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DNasa: Desoxirribonucleasa

dNTPs: Desoxirribonucleétidos Fosfato

DO: Densidad Optica

EARSS: European Antimicrobial Resistance
Surveillance System

ECP: Electroforesis en Campos Pulsados
EDIN: Epidermal cell Differentiation Inhibitor
FnBP: Fibronectin-Binding Protein

G: N-acetil-D-glucosamina

GISA o VISA: Glycopeptide or Vancomicin
Intermediate S.aureus
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GTPasas: Guanosina Trifosfatasas

hGISA o hVISA: Heterogeneous Glycopeptide
or Vancomicin intermediate Staphylococcus
aureus

Ica: Intercellular Adhesion-protein

IleS: Isoleucil-RNALt-Sintetasa

IPTBs: Infecciones de Piel y Tejidos Blandos
LPV: Leucocidina de Panton Valentine

M: N-acetil-D-muramico

MLS: Macrolides Lincosamides
Streptogramines

MLST: Multilocus Sequence Typing
MODSA: Modified Staphylococcus aureus
MSCRAMMSs: Microbial Surface Components
Recognising Adhesive Matriz Molecules

Orf: Open Reading frame

Opp: Operon Oligopeptide Permease

PBP: Penicillin Binding Protein

PCR: Polimerase Chain Reaction

PIA: Polysaccharide Intercelullar Adhesin
PSM: Phenol-Soluble Modulines

REIPI: Red Espafiola de Investigacion en
Patologia Infecciosa

Sae: Staphyloccus aureus Exoproteins

SaPI: Staphylococcus aureus Pathogenicity
Islands

Sar: Staphylococcal Accesory Regulator
SARM: Staphylococcus aureus Resistente a
Meticilina

SARM-AC: Staphylococcus aureus Resistente
a Meticilina Asociado a la Comunidad
SARM-AH: Staphylococcus aureus Resistente
a Meticilina Asociado al Hospital
SARM-ASS: Staphylococcus aureus Resistente
a Meticilina Asociado al Sistema Sanitario
SASM: Staphylococcus aureus Sensible a

Meticilina



SCCmec: Staphylococcal Cassette
Chromosome Mec

SCIN: Staphylococcal Complement Inhibitor
SrrAB: Staphylococcal Respiratory Response
SST: Sindrome del Shock Téxco

ST: Sequence Type

TCS: Two Component System

TM/ST: Trimetroprim/Sulfametoxazol
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Tn: Transposon

TSST-1: Toxina del Sindrome del Shock
Toxico

UDG: Uracil DNA Glicosilasa

UPGMA: Unwweighted Pair Group Method
using Arithmetic Averages

VRSA: Vancomicin Resistant S.aureus
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1. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE S. AUREUS

La bacteria S. aureus fue descubierta en 1880 por el médico escocés Alexander
Ogston que demostré que ciertas bacterias con forma cocoide eran responsables de la
produccion de abscesos pidgenos. Varios afios después, a dichas bacterias se les
denoming Staphylocococus, nombre que deriva de las palabras griegas Staphyle
“racimos de uvas”) y kokkus (“baya, grano™) [1]. Este género esta considerado como
uno de los mayores responsables de infeccion en el ser humano.

El género Staphylococcus se ha incluido tradicionalmente en la familia
Micrococaceae junto a los géneros Micrococcus, Stomatococccus y Plasmococcus de
escasa importancia clinica. Sin embargo, estudios recientes realizados mediante
secuenciacion de ADN, hibridacion ADN-ARNr y secuenciacion comparativa del
ARNTr 16S, han demostrado que los géneros Staphylococcus y Micrococus estan poco
relacionados, por lo que el género Staphylococcus se ha incluido junto a los géneros
Gemella, Macrococcus y Salinicoccus en la familia Staphylococcae dentro del orden
Bacillales. EI género Staphylococcus incluye 35 especies y 17 subespecies diferentes,
destacando como patdgenos humanos las especies S. aureus, S. epidermidis, S.
lugdunensis, S. haemolyticus, S. scheiffleri, S. warnieri y S. saprophyticus. Entre estas
especies, destaca S.aureus como la mas importante como causa de patologia en el ser
humano.

Las bacterias del género Staphylococcus morfologicamente son cocos gram
positivos con un tamafio que varia desde los 0,5 a 1 pum de diametro, y se pueden
observar al microscopio como células Unicas o dispuestas en parejas, tétradas, pequefias

cadenas o racimos inmoviles (Figural).
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Figura 1.

(A) Crecimiento de Staphylococcus aureus en placa de agar sangre. Colonias doradas y p-hemoliticas caracteristicas
de Staphylococcus aureus.
(B) Tincion de gram de Staphylococcus aureus. Se observan cocos dispuestos en tetradas y en racimos caracteristicos

del género Staphylococcus.

La mayor parte de las cepas de Staphylococcus aureus se caracterizan por
presentar en cultivo colonias de un color amarillo dorado, lo que se debe a la produccion
de pigmentos carotenoides. De esta caracteristica proviene el nombre de esta bacteria
que deriva de la palabra latina con la que se designa el oro (Figural). Otra de las
caracteristicas que presentan la mayor parte de las cepas, es la formacion de un halo de
B-hemolisis cuando crecen en un medio de cultivo con sangre. S. aureus es una bacteria
que crece sin dificultad en medios con altas concentraciones de NaCl y que es poco
exigente ya que puede crecer en medios no selectivos, a excepcion de algunas cepas
descritas poco comunes, que podrian requerir para su crecimiento de la presencia de
CO,, de ciertos metabolitos (hemina, menadiona, etc...) o de medios hipertonicos [2,3].

Las caracteristicas que definen a la gran mayoria de los miembros del género
Staphylococcus son la produccién de catalasa, que son bacterias anaerobias facultativas,
que no producen esporas, y que en general, son bacterias no capsuladas. Algunas
excepciones son Staphylococcus saccharolyticus y S. aureus subespecie anaerobious,

18



Introduccion

que son especies anaerobias, no producen la enzima catalasa, y no forman gas a partir
de carbohidratos. Algunas de las caracteristicas propias de Staphylococcus aureus son la
actividad DNAsa (Desoxirribonucleasa), la fermentacion del manitol y la produccion de
la enzima coagulasa, esta Ultima es la principal caracteristica que diferencia a
Staphylococcus aureus del resto de las especies del género Staphylococcus que se

denominan estafilococos coagulasa negativos [4].

2. EL GENOMA DE S.AUREUS: ESTRUCTURA Y ELEMENTOS QUE LO

CONFORMAN

En los ultimos afios se han producido grandes avances sobre el conocimiento del
genoma de S.aureus gracias a la secuenciacion del genoma completo de diferentes cepas.
Los genomas de algunas cepas como N315, Mu50, MW2, MRSA252, MSSA476 y
USA 300 estan publicados en la literatura [5-8] y los de otras cepas se encuentran

disponibles en internet (www.ebi.ac.uk/genomes/bacteria.htlm).

El tamafio del genoma de S. aureus varia en funcion de la cepa secuenciada pero
oscila aproximadamente entre 2,742 y 3,043 Mb. La comparacion de los genomas
secuenciados muestra que un 50% de las proteinas codificadas por el cromosoma de
S.aureus tienen una gran homologia con las de la bacteria Bacillus subtilis [5], lo que
sugiere que ambos microorganismos provienen de un ancestro comdn. De la
comparacion de los genomas se ha obtenido ademas, mucha informacién acerca del
contenido y estructura del genoma de S.aureus y por ello, se ha propuesto dividir el
genoma en 3 categorias el core, el core variable y el genoma accesorio [9].

Los genes que conforman el nicleo o core de la bacteria comprenden

aproximadamente el 75% del genoma, se encuentran muy conservados en todas las
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cepas, Yy en su mayoria se asocian al metabolismo central y a otras funciones esenciales
para la bacteria.

Los genes que conforman el core variable, comprenden aproximadamente el
10% del genoma de la bacteria, estdn muy conservados entre las cepas que se
encuentran relacionadas evolutivamente y codifican fundamentalmente proteinas de
superficie y proteinas reguladoras. La secuenciacion y comparacion de algunos genes
del core variable, se esté utilizando para la tipificacion de las bacterias. Uno de estos
métodos de tipificacién es el Multilocus Sequence Typing (MLST), que clasifica las
cepas en complejos clonales y de esta manera, se puede conocer su evolucién y la
epidemiologia a nivel mundial.

La otra parte del genoma denominada como genoma accesorio comprende
aproximadamente el 25% del genoma, contiene genes que se encuentran Unicamente en
algunas cepas y en su mayor parte, lo forman elementos genéticos moviles que se
transfieren horizontalmente entre las cepas. Estos elementos moviles incluyen los
bacteriofagos, las islas de patogenicidad, los cassettes cromosdmicos, los plasmidos y
los transposones [10].

Los transposones (Tn) son elementos genéticos mdviles, que suelen llevar
ademas de los genes esenciales para la transposicion, genes que codifican determinantes
de patogenicidad y de resistencia a los antimicrobianos o a metales pesados. Hay
transposones de pequefio tamafio como el Tn552 que lleva el gen bla que codifica una
penicilinasa, o el Tn554 que lleva genes de resistencia a la eritromicina y a la
espectinomicina [11]. Otros transposones de mayor tamafio llevan genes de resistencia a
las tetraciclinas, al trimetroprim o a los aminoglucésidos.

