciacidon de genoma completo de cepas de S. aureus causantes

de infeccidn articular

10. En las cepas de S. aureus causantes de infeccion articular se observd una elevada
prevalencia de genes que codifican para adhesinas y genes implicados en la
formacidn de biofilm. Sin embargo, la B-hemolisina con insercién del fago portador

de genes de evasidn del sistema inmune, que suele encontrarse en la mayoria de
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cepas de S. aureus que infectan al ser humano, estuvo poco representada en las
cepas causantes de IPA.

Las caracteristicas genéticas de S. aureus causante de infeccidn articular son
diversas, siendo el clon predominante el complejo clonal CC5 ST125 spa type t067,
sobre todo entre las cepas de SARM, que mostraron menor diversidad genética que
las cepas de SASM. Todas las cepas de SARM portaron el gen mecA y el SCCmec IVc,
excepto una.

S. aureus es capaz de modificar su genotipo durante la evolucion clinica de la IPA,
adaptandose para recidivar o persistir. Sobre todo, perdiendo genes de resistencia a
antibidticos y, también, mediante la adquisicion de variantes, principalmente en
genes que codifican para adhesinas. No obstante, las vias de adaptacion genética en
la IPA parecen ser especificas de cada episodio.

El clon CC5 ST125 spa type t067 en las cepas de SARM causantes de infeccidon
articular se ha mantenido estable, no mostrando diferencias genémicas importantes
entre las cepas que indiquen una evolucidn temporal de este clon en los ultimos 12
afios. Tampoco se observaron diferencias gendmicas significativas entre cepas

causantes de artritis nativa y de IPA.

De forma general, la presente tesis doctoral subraya la complejidad de la infeccion
articular, en la que las caracteristicas microbioldgicas especificas podrian diluirse en
las sofisticadas interrelaciones que se establecen entre los multiples factores del
huésped, del tratamiento antimicrobiano y quirurgico, y en el caso de la IPA también
de la prétesis. Los hallazgos de la presente tesis doctoral suscitan ideas e hipdtesis
para investigaciones futuras, que deberian explorar sobre todo el transcriptoma de
los microorganismos, con el fin de comprender mejor los mecanismos patogénicos
de S. aureus en la infeccion articular y asi poder optimizar el tratamiento y mejorar

la calidad de vida de los pacientes con esta infeccién.
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ANEXOS

1. ANEXO |I. Centros participantes en el estudio
prospectivo multicéntrico de infeccion protésica
articular causada por S. aureus en la Comunidad de
Madrid (estudio PISA) y numeracion de los episodios y

cepas.

Hospital Universitario 12 de Octubre (episodios del 100 al 199)
Hospital Universitario Fundacién Jiménez Diaz (episodios del 200 al 299)
Hospital General Universitario Gregorio Marafidn (episodios del 300 al 399)

Hospital Universitario La Paz (episodios del 400 al 499)

1

2

3

4

5. Hospital Universitario Clinico San Carlos (episodios del 500 al 599)

6. Hospital Universitario Principe de Asturias (episodios del 600 al 699)
7. Hospital Universitario de Getafe (episodios del 700 al 799)

8. Hospital Universitario Ramén y Cajal (episodios del 800 al 899)

9. Hospital Universitario de La Princesa (episodios del 900 al 999)

10. Hospital Universitario Rey Juan Carlos (episodios del 1000 al 1099)

11. Hospital Universitario Puerta de Hierro (episodios del 1100 al 1199)

A cada centro se le asignd ese rango de numeros de episodios que se especifica entre
paréntesis. Ese niumero de episodio coincide con el nimero de cepa estafilococica
remitida. Por ejemplo, el primer caso del Hospital Universitario La Paz fue el caso 401y
la cepa aislada de ese caso se nombrd como la 401.1. Si en la evolucién del caso 401 se
aislara una segunda cepa por persistencia o recidiva de la infeccion, a esa cepa se le

asignaria el codigo 401.2.
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2. ANEXO Il. Informe del Comité Etico de Investigacién

Clinica.

[ Comunidad de Madrid

N¢ CEl: 16/188

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION

Dfia. MARIA UGALDE DIEZ, Secretaria del Comité de Etica de la Investigacion del HOSPITAL UNIVERSITARIO
DOCE DE OCTUBRE.

CERTIFICA:

Que este Comité, en la reunién celebrada el dia 28/06/2016, ha evaluado los aspectos éticos del

Proyecto de Investigacion TP16/0092 titulado:

IMPACTO DE LAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y GENOTIPICAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN
LAS INFECCIONES DE PROTESIS ARTICULARES

Del cual es el Investigador Principal el Dr. CHAVES SANCHEZ, Fernando del Servicio de

MICROBIOLOGIA

Entendiendo que dicho estudio se ajusta a las normas éticas esenciales y criterios deontolégicos que
rigen en este Centro, cumpliendo los requisitos metodoldgicos necesarios, este Comité INFORMA

FAVORABLEMENTE a la realizacién de dicho proyecto en este Centro.