Otros elementos moviles que pueden conformar el genoma accesorio son los

bacteriofagos, que suelen ser portadores de genes que codifican determinantes de
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patogenicidad como el gen sea o entA que codifica la enterotoxina A [5], los genes
LukS y LukF que codifican la Leucocidina de Panton Valentine (LPV) [6], el gen scin
que codifica una proteina inhibidora del complemento, el gen chip que codifica una
proteina inhibidora de la quimiotaxis, y el gen sak que codifica la estafiloquinasa [12-
14]. Los bacteri6fagos se encuentran ampliamente diseminados entre las cepas de
Staphylococcus aureus de tal modo, que casi todas las cepas son portadoras de al menos
uno.

Otro de los elementos mdviles que pueden formar parte del genoma accesorio
son las islas de patogenicidad o gendmicas, que son estructuras parecidas a los
bacteriofagos pero que carecen de genes que les permitan la transferencia horizontal y
por ello, necesitan de bacteriofagos que les permitan la transferencia [15]. Se han
descrito varias islas gendmicas como SaPll (Staphylococcus aureus Pathogenicity
Island), y SaPI2 que son portadoras del gen tst-1, que codifica la toxina del sindrome
del shock toxico, las islas SaPI3 y SaPI4 que llevan genes que codifican enterotoxinas,
la isla de patogenicidad SaPlbov que es portadora de un gen que codifica una version
bovina del gen tst-1 y SaPlbap que codifica una proteina de adhesién que podria estar
implicada en la mastitis bovina. Se estan descubriendo nuevas islas de patogenicidad y
por ello la nomenclatura de las mismas estd siendo revisada. La mayor parte de las
cepas de S.aureus son portadoras de al menos una isla de patogenicidad.

Los plasmidos, son moléculas extracromosomicas de ADN circular de diversos
tamafos, que pueden transferirse de una célula a otra mediante conjugacion. Los
plasmidos de pequefio tamafio suelen contener 1 o 2 genes que codifican resistencias a
los antimicrobianos y los de mayor tamafio pueden ademas, llevar genes que codifican

determinantes de resistencia a metales pesados y a detergentes [16].
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Estos elementos genéticos mdviles en muchos casos, son portadores de genes
que codifican factores de virulencia o de resistencia a los antimicrobianos y tienen la
capacidad de transferirse horizontalmente de una cepa a otra, adquiriendo la cepa
receptora nuevos factores de virulencia o de resistencia a antibidticos que antes no tenia.
Por lo tanto, la transferencia horizontal entre cepas de este tipo de elementos, es de gran
importancia debido a las implicaciones clinicas que conlleva. El contenido genético de
las distintas cepas probablemente influya en la patogénesis y en la capacidad de
supervivencia y diseminacion de las mismas, y es probable que sea la razon por la que
unos grupos clonales predominan sobre otros. Por ello, el conocimiento del contenido
genético de las distintas cepas de S.aureus puede ser importante para dilucidar que
genes estan asociados a las distintas cepas, cuales se asocian a una mayor virulencia o a

un tipo de infeccion [17].

3.ESTRUCTURA BACTERIANA DE S. AUREUS Y FACTORES DE VIRULENCIA

Staphylococcus aureus es la especie del género Staphylococcus mas virulenta
para el hombre. Se caracteriza por poseer ciertos componentes estructurales y producir
numerosas enzimas y toxinas considerados factores de virulencia. La forma y severidad
de la infeccion son el resultado de una interaccion compleja, entre las defensas del
huésped y la actividad de los factores de virulencia que la bacteria produce en las
distintas fases de la infeccion.

Los factores de virulencia de S.aureus clasicamente se han clasificado en 2 grandes
grupos (Tablal):

e 1. Los componentes de la superficie bacteriana, como el polisacarido capsular,

ciertos componentes del peptidoglicano, y proteinas de superficie implicadas en
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la adhesion a las células del huésped denominadas MSCRAMMs (Microbial
Surface Components Recognising Adhesive Matriz Molecules).

e 2. Toxinas y enzimas extracelulares, que son producidas y excretadas por la

bacteria y que tienen diversas funciones y capacidades como la actividad
citotoxica, la actividad superantigénica o la capacidad de evadir el sistema
inmune del huésped.

Los factores de virulencia también se han clasificado en relacién a su funcién

biolégica en 3 grupos:

e 1. Los factores que intervienen en la colonizacién, facilitando la adhesion de la
bacteria a las células huésped.

e 2. Los factores que intervienen en la diseminacion y penetracion en los tejidos
del huésped.

e 3. Los factores que actuan facilitando la evasion del sistema inmune del huésped.

3.1. Componentes de la superficie bacteriana

3.1.1. La pared celular

La pared celular de las bacterias gram positivas es mas gruesa que la de las
bacterias gram negativas y esta formada por peptidoglicano que es lo que da
consistencia y forma a la célula y la protege de medios hipotdnicos. El péptidoglicano
es un biopolimero compuesto por unidades alternativas de N-acetil-D-muramico (M) y
N-acetil-D-glucosamina (G) unidos por enlaces glucosidicos p (1-4). Unido a cada
unidad M hay un tetrapéptido o pentapéptido formado por los péptidos L-alanina, D-

glutamina, L-lisina, D-alanina (D-alanina) [18]. Las unidades de tetrapéptido se unen
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entre si por puentes pentapeptidicos de glicina entre la D-alanina de un tetrapéptido y la
L-lisina de otro (Figura 2). El peptidoglicano estd implicado de forma indirecta en la
patogénesis, ya que por un lado, es reconocido por el sistema inmune del huésped
desencadenando la liberacién de citoquinas y produciendo una respuesta inflamatoria, y
por otro lado, el peptidoglicano es la superficie de anclaje para la mayoria de las

MSCRAMMs.

L-Alanina

Acido D-glutamico
— L-Lisina
e
D-alanina
D-alanina

Ponte de
/ pentaglicina

o,

Peptidoglicano de
Staphylococcus aureus

Figura 2. Estructura del peptidoglicano de Staphylococcus aureus. Se observan los residuos M y G unidos por los
enlaces glicosidicos B (1-4) y el tetrapéptido unido a los residuos de M y los enlaces peptidicos transversales de
pentaglicina.

Otros componentes de la pared celular son las proteinas fijadoras de penicilina
PBPs (Penicillin Binding Proteins). Staphylococcus aureus es capaz de producir 4 PBPs
denominadas PBP1, PBP2, PBP3 y PBP4, que estan implicadas en el ensamblaje del
peptidoglicano de la pared celular [19]. La actividad biologica de las PBPs es similar a
la de las proteasas de serina y actlan como transpeptidasas en el cruzamiento de las
cadenas de glucano [20]. La PBP2 es una proteina bifuncional que ademas de la

actividad transpeptidasa, también actlia como transglicosilasa [21].
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Los acidos teicoicos son componentes de la pared celular que contribuyen en un
50% al peso de la misma. Estos &cidos estan constituidos por polimeros de ribitol-
fosfato y se encuentran unidos al N-acetilmuramico del peptidoglicano. Se desconoce si
los é&cidos teicoicos desempefian alguna funcion directa en la patogénesis pero
indirectamente son el sitio de unién de enzimas y proteinas, de hecho se han implicado
en la colonizacion nasal, ya que interviene en la union a las células epiteliales [22].

Los é&cidos lipoteicoicos también forman parte de la pared celular, y se
caracterizan por ser estructuralmente semejantes a los acidos teicoicos excepto porque

estan compuestos por glicerol fosfato y se unen a la membrana plasmatica [23].

3.1.2. Proteinas de superficie implicadas en la adhesion

El primer paso en el establecimiento de la infeccion es la adherencia de la
bacteria a los tejidos del huésped al que infecta. Para ello, Staphylococcus aureus utiliza
diferentes proteinas que se encuentran ancladas a la pared celular y que tienen la
capacidad de unirse a moléculas de la matriz extracelular del huésped y a componentes
del plasma, favoreciendo asi la adhesion y el comienzo de la infeccidn. Estas proteinas
en su conjunto se denominan MSCRAMMSs y su importancia individual y su
implicacién en el proceso de colonizacion e infeccion, se ha establecido de manera
concluyente unicamente en algunos casos [24].

Se han descrito un gran numero de MSCRAMMSs pero sobre las que mas se ha
estudiado y se conoce son la proteina de union al colageno CNA (Collagen-binding
Adhesin), las proteinas de union a la fibronectina A y B denominadas FnBPA y FnBPB
(Fibronectin-binding Protein), las proteinas de union al fibrinbgeno CIfA y B

(Clumping factor) y la proteina A. En la tabla 1 se muestran ademas otros factores de

25



Introduccion

adhesion que se han descrito en S.aureus de algunos de los cuales, se desconoce su

funcion por el momento.

Las proteinas de adhesion FnBPA y FnBPB son producidas por la mayor parte
de las cepas de S.aureus y estadn codificadas por 2 genes estrechamente vinculados:
fnbA y fnbB [25].

Estas proteinas median la union de la bacteria a la fibronectina y contribuyen en
la adherencia de S.aureus a los coagulos sanguineos y a los biomateriales, con lo que se
encuentran implicadas en la colonizacion e inicio de la infeccion de biomateriales como
protesis y catéteres intravasculares [26-28]. Hay estudios que han demostrado que
también intervienen el proceso de invasion intracelular de los fagocitos [29, 30], en la
colonizacion del epitelio respiratorio [31] y también podrian tener una implicacion

directa en el comienzo de la infeccion endovascular [32].
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TABLAL. MSCRAMMs Y FACTORES DE ADHESION DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS [Adaptada de 23].

GEN PROTEINA

spa Proteina A

clfA Factor de agregacion A

clfB Factor de agregacion B

cna Proteina de unién al colageno
fnbA Proteina de unién a fibronectina
fnbB Proteina de union a fibronectina
SdrC Proteina serina aspartato

SdrD, SdrE Proteina serina aspartato

pls Proteina Plasmin-sensitive

sasA, B, C, E,

F,IJ,K

sasG

sasH

Ebh

fib

ebps

bbp

vwb

Proteinas de superficie

Proteina de superficie G

Proteina de superficie H

Proteina de uni6n a fibronectina
asociada a la pared celular

Proteina de unioén al fibrinégeno
Proteina de unién a la fibronectina
asociada a la pared celular

Proteina de unién a la sialoproteina
Osea

Von

Proteina de unién al factor

Willebrand

FUNCION

Unidn al fragmento Fc de

anticuerpos

Union al fibrindgeno
Union al fibrindgeno
Union al colageno

Unién a la fibronectina

Union a la fibronectina
Union al fibrindgeno
Posible unién al fibrinégeno

Union a células de mucosa

nasal

Indeterminada

Union a células de Ila
mucosa nasal
Indeterminada

Union a la fibronectina

Union al fibrin6geno

Union a la fibronectina

Unién a la sialoproteina
6sea

Union al factor Von
Willebrand

POSIBLE IMPLICACION EN

LA PATOGENESIS

Modelos experimentales de sepsis

y artritis

Modelos de endocarditis

Modelos de osteomielitis

Modelos endocarditis e

invasion celular

Colonizacién de la mucosa nasal

Asociada con infeccion invasiva

Asociada con infeccion invasiva

Otro factor de adhesion descrito en S.aureus es la proteina CNA que media la

adherencia bacteriana al colageno. A diferencia de otras adhesinas, CNA es producida
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por una menor proporcion de las cepas (del 38 al 56% aproximadamente) [33, 34] y esta
codificada por el gen cna que se encuentra localizado en una isla de patogenicidad. Hay
estudios que demuestran que la proteina CNA es suficiente y necesaria para la adhesion
de la bacteria al cartilago [35], sin embargo, el papel que desempefia en las infecciones

de hueso y articulaciones no esta del todo claro. [36].

Las proteinas CIfA y CIfB son proteinas de union al fibrinbgeno y estan
codificadas por 2 genes distintos denominados cIfA y clIfB. CIfA media la unién de la
bacteria a los codgulos sanguineos y al biomaterial plastico in vitro [27,28], por lo que
probablemente es un factor implicado en las infecciones de protesis y de heridas. En
modelos animales de endocarditis se ha demostrado que la deleccidn del gen clfA hace
que las cepas isogénicas sean menos virulentas que las cepas salvajes [37]. Por otro lado,
se ha demostrado que CIfB media la adherencia al fibrindgeno inmovilizado y al
biomaterial ex vivo [38]. Aunque no se conoce la razon exacta por la cual S.aureus
expresa dos proteinas con capacidad de unién al fibrinbgeno, se piensa que
probablemente actien de forma sinérgica, ya que ambas reconocen diferentes partes del
ligando y de este modo la bacteria puede unirse mas firmemente a los trombos en

condiciones de flujo en el torrente sanguineo.

Otra proteina perteneciente a esta familia es la proteina A, que tiene la capacidad
de unirse a la fraccion Fc de la inmunoglobulina G e inhibir la ospsonizacion y la
fagocitosis. Otra de sus caracteristicas es la capacidad de unién al factor Von
Willebrand que esta presente en el endotelio dafiado, pudiendo jugar un papel en la

adhesion durante el inicio de la infeccidn intravascular [36].
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3.1.3. El polisacérido capsular

La mayoria de los aislados de S.aureus se encuentran revestidos por una capsula
formada por polisacaridos, que se produce durante la fase postexponencial de
crecimiento de la bacteria [39]. Se conocen 11 serotipos capsulares. Los serotipos
denominados 1 y 2 no se suelen encontrar en los aislados clinicos y las cepas que los
producen se caracterizan fenotipicamente por formar colonias mucosas. Algunos
estudios realizados en modelos animales demuestran que estas cepas son capaces de
resistir la opsonizacion y la fagocitosis y por ello son mas virulentas que las cepas no
mucosas. El resto de los serotipos poseen un fenotipo no mucoide y su morfologia es
indistinguible. Los serotipos 5 y 8 son los que se encuentran con mas frecuencia en los
aislados clinicos y su papel en la patogénesis no estd del todo claro. Algunos estudios
sugieren que los polisacaridos capsulares 5 y 8 no aportan una mayor virulencia a las
cepas en modelos animales, en cambio otros estudios demuestran que las cepas
productoras de capsula del serotipo 5, son mas virulentas que las mismas cepas no
capsuladas en cuanto a la formacion de abscesos y en modelos de artritis séptica [40].

Los antigenos capsulares han sido los primeros antigenos empleados en la

investigacion de vacunas frente a S.aureus [41].

3.1.4. El biofilm

Una forma de resistencia del género Staphylococcus y de otros géneros, es la
formacién de biofilm o biopeliculas. Las biopeliculas se forman cuando los
microorganismos se adhieren a una superficie produciendo polimeros extracelulares que

dan lugar a una matriz estructural que a su vez, facilita la adhesion de mas
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microorganismos. Esta estructura permite la colonizacién y la persistencia de la bacteria
en catéteres y biomateriales. La produccion de un polisacarido denominado PIA
(Polysaccharide Intercelullar Adhesin) constituido por cadenas de  (1-6) glucosamina
que son sustituidas en el nitrégeno por residuos de succinato [42], es fundamental para
la formacién del biofilm. Este polisacarido esta codificado por el operén ica
(Intercellular Adhesion Protein) que estd compuesto por los genes biosintéticos icaA,
icaD, icaB e icaC y el gen regulador icaR. Se han descrito también otras proteinas que
contribuyen a la formacion del biofilm como ARE, AAP (Accumulation Associated
Protein) y Bap (Biofilm Associated Protein) [43]. La producciéon de biofilm se ha
estudiado fundamentalmente en S.epidermidis, aunque también se ha descrito en
S.aureus un homdlogo del gen ica [44]. La implicacion exacta de la formacion del
biofilm en la patogenia de S.aureus no se conoce con exactitud, ya que la presencia de
otras adhesinas producidas por la bacteria, enmascara la contribucion de este elemento

en la colonizacién e infeccion.

3.2. Factores extracelulares producidos por Staphylococcus aureus

S.aureus es capaz de producir y secretar proteinas que desempefian funciones
diversas en la patogenia de la bacteria. Estas proteinas pueden ser enzimas o ciertas

toxinas.

3.2.1. Enzimas extracelulares

S.aureus es capaz de producir y secretar una serie de enzimas que probablemente

en mayor o menor medida intervienen en el proceso de infeccion. Sin embargo, se
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desconoce con exactitud en la mayor parte de las mismas el papel concreto que

desempefian en la patogénesis. Algunas de las enzimas mas estudiadas son:

La catalasa, que degrada el peréxido de hidrégeno protegiendo a la bacteria de la
fagocitosis.

La coagulasa, que se encuentra de 2 formas, como factor de agregacion o
coagulasa ligada y como coagulasa libre. Ambas favorecen la formacion de
coagulos, convierten el fibrindgeno en fibrina y favorecen la formacién de
abscesos y procesos sépticos. La deteccion de la coagulasa libre es la prueba que
diferencia S.aureus del resto de Staphylococcus denominados como coagulasa
negativos.

La hialuronidasa, cuya funcion es degradar el &cido hialurénico facilitando la
propagacion de la infeccion.

La penicilinasa, que es una enzima producida por la préctica totalidad de las
cepas de S.aureus y que es capaz de inactivar la penicilina hidrolizando el anillo

B-lactamico.

3.2.2. Proteinas extracelulares

S.aureus es capaz de producir una gran variedad de exoproteinas que

desempefian diversas funciones en la patogenia. Algunas de las exoproteinas que se han

descrito son las hemolisinas, las leucocidinas, la toxina del sindrome del shock téxico

(TSST-1), las enterotoxinas, las toxinas exfoliativas y otras menos conocidas como las

proteinas EDIN (Epidermal Cell Differentiation Inhibitor), SCIN (Staphylococcal

Complement Inhibitor) o CHIPS (Chemotaxis Inhibitory Protein). En la tabla 2 se

muestran los principales factores extracelulares producidos por S.aureus.
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PROTEINA LOCALIZACION  FUNCION
a-hemolisina Cromosoma Citotoxina. Hemolisina
B-hemolisina Cromosoma Citotoxina. Hemolisina
8-hemolisina Cromosoma Citotoxina. Hemolisina
v-hemolisina Cromosoma Citotoxina. Hemolisina
LPV Fago Lisis leucocitos , necrosis
TSST-1 SaPI11,2,bov Sindrome shock toxico (SST)
Toxina exfoliativa A Fago Sindrome piel escaldada
Toxina exfoliativa B Plasmido Sindrome piel escaldada
Enterotoxina A Fago Intoxicacion alimentaria.SST
Enterotoxina B SaP13 Intoxicacion alimentaria.SST
Enterotoxina C SaPl14 Intoxicacion alimentaria.SST
Enterotoxina D Plasmido Intoxicacion alimentaria.SST
Serin proteasa Cromosoma Proteasa
Proteasa Cromosoma Factor de diseminacion
Metaloproteasa (aureolisina) Enzimas procesadoras
Cisteina proteasa Enzimas procesadoras
Proteasa Diseminacion. Nutricion
Glicerol ester hidrolasa Cromosoma Diseminacion. Nutricion
Lipasa Diseminacion. Nutricion
FAME Cromosoma Esterificacion de &cidos grasos
Fosfolipasa
Nucleasa Cromosoma Nutricién
Hialuronidasa Cromosoma Factor ~ de  diseminacion.
Degradacion acido hialurénico
Coagulasa Cromosoma Formacion coagulos
Estafiloquinasa Fago Activa plasminégeno
Modula sistema inmune
EDINAEDINB, EDINC edinB : SaPI Inhibir la diferenciacién de

SCIN

CHIPS

edinC : plasmido
Fago

Fago

células epidérmicas
Inhibicién complemento

Inhibicién quimiotaxis
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3.2.2.a. Las hemolisinas

S.aureus es capaz de producir cuatro tipos de hemolisinas que se denominan con
letras del alfabeto griego (hemolisinas alfa, beta, gamma y delta).