Lo que firmo en Madrid, a 29 de junio de 2016

N4 N [ ey Hospital Universitario
\.u\u AN \,5.;\1( )X Ic%r@ﬁ 12 de Octubre
: SaludMadvid

o B8 comunidad de Madrid
T SECRETARIA TECNICA - CE!l
Firmado: Dra. Maria Ugalde Diez
Secretaria del CEl Hospital Universitario 12 de Octubre.

Comité de Etica de la Investigacion, Hospital 12 de Octubre = Av. de Cérdoba s/n 28041 Madrid
Centro Actividades Ambulatoria, Bloque D, Planta 62  Telf. 91 779 26 16  e-mail: ceic@nh12o0.es

304



m Comunidad de Madrid

ANEXO I: COMPOSICION DEL CEI

N2 CEIC: 16/188

TITULO: IMPACTO DE LAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS Y GENOTIPICAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN LAS INFECCIONES DE
PROTESIS ARTICULARES

Investigador Principal: CHAVES SANCHEZ, Fernando

D2 MARIA UGALDE DIEZ, SECRETARIA DEL COMITE ETICO DE LA INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO 12 DE OCTUBRE DE
MADRID

Hace constar que:

1. En la reunion ordinaria celebrada el dia 28/06/2016, se decidio emitir el informe correspondiente al proyecto de
Investigacion de referencia.

2. El CEIC del Hospital Universitario 12 de Octubre, tanto en su composicién como en sus PNTs, cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICH/135/95)

3. La composicion del Ceic del Hospital Universitario 12 de Octubre que evalud el proyecto fue la siguiente:

PRESIDENTE Dra. M2 del Puy Goyache Godi Farmacéutico Adjunto de Farmacia Hospitalaria
VICEPRESIDENTA Dra. Carmen Jiménez Lopez-Guarch Medico Cardiologia
SECRETARIA Dra. Maria Ugalde Diez Dra. en Ciencias Biolégicas
|
VOCALES: D2 M2 Luisa Albelda de la Haza | Licenciada Derecho
Dra. M2 de las Mercedes Catalan Gomez ' Medico Medicina Intensiva
Dr. Rafael Delgado Vazquez | Jefe de Seccién de Microbiologia Molecular
Dr. Eduardo Gutiérrez Martinez Medico Nefrologia
Sra. M2 Pilar Hernandez Suarez Diplomado Universitario en Enfermeria
Dr. Luis Manuel Manso Sanchez Medico Oncologia
Dra. Maria del Pilar Martinez Sanchez Medico Hematologia
Sr. Francisco Javier Mazuecos Gomez Auxiliar Administrativo Endoscopia
Dr. Cesar Minué Lorenzo Médico de Familia de Atencidn Primaria

Dra. Gloria Orejon de Luna
D2. Montserrat Pilas Pérez

Pediatra de Atencion Primaria

Diplomado Universitario en Enfermeria

Dr. Santiago Ponce Aix Medico Oncologia

Dra. Teresa Yolanda Revilla Ostolaza Medico Radiologia

Dra. Maria del Carmen Riesco Martinez | Medico Oncologia

Dra. Yolanda Rodriguez Gil Médico Anatomia Patoldgica

Dr. Roberto Rodriguez Jiménez Médico Psiquiatria

Dra. Belén Ruiz Antoran Farmacologa clinica (Hospital Universitario Puerta de Hierro)
Dra. Raquel Siguin Gomez | Farmacéutica Atencién Primaria

D2 Rosa M2 Vega Viaha | Plataforma de Ensayos Clinicos SCReN

Dr. Alberto Villarejo Galende Medico Neurologia

Que en el caso de que se evaluara algun proyecto del que un miembro sea investigador/colaborador, este se ausentara de la reunién
durante la discusion del proyecto.

Para que conste donde proceda, y a peticion del promotor,

Comité Etico Investigacion Clinica Hospital 12 de Octubre e Av. de Cérdoba s/n 28041 Madrid
Centro Actividades Ambulatoria, Bloque D, Planta 62 e Telf. 91 779 26 15 e correo electronico: ceic@hl2o.es
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3. ANEXO Ill. Formulario de datos de cepas de S. aureus
enviadas por cada hospital para el estudio prospectivo
multicéntrico de infeccion protésica articular

estafilococica (estudio PISA).