La hemolisina alfa o toxina alfa es una toxina que esta codificada por el gen hla
y que se encuentra presente en el genoma de un elevado porcentaje de las cepas de
S.aureus. Esta toxina tiene la capacidad de formar poros en las células, provocando la
lisis de las mismas. También se ha descrito que posee cierta actividad dermonecrética y
neurotoxica [45], aunque el papel de la hemolisina alfa en la infeccién humana no se ha
establecido de manera irrefutable.

Otra de las hemolisinas que la bacteria puede producir es la hemolisina beta o
esfingomielinasa C. Esta toxina esta codificada por el gen hlb y se produce en grandes
cantidades en la mayoria de las cepas de S.aureus, particularmente las aisladas en
animales. La hemolisina beta posee actividad esfingomielinasa [46], pero el papel que
desempefia en la infeccion humana no se comprende con claridad. Es la hemolisina que
da lugar al CAMP test (Test de Christie, Athkins y Muench-Petersen).

La hemolisina gamma esta formada por 2 componentes, las proteinas S y F, que
estan codificadas por los los genes hlgA (gamma 1) y hlgC (gamma 2) y higB
respectivamente, estos genes se encuentran en el cromosoma de la practica totalidad de
las cepas de S.aureus. En cuanto a su actividad, la hemolisina gamma es capaz de lisar
los eritrocitos de los mamiferos y también tiene actividad frente a neutrofilos y
macrofagos.

La hemolisina delta es una toxina codificada por el gen hld que se encuentra
presente en el cromosoma del 97% de las cepas de S.aureus. ES una toxina que posee la

capacidad de lisar eritrocitos y otras células de mamiferos, ya que tiene propiedades
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surfactante y formadora de poros. También se ha descrito que posee cierta actividad

dermonecrdtica [47].

3.2.2.b. La Leucocidina de Panton Valentine

La LPV es una citotoxina formada por 2 subunidades, LUKF-PV y LukS-PV, y
que esta codificada por dos genes contiguos, LukS y LukF, que se cotranscriben y se
localizan en bacteri6fagos [14]. La LPV posee la capacidad de destruir los leucocitos
mediante la formacion de poros en la membrana de los mismos, y es capaz de producir
necrosis en los tejidos del huésped al que infecta. Un reducido porcentaje de las cepas
de S.aureus es portador de los genes que codifican la LPV, sin embargo, es frecuente
encontrar estos genes en las cepas de S.aureus resistentes a meticilina asociadas a la
comunidad (SARM-AC). Aunque la produccion de LPV por parte de la bacteria se ha
asociado con determinados sindromes clinicos, fundamentalmente con infecciones de
piel y tejidos blandos (IPTBs) [48-50] y con neumonia necrosante severa [51-54],
también se ha detectado su presencia en cepas productoras de otro tipo de infecciones
[55-62]. La contribucion de la LPV en la virulencia y patogénesis de estas cepas ha sido
objeto de numerosos estudios que muestran resultados confusos y contradictorios.
Estudios recientes realizados en modelos animales de neumonia, IPTBs y sepsis,
muestran que no existen diferencias significativas en cuanto a la virulencia entre las
cepas USA 300, USA 400 y sus variantes isogenicas a las cuales se delecciona la LPV.
[63-65]. Sin embargo, hay estudios que demuestran con modelos animales que la
presencia de la LPV esta directamente relacionada con la produccion de neumonia
necrosante [66]. Un hecho que evidencia la confusion en cuanto a la implicacion de la

LPV en la virulencia de SARM-AC, es que estudios que se han llevado a cabo
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empleando los mismos modelos animales de infeccion de piel y neumonia y las mismas
cepas, muestran resultados opuestos [67, 65] por ello, el papel que desempefa la LPV
en la patogénesis y la virulencia permanece sin ser aclarado, y sigue siendo motivo de

estudio.

3.2.2.c. Toxinas con actividad superantigénica

S.aureus es capaz de producir 3 tipos de exotoxinas denominadas toxinas
pirégenas superantigénicas, cuya produccién es la causa de los sindromes toxigénicos.
En este grupo se encuentran la TSST-1, las enterotoxinas y las toxinas exfoliativas o
epidermoliticas.

El término pirdgeno hace referencia a la capacidad para producir fiebre, y el
término superantigénico a la habilidad para estimular inespecificamente un gran nimero
de linfocitos T CD4+ en el huésped, provocando la liberacion masiva de citoquinas.
Esta capacidad es debida a que a diferencia de los antigenos convencionales, los
superantigenos se unen a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de
clase 11 (CMH-I11) fuera de la hendidura clésica de union al antigeno, y a la vez se unen
a los linfocitos T en puntos especificos de la region variable de la cadena  (Figura3).
Esta interaccion da lugar a la activacion de grandes cantidades de linfocitos T CD4+y a

la produccion masiva de citoquinas [68].
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Figura 3. Unién de un antigeno convencional y un superantigeno a una célula presentadora de antigenos del CMH-II
y a receptores de linfocitos T colaboradores. A diferencia de los antigenos convencionales, los superantigenos se
unen al CMH-II fuera de la hendidura clasica de union al antigeno y a la vez se unen a los linfocitos T en puntos

especificos de la region variable de la cadena .

La produccion por parte de la bacteria de la toxina TSST-1 es la causa del
sindrome del shock toxico (SST). Esta toxina esta codificada por el gen tst que se
encuentra localizado en el cromosoma de la bacteria en islas de patogenicidad (SaPl11,
SaPI2 y SaPlbov) [69]. La TSST-1 tiene una serie de caracteristicas Unicas como la
capacidad de atravesar superficies mucosas y también se piensa que podria desempefiar

algun papel en la artritis reactiva. [70, 71].

Otras toxinas con capacidad superantigénica son las enterotoxinas, cuya
produccidn por parte de la bacteria es la causa del sindrome de intoxicacion alimentaria
estafilocdcica. Este sindrome ocurre debido a la ingestién de alimentos contaminados
con enterotoxinas ya preformadas. Hasta el momento se han descrito 18 enterotoxinas:
SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP,

SEQ, SER y SEU. Cada una de ellas esta codificada por un gen que se suele denominar
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con el prefijo se o ent seguido de la letra a la que corresponda la enterotoxina que
codifica. La mayoria de estos genes se encuentran localizados en elementos méviles, de
este modo, los genes que codifican las enterotoxinas SEA y SEE se encuentran en un
fago, los que codifican las enterotoxinas SED y SEJ se encuentran en plasmidos y los
que codifican las enterotoxinas SEB, SEC, SEK, SEL Y SEP se localizan en islas de
patogenicidad (SaP13, SaP14, SaPlbov). Los genes seg, sei, sem, sen, Seo y a veces seu,
pertenecen a un operén denominado egc [69, 72].

Las enterotoxinas son toxinas termoestables, resisten la inactivacion por parte de
las proteasas, y como la mayoria de las proteinas secretadas, se producen
mayoritariamente en la fase postexponencial de crecimiento de la bacteria. También se
ha asociado la produccion de algunas enterotoxinas (SEA, SEB, SEC, SED y SEG-

SEQ) con el SST.

Otro tipo de toxinas que algunas cepas de S.aureus son capaces de producir son
las toxinas exfoliativas. La produccion de estas toxinas por parte de la bacteria es la
causa del sindrome de la piel escaldada. Se han descrito 4 tipos de toxinas exfoliativas
ETA, ETB, ETC y ETD, pero las que se han asociado con el sindrome toxico de
escaldadura estafilococica son las toxinas ETA y ETB [73]. La toxina ETC es la que
mas se diferencia genéticamente del resto, Unicamente presenta un 13% de homologia
con la toxina ETD y mucho menos con el resto de las toxinas exfoliativas, y se ha
detectado en una cepa aislada en caballos [74]. Las toxinas exfoliativas estan
codificadas por los genes eta, eth, etc y etd, cada uno de ellos localizados en diferentes
regiones del genoma de la bacteria. El gen eta se localiza en el cromosoma y en el fago
®ETA. El gen etb esta localizado en un plasmido, el cual a su vez es portador de otros

elementos implicados en la patogénesis, como el gen que codifica la resistencia al
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cadmio y el gen que codifica la exotoxina EDIN-C. EI gen etd se encuentra en una isla
de patogenicidad en la que se localiza también el gen que codifica la toxina EDIN-B [75,
76]. La adquisicion por parte de la bacteria de estos elementos genéticos moviles, no
solo implicaria la adquisicion de las toxinas exfoliativas, sino también de otros factores
de virulencia.