Hoja de recogida de datos (datos microbioldgicos)
SE DEBE RECOGER LOS DATOS DE CADA UNA DE LAS CEPAS GUARDADAS

Cddigo de la cepa (ID)

N2 muestra (asignado por el centro) Fecha de la muestra

A —

Origen de la muestra (liquido articular, biopsia articular, material protésico,
hemocultivo, ...)

Técnica utilizada para determinar la sensibilidad:
Disco-difusion (si/no) __ Etest (si/no) Marca comercial:
Microdilucion (si/no) Marca comercial:__

Pruebas de sensibilidad (Sélo rellenar los datos disponibles segun las pruebas de rutina
realizadas en el centro de origen):

Categoria (S, I, R) CMI (mg/L)

Penicilina*

Oxacilina

Vancomicina

Teicoplanina

Daptomicina

Linezolid

Eritromicina

Clindamicina

Gentamicina

Rifampicina

Cotrimoxazol

Ciprofloxacina

Levofloxacina
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Fosfomicina

Mupirocina

Acido fusidico

Observaciones:
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4. ANEXO IV. Base de datos disefiada para la recogida de datos clinicos de los casos de artritis

séptica nativa estafilocdcica.

Episodio |:| Fechainicio I:I Artrocentesis I:'ZI Fecha Outcome Secuela
s [ ] [ ARTRITISSEPTICA | | Petterticwtar? [ ] aspecto [ || om | | =l | -
e [ 5] |NATIVAPORMRsA | | Atier [ T || teweosvun [ Jf] 22l | =l | -
Fechanac [ ] aicz [ T[] ez [ || 2em | | | -] -

S Artic. 3 I:lzl Gluc (ma/dL) ’—‘ Fecha de Qltime contrel |:|
Diabetes I:'EI VIH I:lzl Fiebre=382C I:lzl Cristales |:|ZI Tto 10-1 | |;| Focha | |
Insuf. Renal Cronica [EI ADVP I:IEI signos infl. I:lzl Gram I:lzl o 102 | I;I Fecha | |

Dialisis [ -] reumatismo [ Tl | Hieora<oo mmug [T cultivo [ [+] tocentesz taraptices v [

ATLToCClivC ol Lelapraldllcds - 1l=

Tto inmunosupr. l:B Artr.crist. I:lzl Leucocitos (/uL) I:l
Cancer [IEI Trauma l:B PCR {mg/dL) ATE-1 ATE-2 ATB-3 Fecinicio  Fechafin
Cirrosis CE apreia || veoemmm L | combe | H| ] ] I |
Cardiopatia (B ree [ || Poerema LB ] comser | B | | I |
Neumopatia I:'EI Institucionalizado I:lzl Polimicrobiana? I:B Combo3 | I;” I;” I;” || |
Demencia I:B Ingreso antes artr |:|z| | I;I Combo4 | |LI| |LI| |LI| || |
Hemiplejia l:E Fecha* | I;I Fechatratamiento oral definitiva I:l
Dermopatia [Izl Heallth-.CarlE*’i I:B Motas
soceremspeis ] rebsee

Fecha I:I - Hal (iv] == 30 dias

- ingresa =4h en ==80 dia “ Fechaingreso actual si nosocomial, fecha alta de dltime ingreso previo
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5. ANEXO V. Base de datos disefiada para la recogida de datos clinicos de los casos de infeccion

protésica articular estafilocdcica.

=5] FEpisodio

=

HNamero epizodio i

Iniciales 3 letras)
Sexn "

Fecha nacimienta

Comorbilidad y datos de la protesis

Diabetes mellitus w
Inzuf. Renal Cronica w
Artritie B eurnatoide w
Trat. Inmunosupresor W
MWeoplasia activa v
Cinroziz hepatica e
Meumopatia cranica W
Cardiopatia W

Localizacidn protesis
Mam. protesis

Fecha colocacidn

Infeccion: datos clinicos

Fecha inicio gintomas

Tipo de infeccion v
Fiebre - T2 »375C “~
Dolor local W
Signos inflamatorios "
Trayecto fistulozo e
Supuracion kerida 10 e

Leucocitos sangre [cels/mm3]
PCR [mgL)

Radiografia v

TRATAMIENTO QUIRURGICO Y

ANTIBIOTICO

Follow-up

Oltimo control
Fecha dltimo control
E vaolucidn infeccidn
cMecesita antibidticos supresivas? (Mo
PCR (mgsL)
Claze Funcional

Fadioarafia pratesis

Fecha inicio ATE supr.

ATE Supr. 1 e
ATBSupr: "
Ewitus "
;Relacionado con la infecoian? o

Fecha de exitus

Infeccion: datos microbioldgicos

Sengibilidad Oxacilina Senzble ..

;B acteriemia? Mol

ilrfeccidn inicial polimicrabiana? |MNo| ..

Sensibilidad Quinolonas w

Senzibiidad Quinclonas V

Sensihilidad Ginnlanss

¢ Curacion de la infeccion estaflocacica?

S
Durante el epizodio, §superinfeccion por otros microorganismoz? v
Microorganizma [1] o
Microorganizmo [2) "
Finalmente, ;hubo que retirar la protesiz? v

Motiva de retirada de la pritesis

Resumen evolucion

Mota
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310

Tratamiento quirdrgico y antibidtico

Mim E pizodio

M blogue tratamiento

Tipo de Cirugia

Colocacion de espaciador

Antibidtica (1)
Cormbinacian 1
Combinacian 2
Combinacidn 3

Combinacion 4

Abrir blooue de tratamiento por cada ciruaia realizada
Escribir tratamientos antibioticos hasta la siguiente ciruaia
El orimer bloogue puede comorender antibioteraopia sin ciruaia

« | Fecha cirugia Maotas
w | Antibidtico ezpaciador »
Antibidtico [2) iRifampicina?  Fecha inicio combinacion - Fecha fin combinacion
S S S
S S R
St S S
S it St




6. ANEXO VI. Asociacion de genes con variables clinicas de
interés en la infeccidn protésica articular (Bloque Ill de

secuenciacion de genoma completo).

Genes asociados a la resistencia a oxacilina (p-value<0.05 y FDR<0.1)

Gen Anotacion
mecA penicillin binding protein 2 prime
mecR1 methicillin resistance protein
ccrA cassette chromosome recombinase A
ccrB cassette chromosome recombinase B

IS1182 family transposase 1SSep1

set9 exotoxin 9
seté6 exotoxin 6
setll exotoxin 11
ear Ampiciline resistance protein
secB Protein-export protein SecB
fhubD2 hydroxamate siderophore binding lipoprotein

truncated transposase
truncated transposase
hsdS Type | restriction modification system specificity subunit

Alpha-Hemolysin precursor

dut Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase
aroB 3-dehydroquinate synthase
aroB 3-dehydroquinate synthase

truncated replication protein for plasmid
pre plasmid recombination enzyme

truncated replication protein for pUB110 plasmid

bleO bleomycin resistance protein
aadD kanamycin nucleotidyltransferase
capD capsular polysaccharide synthesis enzyme

Alpha-Hemolysin precursor
coa staphylocoagulase precursor

tRNA-Ala(tgc)

311



single-strand DNA-binding protein

cap8l capsular polysaccharide synthesis enzyme
cap8K capsular polysaccharide synthesis enzyme
cap8J capsular polysaccharide synthesis enzyme
capH capsular polysaccharide synthesis enzyme O-acetyl transferase
Cap5H
capl capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5I
capJ capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5)J
capk capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5K
capD capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5D
tnp transposase
agrD AgrD protein
agrB accessory gene regulator B
set14 exotoxin 14

LysR family regulatory protein

deoxyribose-phosphate aldolase

int_2 integrase

yent2 enterotoxin YENT2

sem enterotoxin SEM

setl3 exotoxin 13
flr FPRL1 inhibitory protein
seo enterotoxin SeO
cna collagen adhesin

msr(A) ABC-F type ribosomal protection protein Msr(A)
sbi IgG-binding protein
splE serine protease
pre plasmid recombination enzyme
splC serine protease SplC
sbi IgG-binding protein SBI

ABC transporter ATP-binding protein

TRAP signal transduction protein TRAP
set10 exotoxin 10
cap8H capsular polysaccharide synthesis enzyme
truncated(mapW) truncated map-w protein
truncated-SA_1 truncated hypothetical protein

acetyltransferase (GNAT) family protein
trap signal transduction protein

ABC transporter ATP-binding protein
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sasG

hsdM

truncated-SA_2
sigS
splA
vraG
isaB

fmt

vraF
isaB
ssp
lukD
lukE
arg
vraF
vraG
set7
fmtA
setl2
truncated(mapWw)
ptbA
hlgC

fadB

lukF
appA
ybhR
bin3

Surface protein
response regulator
ISNCY family transposase ISBIi29
sensor kinase protein
tRNA-Ala(tgc)
type | site-specific deoxyribonuclease LIdI chain hsdM
transposase for IS-like element
truncated transposase
RNA polymerase sigma factor SigS
serine protease SplA
ABC transporter permease
immunodominant antigen B
autolysis and metbhicillin resistant-related protein
phage integrase family protein
ABC transporter protein
immunodominant antigen B
extracellular ECM and plasma binding protein
leukotoxin, LukD
leukotoxin LukE
arginase
ABC transporter ATP-binding protein
ABC transporter permease
exotoxin 7
FmtA, autolysis and methicillin resistant-related protein
exotoxin 12
truncated map-w protein
PTS transport system protein
leukocidin S subunit
inositol monophosphatase family protein
fatty oxidation complex protein
ABC transporter ATP_binding protein
leukocidin F subunit
Oligopeptide-binding protein AppA
membrane protein
transposon Tn552 DNA-invertase bin3
tRNA-Lys(ttt)
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set8 exotoxin 8