El mecanismo por el cual las toxinas exfoliativas producen patologia no se
conoce con exactitud. Se sabe que las toxinas son producidas por la bacteria cuando esta
se encuentra en el torrente sanguineo, y por difusién desde los capilares alcanzan la
zona granulosa de la epidermis. Una vez en la epidermis, se unen a la desmogleina-1,
que es una proteina importante en el mantenimiento de la adhesion entre las células de
la epidermis, y ahi parece ser que actlan como proteasas destruyendo la cohesion

intercelular.

3.2.2.d. Las toxinas EDIN

La familia de exotoxinas EDIN estd compuesta por las toxinas EDIN-A, EDIN-
B y EDIN-C. Se conoce bastante poco sobre las caracteristicas de estas toxinas y su
implicacién en la patogenia, ya que son muy pocos los estudios publicados al respecto.
En cuanto a su implicacion en la patogenia y mecanismo de accion, algunos estudios
demuestran que la toxina EDIN-A es capaz de bloquear la diferenciacion del
queratinocito e inducir hiperplasia de la dermis in vivo [77], mediante la inactivacion de
las GTPasas (Guanosina Trifosfatasas) RhoA y RhoB [78]. Las GTPasas Rho son
reguladores centrales del citoesqueleto de actina de las células eucariotas, y su
inactivacion bloquea algunas funciones de las células del sistema inmune, como la

quimiotaxis y la fagocitosis [79]. En cuanto a la toxina EDIN-B, esta presenta un 78%
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de homologia con EDIN-A, y también se ha descrito su capacidad para inhibir las
GTPasas RhoE y RhoA [80]. Los genes edinB y edinC que codifican las toxinas EDIN-
B y EDIN-C se localizan en elementos mdviles. Estos a su vez llevan genes que
codifican otros factores de virulencia, de este modo, edinB se localiza en una isla de
patogenicidad junto con el gen etd, y el gen edinC se encuentra en un plasmido junto
con el gen que codifica la resistencia al Cadmio y el gen etb [81].

A pesar de que podria tratarse de una familia de toxinas importantes en la
patogenia de la infeccién causada por S.aureus, las toxinas EDIN no han sido estudiadas

en profundidad y su papel exacto en la patogénesis esta todavia por descubrir.

3.2.2.e. Proteinas implicadas en la evasion del sistema inmune

En algunas cepas de S.aureus se han descrito unos factores de virulencia que
actan modulando el sistema inmune innato del huésped. Uno de estos factores es el
denominado SCIN. Este factor es un inhibidor de la C3 convertasa que actla
blogueando la formacion de C3b en la superficie de la bacteria, y por lo tanto impide la
fagocitosis del microorganismo por los neutréfilos humanos [82]. Otro de estos factores
es el denominado CHIPS, este factor de virulencia bloquea dos receptores de los
neutrofilos humanos que estan involucrados en la quimiotaxis [83, 84]. Tanto SCIN
como CHIPS son factores de virulencia que protegen a la bacteria del sistema inmune
del huésped al que infecta. Los genes que codifican los factores SCIN (scn) y CHIPS
(chp) se encuentran localizados en unos fagos denominados f-hemolysin-converting
bacteriophages [13]. Estos fagos se insertan en el cromosoma de S.aureus en el gen que
codifica la B-hemolisina truncando este gen e inhibiendo la expresion de la misma.

Estos fagos ademas de ser portadores de los genes scn y chp también pueden llevar los
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genes sak que codifica la estafiloquinasa, y entA, que codifica la enterotoxina A, estos
genes se introducen en el cromosoma de la bacteria en diferentes combinaciones en

funcién del fago que se inserte.

4. SISTEMAS DE REGULACION DE LA EXPRESION DE FACTORES DE

VIRULENCIA

Los factores de virulencia, tanto los relacionados con factores de adhesion como
las proteinas secretadas, son controlados por una serie de sistemas de regulacion que en
funcion de las condiciones ambientales controlan la expresion de ciertos determinantes
metabolicos y de virulencia. Estos sistemas reguladores reciben e integran sefiales
ambientales y en funcion de las necesidades, regulan positiva 0 negativamente la
expresion de los factores virulencia, para asi producirlos en el momento y en las
cantidades necesarias para el microorganismo.

El sistema regulador mas conocido y estudiado es el agr (Accessory Gene
Regulator). El agr es un sistema de 2 componentes componentes denominado TCS
(Two Component System) que regula la expresion de genes en funcion de la densidad
bacteriana, de modo que, permite la expresion de adhesinas durante la fase exponencial
de crecimiento cuando la densidad bacteriana es baja, y activa la expresion de
exoproteinas durante la fase postexponencial y estacionaria de crecimiento, cuando la
densidad bacteriana es elevada. El sistema agr es un locus de aproximadamente 3 Kb
que contiene unidades de transcripcidn divergentes dirigidas por los promotores P1y P2.
El promotor P2 dirige la transcripcion de la proteina transmembrana AgrB, que esta
implicada en el procesamiento y la secrecion de AgrD, proteina precursora del péptido

auto inducible AIP (Auto Inducing Peptide). El operdn P2 también codifica el receptor
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transmembrana AgrC y el AgrA que es un regulador de la transcripcién. EI operon P3
codifica la hemolisina delta y el ARNIII, que es un regulador intracelular que regula la
expresion de muchos genes de virulencia. En la fase exponencial de crecimiento se
activa la trascripcion de AIP, lo que resulta en una activacion a su vez del promotor P3
y una retroalimentacion positiva que resulta en la produccion de exoproteinas y en la
inhibicién de la produccién de factores de adhesién (Figura 4) [85]. En funcién de la
diversidad de las secuencias de la region hipervariable se han descrito cuatro tipos de
agr en S.aureus (agrl-1V).

Aungue el sistema agr es esencial en la regulacion de la expresion de factores de
virulencia no es el tnico. Se han descrito al menos otros 3 sistemas de regulacion de dos
componentes, denominados sae (Staphyloccus aureus Exoproteins), arlS (Autolisis-
Related Locus Sensor), y srrAB (Staphylococcal Respiratory Response). También se ha
descrito un factor sigma denominado ® y un gran numero de factores de transcripcion
entre los que se encuentran sarA (Staphylococcal Accesory Regulator), sarS, sarT,
sarR y Rot (Tabla 3). Los sistemas reguladores de dos componentes, actlan
transmitiendo sefiales directamente a los genes diana, o a factores de transcripcion
intermediarios que son los que regulan los genes diana y que en ocasiones, acttan

independientemente de los sistemas de dos componentes.
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Figura 4. Sistema de regulacion agr. Al aumentar la densidad bacteriana el promotor P2 activa la trascripcion de AlP.
El AIP interacciona con su receptor AgrC y activa al regulador de la trascripcion AgrA, proceso que conlleva la
fosforilacion o defosfosrilacion de AgrA. Una vez activado el regulador AgrA, este activa la transcripcion desde el
promotor P2, generando un sistema de retroalimentacién positiva y desde el promotor P3, activandose la
transcripcion de hemolisina delta y ARNIII. EI ARNIII es un ARNm con funciones reguladoras globales que activa la
expresion de la mayoria de las proteinas secretadas y reprime la expresion de los factores de adhesion.

Los sistemas reguladores se componen por una red compleja que integra tanto
las sefiales externas como internas de la célula, respondiendo de la forma méas adecuada
en funcion de las necesidades de la bacteria. Estos circuitos pueden complementarse y
por lo tanto la interrupcion de uno de estos sistemas puede ser compensada por los
demas. EIl sistema agr parece ser el centro donde convergen muchos otros sistemas

reguladores.

42



Introduccion

TABLA 3. GENES REGULADORES Y FACTORES DE TRANSCRIPCION DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

[Adaptada de 85]
UNIDAD

REGULADORA

AgrACDB/ARNIIIL

SaePQRS

AriRS

SrrAB

SarA

SarS

SarT

SarR

Rot

Complejo RAP-TRAP

DESCRIPCION

TCS

TCS

TCS

TCS

Factor sigma Rpo

Factor de transcripcion

Factor de transcripcion

Factor de transcripcion

Factor de transcripcion

Factor de transcripcion

TCS

FUNCION

Regula mdaltiples genes accesorios que codifican  proteinas
extracelulares y citoplasmaticas

Regula multiples genes que codifican proteinas

Activa la transcripcion de hla, hlb, nuc y coa.

Regula la autolisis y algunos genes accesorios

Regula algunos genes accesorios cuando la presion de oxigeno
es baja como tst y spa

Regula muchos genes accesorios. Activa la transcripcion de coa
y proteinas de union a la fibronectina en la fase temprana de
crecimiento.

Reprime la expresion de algunas proteinas secretadas en la fase

estacionaria.

Estd implicado en la autoinduccion del agr en ciertas
condiciones.

Activa la transcripcion de fnbA y B, cap5, hld, tst y coa.

Activa la transcripcion del gen spa y posiblemente de otras

proteinas de superficie.

Reprime la transcripcion de hla y posiblemente de otros genes

que codifican exoproteinas.
Factor de transcripcion menor de SarA y posiblemente de SarS.

Factor de transcripcion mayor para hla y otros genes que

codifican para exoproteinas.