setl5 exotoxin 15
aur zinc metalloproteinase aureolysin
fosB fosfomycin resistance protein fofB
esxB ESAT-6 secretion system extracellular protein B
esxC ESAT-6 secretion system extracellular protein C
esxD ESAT-6 secretion system extracellular protein D
aur zinc metalloproteinase aureolysin precursor
transposase
set5 exotoxin 5
sli1 exotoxin

N-acetyltransferase family protein

leuA 2-isopropylmalate synthase
tagE glycosyl transferase
sl11 exotoxin
truncated-SA 1S1182 family transposase ISSau3
sep enterotoxin P
hysA hyaluronate lyase precursor
splD serine protease SpID
truncated(tnp) truncated transposase
agrB autoinducer processing protein
agrD autoinducer peptide precursor
ebh Extracellular matrix-binding protein ebh
deoC2 deoxyribose-phosphate aldolase
sem_2 enterotoxin
map_2 MHC class Il analog

tandem lipos family protein

splF serine protease SplF
set3 exotoxin 3
rocF arginase

sli1 exotoxin

acetyltransferase (GNAT) family protein

gltR bacterial regulatory helix-turn-helix, lysR family protein
menG 2-phytyl-1,4-naphtoquinone methyltransferase

seg extracellular enterotoxin type G precursor

sen enterotoxin SeN

transport system extracellular binding lipoprotein

transposase for IS-like element
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murF

rip
cysL
oatA

pre
wecD
aphA

sdrC
hsdM

sei

UDP-N-acetylmuramoyl-tripeptide--D-alanyl-D-alanine ligase
tRNA-Val(tac)
RGD-containing lipoprotein
LysR family regulatory protein
O-acetyltransferase OatA
tandem lipos family protein
plasmid recombination enzyme family protein
dTDP-fucosamine acetyltransferase
Aminoglycoside 3'-phosphotransferase
Ser-Asp rich fibrinogen-binding, bone sialoprotein-binding protein
type | restriction enzyme modification protein

extracellular enterotoxin type | precursor

Genes asociados al hospital 8 (p-value<0.05 y FDR<0.1)

Gen Anotacion
gltR bacterial regulatory helix-turn-helix, lysR family protein
toxin, beta-grasp domain protein
fecCD transport family protein
ABC transporter family protein
transposase family protein
toxin, beta-grasp domain protein
ABC transporter family protein
seh Enterotoxin type H
fr FPRL1 inhibitory protein
fdh NAD-dependent formate dehydrogenase
fnbA fibronectin-binding protein A
truncated(tnp) truncated transposase
rnat-Ala(tgc)
menG 2-phytyl-1,4-naphtoquinone methyltransferase
tnp transposase
LysR family regulatory protein
CHAP domain protein
type | restriction modification DNA specificity domain protein
tandem lipos family protein
tandem lipos family protein
polysaccharide lyase family 8, super-sandwich domain protein
sl11 superantigen-like protein 11
flavin reductase like domain protein
peptide methionine sulfoxide reductase family protein
emp extracellular matrix -binding protein emp
helix-turn-helix family protein
icaC intercellular adhesion protein C
transketolase, pyrimidine binding domain protein
opp-2B oligopeptide transporter membrane permease domain protein
opp-2C oligopeptide transporter membrane permease domain protein

315



opp-2D oligopeptide transport ATPase
opp-2F oligopeptide transporterATPase domain protein
folP dihydropteroate synthase chain A synthetase
H+ antiporter-2 family protein
bacterial regulatory s, tetR family protein
HAD hydrolase, IA, variant 1 family protein
thermophilic metalloprotease family protein
NETI family protein
yezG antitoxin YezG
degT/DnrJ/EryC1/StrS aminotransferase family protein
phosphoenolpyruvate-dependent sugar phosphotransferase
system, EIIA 2 family protein
sir2 silent information regulator family NAD-dependent
deacetylase
N-acetyl-ornithine/N-acetyl-lysine deacetylase family protein
bacterial regulatory s, luxR family protein
type | restriction modification DNA specificity domain protein

argC N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase
paiB protease synthase and sporulation protein PAI 2
fib fibrinogen-binding protein
carbamoyl-phosphate synthase L chain, ATP binding domain
protein

IS30 family transposase 151252
Blt-like protein
tandem lipos family protein
1S1182 family transposase ISSau3
ABC-2 transporter family protein
IrpC HTH-type transcriptional regulator IrpC
ABC-2 type transporter family protein
HAD hydrolase, IIB family protein
bacterial regulatory s, tetR family protein
saccharopine dehydrogenase family protein
tandem lipos family protein
ABC transporter family protein

folP dihydropteroate synthase
norB quinolone resistance protein norB
ecfA2 energy-coupling factor transporter ATP-binding protein EcfA2
coagulase family protein
flr FPRL1 inhibitory protein

host cell surface-exposed lipofamily protein
toxin, beta-grasp domain protein
PAP2 superfamily protein
viral (Superl) RNA helicase family protein
N-6 DNA Methylase family protein
lysA diaminopimelate decarboxylase
amp$S aminopeptidase ampS
ABC transporter family protein
ABC transporter family protein
binding--dependent transport system inner membrane
component family protein
ABC transporter family protein
ABC transporter family protein
SWIM zinc finger family protein
yhal Inner membrane protein Yhal
lysA diaminopimelate decarboxylase
binding--dependent transport system inner membrane
component family protein
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oatA O-acetyltransferase OatA
tandem lipos family protein
hsdMm type | site-specific deoxyribonuclease LldI chain hsdM
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7. ANEXO VII. Publicaciones en revistas internacionales

relacionadas con la tesis doctoral
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Abstract We have explored the relationship of phenobypic
{antibiogram, p-haemoly=is, agr functionality, biofilm for-
mation) and genotvpic characteristics on the prognosis of
18 cases of methicillin-resistant 3. aureus prosthetic joint
infection {2005-2015). All isolates belonged to CC5, and
had agr type I1. This pilot study suggests that phage-bome
genas belonging to the immuone evasion cluster (chp, sak
and =cn) were more freguent among episodes with treat-
meent failure (B0.0 vs. 37.5%).

Keywords Biofilms - Bone infections - Joint infections -
DATE - MRSA

Introduction

Prosthetic joint infection (PJ1) is a dreadful complication
after an arhroplasty, it reguiring complex surgical and
miedical management [ 1] Srapfodococcus aureas is 8 com-
mion agticlogy of P11 mainly due to its ability to adhare and
invade host tissues, evade immune defences. and produce
biofilm [2]. In m:h:litipn. antibiotic resistance associated to
methicillin-resistant 5. anrens (MRSA) increases the diffi-
culties of management [1, 3].

=] Jaime Lora-Tamaya
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dis Ocinbre, Madrid, Spain
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Universitario 12 de Octubre, Avenida de Cordoba sm,
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Previous studies have focused on the search of clinical
predictors of outcome in staphylococcal PID [4], but very
few have studied the influence of vinulence determinants,
such as the accessory pene regulator (agr) [2. 5-E]. The
aim of this study was to describe the clinical and micro-
binlogical characteristics of MRSA PJls and to investigate
whether specific phenotypic or genotypic factors could be
related to the outcomss.

Patients and methods
Setting and patients

A retrospective study was conducted at the Hospital Uni-
versitario 12 de Octubre, Madrid, including all MRSA Plls
between 2005 and 2015. The study was approved by the
ethics committee of the hospital. PIT by MESA was defined
by =2 surgical. joint-aspirated or blood cultures yielding
MRESA, along with a compatible clinical presentation (i.e.
presence of sinus tract, porulence surrounding the prosthe-
sis, andor local inflammatory signs) [9]. Clinical records
were reviewed to collect clinical and treatment information.
PI1 was considered acute if it was early posioperative (i.e.
infection beginning within the first 30 days after prosthesis
Macement). haematogenous (acute onset after a clinically
suspected or documented bacterapmia) or as the result of
spread from a contiguous infected focus. Cases with post-
operative infections beginning beyond the first 30 days
after the index surgery were considered chronic.

Sorgical management of these patients was decided
by the treating medical team on an individualized basis,
usually following current recommendations [1. 9]
Briefly, patienis with an acote infection, a stable prosthe-
sis and good condition of periprosthetic soft tissues were

ﬂ Bpringer
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ABSTRACT

Keywards:

Jint infections
Muoleoslar epidemiclogy
MRSA

Mative sepdic arthritis
Siophylanocous o mes

Mots dés -

Arthrite septique native
Iipi:lhnlnl-ugje- maoléculaire
Infections des articulations
SARM