Activacion del agr
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5. COLONIZACION POR S.AUREUS

Staphylococcus aureus coloniza la piel y las mucosas del ser humano y de
algunos animales. Las regiones anatémicas que principalmente suele colonizar son las
axilas, region perineal, orofaringe, mucosa genital y tracto digestivo, sin embargo, son
las fosas nasales su verdadero nicho ecoldgico.

La prevalencia de la colonizacion nasal por S.aureus es variable [86].
Aproximadamente un 20% de la poblacién estd colonizada de manera permanente, a
este grupo de poblacién se les denomina portadores persistentes, un 60% de la
poblacion esta colonizada de manera intermitente, y aproximadamente el 20% no ha
estado nunca colonizada. Hay estudios que demuestran que el estado de portador
persistente es mas frecuente en nifios que en adultos [87, 88]. Un hecho demostrado es
que el riesgo de infeccidn por S.aureus es mayor en pacientes portadores nasales que en
no portadores [89]. Este riesgo es especialmente elevado en pacientes sometidos a
cirugia, en pacientes en hemodialisis, dialisis peritoneal o en pacientes ingresados en
UCI [90-93]. Algunos estudios sugieren, que la colonizacion por SARM
(Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina) comporta un mayor riesgo de infeccion
que la colonizacion por SASM (Staphylococcus aureus Sensible a Meticilina) [92, 94,

95].

6. SINDROMES CLINICOS CAUSADOS POR S.AUREUS

Aparte de colonizar, S.aureus es un patdgeno capaz de causar una gran variedad

de cuadros clinicos ya sea por invasion de los tejidos debido a lesiones traumaticas o
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quirargicas, o por diseminacién hematdgena causando cuadros metastasicos, también

puede causar infecciones toxigénicas debido a la produccién de ciertas toxinas.

6.1. Infecciones toxigénicas

Los sindromes causados por la produccion de toxinas por parte de la bacteria son
el sindrome de la piel escaldada causado por la produccién de toxinas exfoliativas, el
sindrome del shock tdxico debido a la produccién de TSST-1 y algunas enterotoxinas, y
la intoxicacién alimentaria causada por la produccién de enterotoxinas.

El SST es una infeccion multisistémica generalizada que incluye siguientes
criterios clinicos: fiebre mayor o igual a 38,9°C, hipotension, rash eritematoso difuso,
compromiso de varios érganos, y descamacion cutanea. Este sindrome ocurre cuando
grandes cantidades de toxinas superantigénicas (TSST-1 o enterotoxinas) se diseminan
a través del torrente sanguineo [69]. Existen 2 formas clinicas del SST, la forma clinica
menstrual y la no menstrual. EI SST menstrual esta relacionado con el uso de tampones
y esté causado por la produccion por parte de la bacteria de la toxina TSST-1, que tiene
la capacidad de atravesar membranas mucosas. EI SST no menstrual esta relacionado
con otras entidades clinicas como la sobreinfeccion de lesiones traqueales causadas por
el virus influenza, el SST postquirtrgico o el SST postparto, entre otros. EI SST no
menstrual puede ser causado por la produccion de la toxina TSST-1 y también de
algunas enterotoxinas (SEA, SEB, SEC, SED y SEG-SEQ). La mortalidad del SST es
de aproximadamente un 5%, y son los casos de SST no menstrual los que presentan

mayores indices de mortalidad [47, 69].
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El sindrome de la piel escaldada es una entidad clinica que afecta
fundamentalmente a neonatos y a nifios, aunque también a adultos con ciertas patologias
de base. Este sindrome comprende un espectro de desordenes de la piel causados por las
toxinas exfoliativas ETA y ETB. En la infeccién generalizada, que afecta a toda la
superficie del cuerpo, las toxinas exfoliativas se diseminan por el torrente sanguineo
desde el foco de la infeccién causando dafio en la epidermis y la piel se descama
dejando zonas desnudas. Si la zona afectada es muy localizada la infeccién se denomina
como impétigo bulloso, y clinicamente se muestra como ampollas llenas de pus
(pustulas). La mortalidad es variable en funcién de la extension de la infeccion, en nifios
es baja (<5%) pero en adultos puede llegar entorno al 60% dependiendo del tamafio del

area afectada y las comorbilidades.

La intoxicacion alimentaria estafilocdcica es un sindrome que resulta del
consumo de alimentos que contienen enterotoxinas ya formadas. Las enterotoxinas son
capaces de resistir el calor y son resistentes también a la accion de las proteasas
intestinales como la pepsina. La cantidad de enterotoxinas requerida para causar
intoxicacion es muy pequefia, siendo una dosis de 20 a 35ug suficiente para causar
vomitos en humanos. El cuadro clinico se caracteriza por un corto periodo de
incubacion de aproximadamente 4 horas y una sintomatologia caracterizada
principalmente por nauseas y vomitos violentos normalmente acompafiados de dolor
abdominal y diarrea. La duracién de los sintomas suele ser de un dia y generalmente se
autolimitan. En la poblacién general la mortalidad es muy baja, de aproximadamente un
0,03% sin embargo, en determinados grupos de poblacion como ancianos o nifios la
mortalidad puede llegar a un 4,4%. Las enterotoxinas ademéas de tener capacidad

superantigéncia, también actuan sobre los centros nerviosos del intestino de modo que
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las sefiales son transmitidas a través del nervio vago y del sistema simpético al centro

reflejo emético de la médula [69].

6.2. Infecciones de piel v tejidos blandos

S.aureus es el principal agente etiologico de las IPTBs. Estas infecciones
comprenden varias entidades clinicas que se clasifican en funcion de la estructura
anatomica involucrada.

El impétigo es una infeccion de la epidermis que afecta principalmente a areas
expuestas. La foliculitis es la infeccion del foliculo piloso y de las areas colindantes, la
extension de la infeccion al tejido perifolicular da lugar al forinculo, que se produce en
las zonas vellosas del cuerpo sobre todo cara, cuello, axilas y nalgas. El carbunco es una
infeccion de piel y tejidos blandos mas profunda, que involucra varios foliculos pilosos
y que resulta de la diseminacion del proceso infeccioso en el tejido subcutaneo profundo,
suele haber afectacion del estado general y fiebre, pudiendo ser un foco de bacteriemia.
La mastitis es la infeccion de las glandulas mamarias y afecta de un 1 a un 3% de las
mujeres en el periodo de lactancia, las manifestaciones pueden variar desde nddulos
eritematosos dolorosos hasta abscesos canaliculares, y la fiebre y la alteracion del
estado general suelen estar presentes.

La extension tanto superficial como profunda de la infeccién puede resultar en
erisipela, celulitis o fascitis. La caracteristica comun a estas 3 entidades clinicas es el
intenso dolor. La erispela aparece como una zona delimitada eritematosa e inflamada en
la piel, la celulitis afecta a estructuras anatomicas mas profundas y no produce las

lesiones en la piel tipicas de la erisipela, y la fascitis necrosante es el cuadro mas grave
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aunque paraddjicamente no presenta signos importantes en la exploracion visual de la
piel y los tejidos pero el dolor es muy intenso.

Por otro lado S.aureus, es la principal causa de infecciones de heridas
quirdrgicas ya que es un colonizador habitual y es un patégeno endémico en la mayoria
de los hospitales [23].

El tratamiento de las IPTBs depende de la profundidad y la gravedad de la
infeccion. Las infecciones superficiales suelen ser leves y se pueden tratar
habitualmente de forma local y raramente requieren de tratamiento antibiético oral. Sin
embargo, las infecciones méas profundas requieren tratamiento antibiético, drenaje y en

ocasiones desbridamiento quirdrgico.

6.3. Bacteriemia

S.aureus en una causa comun de bacteriemia y su incidencia se ha incrementado
en las dltimas décadas [96]. Segun la adquisicion de la bacteriemia se pueden
diferenciar dos categorias: hospitalarias y comunitarias. Se considera que la bacteriemia
es de origen nosocomial cuando esta se inicia después de 48 horas del ingreso
hospitalario, en cambio las comunitarias son las que ocurren en pacientes en la
comunidad o se manifiestan en las primeras 48 horas del ingreso hospitalario. El foco
inicial de la infeccidn no se llega a conocer en un tercio de los casos de bacteriemia. Las
bacteriemias de origen nosocomial se relacionan con el uso de catéteres y otros
procedimientos invasivos, sin embargo, el foco de las bacteriemias de origen
comunitario es extravascular, como complicacion de infecciones osteoarticulares, IPTBs
0 neumonias. La bacteriemia puede complicarse debido a la diseminacion de focos

metastasicos.
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6.4. Endocarditis

La endocarditis infecciosa en valvula nativa es una de las complicaciones mas
severas de la bacteriemia causada por S.aureus. La endocarditis tipicamente cursa con la
formacion de multiples émbolos sépticos, destruccién valvular, miocarditis y un cuadro
mixto de shock séptico y cardiogénico. Los pacientes con factores de riesgo clasicos
como la fiebre reumatica, han sido reemplazados por nuevos grupos de riesgo como
adictos a drogas por via parenteral (ADVPs), pacientes ancianos con esclerosis de las
valvulas, pacientes con proétesis vasculares y pacientes en hemodialisis. S.aureus es
responsable de mas de un 30% de las endocarditis de valvula nativa, causa el 69% de
los casos de endocarditis en ADVPs y el 20% de los casos de endocarditis de valvula
protesica [97]. En la poblacion pediatrica, la incidencia de esta complicacion es muy

baja, excepto en pacientes con patologia cardiaca de base [98].