Siaphylococous o mes

Objectives. — Septic arthritis is associated With Significant cise fatality and morhidity. SEOpMYINCOCCUS
aurEus is the most 00 Mman caase D‘ranr[riljs.weaimdmanalyze the Eﬂjmlﬂmgj[ﬂ”ﬂmfﬁﬂfﬂ.mﬂ'ﬂﬂ
causing native arthritis and to investigate their influence on the clinical cutcome of the infection.,
Putients and methods. - We Conducted a retrospective study including il episoaes of 5. mrens native
arthritis between 2005-2015. Phenotypic (antimicrabial susceptibility, f-hemolysis, agr fnctionality,
bioflim formation) and genatypic characteristics (pulsed-Neld gel electrapharesis, DMA Microarmays)
were investigated. The primary endpoint was microbicdogical failure of treatment, incluging infection
relapse, persistence, or attributable death.
Resulis. - Twenty-nine patients were included (65.5% of men, mean age: 58): seven (24.1%) patients
Presenting with methicillin-resistant 5. aumeus {MRSA) NAtVe arthritis and 19with methicillin-susceptibie
S urens | MSSA ) Native arthritis Treabment L3ilTe oCCurTed inSeven {26 9% ) patients (477 patients [57.1%)
among MRSA infections vs. 3719 [15.6%] amang MSSA infections) The persistence rate was similar in
MRSA 2nd MSSA infections ( 177 vs. 3/10). However, the case f2tality was significantly higher in patients
with MRSA infection (37 ve 0§ 19). The most frequent clanal complex (C) was OC5 (38.1%). MSSA showed
higher genetic variability (nine CCs) versos MRESA (2 CCs)
Conclizsions. - Beyond methicillin resistance, we did not And phenatypic or genatypic factors assacizted
wilhl the po0e DUSCOME af 5. @ureus native arthritis. CC5 was the major CC, Showing the higher genetic
varizbility of M5EA versus MESA,

© 2020 Elsevier Masson SAS. All Tights resenver.

RESUME

Objectifs. - L'arthrite seplique (AS) est associbe 3 une importante marbi-mortalibé. Siephyoconms omeus
st la cause la plus couranie d'AS. L'objectif était d'analyseT les caractéristiques microbiologiquoes des AS
natives cawsées par 5. mureus et leur influence sur ke résultat clinigue.

Patients et méthodes. - Etude rétrospective ayant inclus tows les pisodes d'AS 3 § ourews de 2005 3
2015. Les caractéristiques phénotypigues [sensibilitdé aux antimicrobiens, B-hémaolyse, fonctionnal-
ité du mgr, formation de beoflims) et génotypiques (PFGE, ADN-miooermays) ont é0é examinées. Le
critére dévaluation principal Etait 1'échec microbiologigue du traitement (rechute, persistance oa mart
attribuzbie).

Résultots. - Vingt-neal patients ont &é inclus (65,5 X f'hommes, 3ge moyen 59 ans) - sept (24,1 1)
patients atteinis d'AS cawsée par 5 aweus résistant 3 1a meticilline (SARM) et 19 par £ auwreus sensible
3 I3 méticilline {SASM). Un échec thérapeutique a &8 observe cher sept patients (269 X): 47 patients
(57,1 T) poar SARM comire 3719 [ 158 ) pour SASM (p= 0,057 ). Le taux de persistance £t3it semblable
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Backgrounmd.  Staptrelococcus aurens is the leading cause of prosthetic joint infection (PJ1). Beyond the antibiogram, litile atten-
tion has been paid to the influence of deep microbiological characteristics on patient prognosis. Qur aim was to investigate whether
microbiological genotypic and phenotypic features have a significant influence on infection pathogenesis and patient outcome.

Methods. A prospective multicenter study was performed, including all 5. aurens PJls (20016-2017). Clinical data and pheno-
typic (agr functionality, PB-hemolysis, biohlm formation) and penotypic characteristics of the strains were collected. Biohlm suscep-
tibility to antimicrobials was investigated {minimal bioflm eradication concentration [MBEC] assay).

Results. FEighty-eight patients (39.8% men, age 74.7 £ 14.1 years) were included. Forty-five had early postoperative infections
{EPIs}, 21 had chronic infections {CPIs), and 19 had hematogenous infections (His). Twenty (22.7%) were caused by methicillin-
resistant 5 aurews. High genotypic diversity was observed, including 16 clonal complexes (CCs), with CCS being the most fre-
quent (30.7%). agr activity was greater in EP] than CPI (55.6% vs 28.6%; I'= .(41). Strains causing EP1 were phenotypically and
genodypically similar, regardless of sympiom duration. Treatment failure {36.5%) occurred less frequently among cases treated with
implant removal. In cases treated with debridement and implant retention, there were fewer failures among those who received
combination therapy with rifampin. No genotypic or phenotypic characteristics predicted failure, except vancomycin minimal in-
hibitory concentration 1.5 mg/L (23.1% failure vs 3.4%; = .044). MBEC, was »128 mg/L for all antibiotics tested and showed no
association with prognosis.

Conclusions. 5 aurens with different penotypic backgrounds is capable of causing P11, showing slight differences in dinical
presentation and pathopenesis. Mo major microbiological characteristics were observed to influence the outcome, induding MBEC.

Keywords.  biofilm: bone infections; pathopenesis; prosthetic joint infections; Staplylococcus aureus.
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arthroplasty, resulting in significant morbidity and costs.
Although the outcome of PI1 is largely dependent on special-
ized surgery and appropriate antimicrobial treatment, the eti-
ology is also very important for defining the pathogenesis and
Progmosis.

The ability of bacteria to cause PJ1 depends on virulence
factors that enable attachment., biofilm development, tissue
damage, and intracellular invasion, among other complica-
tions. The specific bacteria responsible for the infection have

5. mureus Prosthetic Joint Imfection « OFILY « 1
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8. ANEXO VIIl. Comunicaciones presentadas en congresos
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relacionadas con la tesis doctoral

Congresos internacionales

In vitro biofilm susceptibility of methicillin-susceptible Staphylococcus aureus to
rifampin and levofloxacin and their combination in prosthetic joint infections.
Mufnoz-Gallego I, Viedma E, Manchefio M, Esteban J, Ruiz Garbajosa P, Rico A,
Lora-Tamayo J, Chaves F. Grupo de Infeccidn Osteoarticular de la Comunidad de
Madrid. 29th ECCMID, the European Congress of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases. Amsterdam, Holanda. 13-16 de Abril de 2019.

Persisting and relapsing Staphylococcus aureus prosthetic joint infection
managed with Debridement, Antibiotics and Implant Retention (DAIR):
microbiological and molecular adaptation. Mufioz-Gallego |, Meléndez-Carmona
MA, Garrido Allepuz C, Viedma E, Lora-Tamayo J, Sebastian V, Chaves F. 31st
ECCMID, the European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases.

Online congress. 9-12 de Julio de 2021.

Congresos nacionales

Artritis nativas por Staphylococcus aureus durante un periodo de 10 afios:
caracteristicas clinicas y microbioldgicas. Mufioz-Gallego |, Manchefio M, Pérez-
Montarelo D, Viedma E, Lora-Tamayo J, Chaves F. XXI Congreso Nacional de la
Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Mdlaga,
Espafia. 11-13 de Mayo de 2017.

Caracterizacién microbiolégica, fenotipica y genotipica, de la infeccidn protésica
articular por Staphylococcus aureus: estudio multicéntrico en la Comunidad de
Madrid. Mufioz-Gallego |, Viedma E, Mancheno M, Pérez-Montarelo D, Esteban
J, Rico A, Ruiz Garbajosa P, Marin M, Arribi A, Romanyk J, Pérez Jorge C, Molina
Arana D, Domingo D, Sdnchez Romero |, Lora-Tamayo J, Chaves F. Grupo de
Infeccion Osteoarticular de la Comunidad de Madrid. XXl Congreso Nacional de
la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica.

Bilbao, Espafia. 24-26 de Mayo de 2018.



Epidemiologia molecular de Staphylococcus aureus resistente a meticilina CC5
causante de infeccidon osteoarticular a través de secuenciacion de genoma
completo en la Comunidad de Madrid. Mufioz-Gallego |, Larsen J, Islam Z, Lora-
Tamayo J, Larsen AR, Chaves F, Viedma E. Grupo de Infeccién Osteoarticular de
la Comunidad de Madrid. XXII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Bilbao, Espafia. 24-26 de Mayo
de 2018.

Influencia de las caracteristicas microbioldgicas en la presentacion clinica de una
cohorte prospectiva multicéntrica de infeccién de protesis articular por
Staphylococcus aureus: estudio PISA. Mufioz-Gallego |, Viedma E, Mancheiio M,
Garcia Caiiete J, Esteban J, Rico A, Cobo J, Ruiz Garbajosa P, Sdnchez Somolinos
M, Marin M, Barbero JM, Romanyk J, Arribi A, Pérez Jorge C, Pérez Caballero G,
Domingo D, Garcia viejo MA, Chaves F, Lora-Tamayo J. Grupo de Infeccién
Osteoarticular de la Comunidad de Madrid. XXIll Congreso Nacional de la
Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Madrid,
Espana. 23-25 de Mayo de 2019.

Caracterizacién molecular de Staphylococcus aureus causantes de infeccién
protésica articular en Madrid. Muioz-Gallego |, Garrido-Allepuz C, Lora-Tamayo
J, Chaves F, Sebastian V, Viedma E. Grupo de Infeccién Osteoarticular de la
Comunidad de Madrid. Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Congreso virtual (libro de

abstract virtual SEIMC 2020, ISBN-978-84-09-22864-5). 25 de Agosto de 2020.
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