6.5. Pericarditis

El origen de la pericarditis purulenta causada por S.aureus suele ser hematdgeno,
por embolizacion de material séptico en las arterias coronarias, aunque también puede
ocurrir tras una intervencion quirdrgica, por un traumatismo penetrante o por extension

de una infeccién paravalvular.

6.6. Meningqitis

La meningitis por S.aureus no es frecuente y ocurre normalmente como

consecuencia de un traumatismo craneal, como consecuencia de una infeccion
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postquirdrgica, debido a la infeccion de material extrafio o por contigliidad desde otro
foco de infeccién. Aunque también puede ser debida a la diseminacién hematégena de

material septico desde un foco que se encuentre fuera del sistema nervioso central [99].

6.7. Infecciones de las vias respiratorias

La neumonia estafilococica se puede producir por aspiracion de secreciones
respiratorias (neumonia primaria) o por diseminacion hematégena (neumonia
secundaria), y en ambos casos la infeccién respiratoria puede dar lugar a
complicaciones como abscesos 0 empiema. S.aureus es responsable de menos de un
10% de los casos microbiologicamente confirmados de neumonia adquirida en la
comunidad [100]. Sin embargo, supone entre un 20 y un 30% de los casos de neumonia
nosocomial [101]. Los sintomas son con frecuencia indistinguibles de los de la
neumonia causada por otros patdgenos, pero la neumonia causada por S.aureus es
tipicamente una infeccion necrosante con una rapida progresion hacia la destruccion del
tejido y la cavitacién. La neumonia necrosante adquirida en la comunidad, esta
relacionada con cepas de S. aureus productoras de la LPV, es una entidad clinica que
afecta principalmente a nifios previamente sanos y adultos jovenes, y tipicamente va
precedida de un sindrome gripal. ElI prondstico de la neumonia necrosante es muy

desfavorable, siendo la tasa de mortalidad muy elevada (de un 36 a un 60%) [102-104].

6.8. Infecciones musculoesqueléticas

S.aureus es la causa del 50 al 70% de los casos de osteomielitis [105, 106]. La

infeccidn del hueso se puede originar tanto por via hematdgena como por contiglidad
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desde otro foco. En los nifios la osteomielitis hematdgena suele afectar a las metéafisis de
los huesos largos, en cambio en pacientes adultos se suele afectar al tejido esponjoso
vertebral dando lugar a osteomielitis vertebral.

S.aureus es también la causa méas frecuente de artritis séptica en nifios y una de
las causas de artritis no gonococica en adultos [23]. La infecciébn puede ser
consecuencia de una diseminacién hematdgena, debida a un traumatismo local, o puede
ser iatrogénica en el caso de puncion de la articulacién o artroscopia. EI prondéstico de la
artritis séptica en nifios es favorable, y en adultos depende de la enfermedad de base.

La bursitis séptica es una infeccion aguda de la bursa periarticular, y mas de un
80% de las bursitis son causadas por S.aureus [107]. La puerta de entrada
frecuentemente es local y el pronostico es normalmente favorable.

La piomiositis primaria también denominada como miositis tropical, miositis
infectiva, miositis pidgena y miositis tropical purulenta, es una infeccion poco comdn
de los musculos esqueléticos. S.aureus es el agente etioldgico en un 80% de los casos.
La piomiositis se ve con mas frecuencia en paises como Africa y en la zona Sur del
Pacifico, pero es muy poco frecuente en el hemisferio norte. EI origen mas comin es
hematogeno y puede verse afectado cualquier musculo, aunque el cuadriceps y el psoas
son los musculos més frecuentemente afectados. La infeccion puede ocurrir en todos los
rangos de edad aunque es dos veces mas frecuente en nifios y adultos menores de 30

afios [108].

6.9. Infecciones protésicas

Aproximadamente el 2% de las proétesis se infectan y S.aureus representa la

segunda causa de infeccion de protesis después de los estafilococos coagulasa negativos.
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Las infecciones se dividen en tempranas o precoces, si ocurren en las primeras 12
semanas tras la implantacion de la proétesis, y cronicas, si ocurren de 12 semanas a 24
meses tras la intervencion. S.aureus es la primera causa de infeccion temprana de las

proétesis.

6.10. Infeccidn de las vias urinarias

La infeccion de las vias urinarias por S.aureus es muy infrecuente y cuando este
microorganismo esta presente en la orina suele ser debido a un origen hematédgeno. Las

infecciones ascendentes suelen ser debidas a una manipulacion instrumental.

7. RESISTENCIAS A LOS ANTIMICROBIANOS

S.aureus es una bacteria con una gran capacidad de adaptacion y cambio, por
ello este microorganismo ha sido capaz de desarrollar resistencias a practicamente todos
los antibioticos utilizados en la practica clinica. La resistencia a los antimicrobianos
puede ser adquirida por la bacteria mediante la transferencia horizontal de genes de
resistencia, y también puede ser debida a mutaciones cromosdmicas, fenémeno en el

que esta implicada la presion antibidtica.

7.1. Resistencia a los f-lactdmicos

Los B-lactamicos son un grupo de antibioticos con actividad bactericida que
actan inhibiendo la sintesis de la pared celular. Esto es debido, a que se unen a unas

enzimas de la membrana celular de la bacteria denominadas PBPs que tienen actividad
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transpeptidasa y algunas de ellas actividad transglicosilasa, y que son responsables de la
insercién de los precursores del peptidoglicano en la pared celular que se esta
sintetizando. Los B-lactamicos son andlogos del fragmento Dala-Dala de los precursores
y compiten con ellos en la unién al sitio activo de las PBPs.

El mecanismo mas comin de resistencia a los -lactamicos es la produccién de
penicilinasa, una enzima que hidroliza el anillo PB-lactamico inactivdndolo. La
penicilinasa esta codificada por el gen bla, que se encuentra localizado en un transposén
(Tn552) y es un gen inducible que va precedido por los reguladores blaRl y blal. La
enzima penicilinasa es inactivada por los inhibidores de pB-lactamasas y no hidroliza las
cefalosporinas. Las primeras cepas productoras de penicilinasa se describieron en los
afios 1940 poco después de la introduccion de la penicilina en la practica clinica [109].

Los primeros antibioticos B-lactamicos estables frente a la penicilinasa, como las
cefalosporinas, la meticilina semisintética y la nafacilina, se introdujeron a finales de los
afios 1950, pero poco tiempo después en 1961 se describieron las primeras cepas
resistentes [110]. El principal mecanismo de resistencia a la meticilina es la adquisicion
del gen mecA que codifica una proteina fijadora de penicilina (PBP2a) que no posee
afinidad por los B-lactamicos y por lo tanto el antibidtico no interactda con su diana
(Figura 5.A) [111]. La expresion fenotipica de la resistencia a meticilina puede ser
homogénea o heterogénea. Las cepas con una expresion heterogénea de la resistencia se
caracterizan porgue sélo una pequefia proporcion de la poblacion bacteriana (<0,1%)
sobrevive a concentraciones de oxacilina superiores a 10ug/ml y fenotipicamente se
caracterizan porque el tamafio de las colonias es bastante heterogéneo. Sin embargo, la
expresion homogénea se caracteriza porque la mayor parte de la poblacion expresa la

resistencia y el tamafio de las colonias es homogéneo. Las cepas de S.aureus gue son
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resistentes a meticilina por este mecanismo, también lo son a todos los B-lactdmicos

incluyendo las penicilinas, cefalosporinas, carbapenems y monobactamicos.
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Figura 5 [112].

A. Resistencia a los B-lactdmicos. La B-lactamasa actua sobre el antibidtico hidrolizando el anillo B-lactamico.
El gen mecA codifica una proteina fijadora de penicilina PBP2a que no posee afinidad por los B-lactdmicos
y por lo tanto el antibi6tico no interactda con su diana

B. Resistencia de alto nivel a vancomicina. Esta resistencia resulta de la adquisicion del transposén Tn1546
portador del gen VanA que codifica un residuo de D-ala-D-ala modificado (D-ala-D-lactato) y que posee
una menor afinidad por los glucopéptidos.

C. Resistencia intermedia a vancomicina. Debido a una serie de mutaciones, las cepas sintetizan una gran
cantidad de peptidoglicano de manera que la pared celular estd engrosada y contiene un mayor nimero de
residuos D-ala-D-ala libres, que actian atrapando el antibi6tico antes de que este alcance su diana.

D. Resistencia mediada por mutaciones y metilacion del ARNr. Las mutaciones en el ARNr producen una

disminucion de la unién del antibiético a su diana.
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El gen mecA forma parte de una estructura de cassette en el cromosoma
estafilocdcico denominada SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome Mec). El
SCCmec es un elemento genético movil, insertado en el cromosoma de SARM en una
localizacion especifica en el extremo 3°del fragmento de lectura abierta OrfX (Open
Reading frame) y su funcion es desconocida por el momento [5, 6,113]. Se han descrito
elementos SCCmec estructuralmente diferentes, pero estos elementos comparten las
siguientes caracteristicas: son portadores del complejo génico mec y del complejo
génico ccr, que codifica recombinasas especificas de sitio responsables de la movilidad
del SCCmec [114]. Estos elementos se integran en lugares especificos en el cromosoma
de la bacteria denominados secuencias de insercion, que sirven de diana para las
recombinasas ccr y en los extremos presentan secuencias repetidas que contienen las
secuencias de insercion.

El complejo génico ccr consta de genes ccr y de las secuencias de lectura abierta
Orf adyacentes. Existen 3 genes ccr filogenéticamente distintos ccrA, ccrB y ccrC,
cuyas secuencias de ADN tienen una similitud inferior al 50%. Los genes ccrA y ccrB
se clasifican en 4 alotipos diferentes en funcién de la similitud de sus secuencias de
ADN, de modo que los genes ccr con una similitud superior al 85% pertenecen al
mismo alotipo. El gen ccrC sin embargo, posee un Unico alotipo. Basandose en las
variaciones alélicas que existen en los genes ccr se han definido 5 complejos génicos
ccr: el tipol (ccrA1BL), el tipo 2 (ccrA2B2), el tipo 3 (ccrA3B3), el tipo 4 (ccrA4B4) y
el tipo 5 (ccrC) [115].

El complejo génico mec esta compuesto por el gen mecA y los genes reguladores
mecR1, que es el gen regulador de la sefial de transduccion del gen mecA, y el gen mecl,
que codifica la proteina represora de la transcripcion del gen mecA vy las secuencias de

insercion asociadas. Se han descrito 4 clases de complejos mec:
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e EIl complejo mec de clase A, que estd compuesto por el gen mecA, los genes
mecR1 y mecl, una regidn hipervariable y la secuencia de insercion 1S431.

e EIl complejo mec de clase B, que esta compuesto por el gen mecA, el gen
regulador mecR1 truncado debido a la insercion de 1S1272, una region
hipervariable y la secuencia de insercion 1S431.

e El complejo mec de clase C, que contiene el gen mecA y el mecR1 truncado por
la secuencia de insercion 1S431, una region hipervariable y la secuencia de
insercién 1S431. Existen dos complejos génicos de clase C (Cl1 y C2)
clasificados en funcion de la orientacion de la secuencia de insercion 1S431.

e EIl complejo mec de clase D, que esta compuesto por el gen mecA y AmecR1 y

que no lleva ninguna secuencia de insercion [114].

Las regiones del cassette que no comprenden los complejos génicos mec y ccr se
denominan regiones J (junkjard), que contienen genes y pseudogenes no esenciales del
cassette exceptuando algunos genes de resistencia a antibioticos B-lactdmicos y a
metales pesados [114, 116-120]. La region J1 es la region que se encuentra entre el
extremo derecho del cassette y el complejo ccr, la region J2 es la que se encuentra entre
el complejo génico ccr y el complejo mec y la region J3 la que se encuentra entre el
complejo mec y el fragmento orfX (Figura 6). Las variaciones en las regiones J definen
los subtipos de SCCmec [121, 122].

Los elementos SCCmec son muy diversos en cuanto a la organizacion estructural y
el contenido genético, y se han clasificado en tipos y subtipos. Se han descrito 8 tipos de
elementos SCCmec que se definen segun la combinacion de la clase de complejo génico

mec y del tipo de complejo génico ccr [123, 124]:
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SCCmec tipo | (1B), compuesto por el complejo génico ccr tipol y el complejo
génico mec de clase B.

SCCmec tipo Il (2A), compuesto por el complejo ccr tipo 2 y el complejo mec
clase A.

SCCmec tipo Il (3A), formado por el complejo ccr tipo 3 y el complejo mec
clase A.

SCCmec tipo IV (2B), formado por el complejo ccr tipo 2 y el complejo mec
clase B.

SCCmec tipo V (5C2), formado por el complejo ccr tipo 5 y el complejo mec
clase C2.

SCCmec tipo VI (4B), compuesto por el complejo ccr tipo 4 y el complejo mec
clase B.

SCCmec tipoVII (5C1), compuesto por el complejo ccr tipo 5y el complejo mec
clase C1.

SCCmec tipoVIII (4A), compuesto por el complejo ccr tipo 4 y el complejo mec

clase A.
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Figura 6. Estructura y elementos que conforman los distintos tipos de SCCmec [125].

Se han descrito otros mecanismos de resistencia a meticilina que se asocian a
CMls (Concentracion Minima Inhibitoria) a meticilina entre 8 y 16 pg/ml. Uno de estos
mecanismos es la hiperproduccion de penicilinasa, estas cepas son resistentes a
meticilina pero sensibles a inhibidores de P-lactamasas y se denominan BORSA
(Borderline Staphylococcus aureus). Otro mecanismo es la produccion de una
meticilinasa capaz de hidrolizar la meticilina, pero el gen responsable y la implicacion
clinica no se conocen [126-128]. También se han descrito cepas que presentan

resistencia a meticilina debido a una modificacion de sus PBPs causada por mutaciones
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genéticas o por la hiperproduccion de estas, y se les denomina MODSA (Modified
Staphylococcus aureus) [129]. Recientemente, se ha descrito otro mecanismo de
resistencia mediado por un gen homélogo del mecA (mecAi_cazs1) que no se detecta por

los métodos moleculares convencionales [130].

7.2. Resistencia a los antibidticos de los grupos macroélidos, lincosamidas v

estreptograminas

Los antibiéticos macrolidos, lincosamidas y estreptograminas son
estructuralmente distintos, pero tienen el mismo mecanismo de accion y la resistencia a
los tres grupos de antibioticos es causada por los mismos mecanismos.

Los macrolidos estructuralmente, estdn formados por un anillo lacténico y el
namero de carbonos de este anillo permite clasificarlos en 3 tipos, los macrolidos de 14
atomos como la eritromicina, de 15 &tomos como la claritromicina y la azitromicina, y
de 16 atomos como la espiramicina y la josamicina. Las lincosamidas incluyen 2
antibioticos, la lincomicina y su derivado clorado la clindamicina. El grupo de las
estreptograminas esta formado por la quinupristina (estreptogramina B) y la
dalfopristina (estreptogramina A).

El mecanismo de accion de estos antibidticos es la inhibicion de la sintesis de
proteinas mediante la union al ARN ribosomal 23S en la subunidad 50S del ribosoma y
la inhibicion de la fase de elongacion de la sintesis proteica. Los macrélidos y las
lincosamidas son agentes bacteriostaticos, y las estreptograminas A y B por separado
son bacteriostaticas pero asociadas son bactericidas.

La resistencia desarrollada por S.aureus a estos tres grupos de antibi6ticos puede

ser debida a 4 mecanismos [131, 132]:
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1. Modificacion de la diana (ARNr 23S) por la accion de metilasas codificadas por
los genes erm (A, B y C y menos frecuentes F e Y), que es el mecanismo de
resistencia mas frecuente. Los genes erm codifican una metilasa que afiade dos
grupos metilo al ARNr 23S, lo que resulta en una alteracion estérica que
disminuye la afinidad del antibiético por la diana (Figura 5.D). Estos genes
pertenecen a una familia de genes metilasa localizados principalmente en
elementos méviles como transposones (ermA en Tn554 y ermB en Tn551) o
plasmidos (ermC en pMS97) [133]. La presencia de los genes erm da lugar a un
fenotipo de resistencia denominado MLSg (Macrolides, Lincosamides,
Streptogramines) que confiere resistencia a macrolidos de 14, 15y 16 dtomos de
carbono, a lincosamidas y a estreptograminas del grupo B. Las estreptograminas
del grupo A no estan afectadas por lo que la asociacion con las del grupo B
permanece activa. Este fenotipo puede ser de expresion constitutiva o inducible
(cMLSg 0 IMLSg) [134]. Cuando la expresion es inducible, el gen se expresa
Unicamente en presencia de antibidticos que lo induzcan. Unicamente los
macrolidos son buenos inductores de los genes erm por ello, si se estudia la
sensibilidad de estas cepas a macrélidos de 16 atomos, lincosamidas y
estreptograminas del grupo B en ausencia de eritromicina, se manifestaran como
sensibles a estos antibidticos. EI mecanismo inducible es el méas frecuente en

S.aureus (Figura 7).
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Figura 7. Test de difusion en disco (D-test). En la imagen se observa un achatamiento en el halo que hay alrededor
del disco de clindamicina en el lado donde se encuentra la eritromicina, lo que es indicativo de una resistencia

inducible.

2. Expulsion activa del antibidtico, relacionada con los genes mefA, mefE, msrA,
msrB, erpB, vgaA y vgaB. El gen msrA se localiza en un plasmido y confiere
resistencia a macrélidos de 14 y 15 atomos, y a estreptograminas del grupo B
(fenotipo MS) [135].

3. Inactivacion del antibidtico, relacionada con los genes InuA, vatA, vatB, vatC,
vgbA y vgbB. EI gen InuA inactiva las lincosamidas, y los genes vatA, vatB y
vatC y los genes vgbA y vgbB las estreptograminas.

4. Modificacion de la diana por mutacion del ARNr 23S y/o proteinas ribosomales.

Este mecanismo es muy poco frecuente.

Los mecanismos de resistencia mas frecuentes son la modificacion de la diana

por la accidn de las metilasas y las bombas de expulsion, el resto de los mecanismos son

muy poco frecuentes.
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7.3. Resistencia a las quinolonas

Las quinolonas son agentes bactericidas que actian sobre la replicacion del
ADN bacteriano inhibiendo la ADN girasa o la Topoisomerasa 1V. Este grupo de
antibidticos se introdujeron en la practica clinica en 1960 y los derivados fluorados
como norfloxacino, ciprofloxacino, y ofloxacino en 1980. Los mecanismos de
resistencia a las quinolonas que se han descrito son de dos tipos:
1. La sobreexpresion de la bomba de expulsion NorA
2. Mutaciones estructurales en las dianas del antibi6tico, como mutaciones en los
genes gyrA y gyrB, que codifican la ADN girasa (Topoisomerasa Il), y
mutaciones en los genes parC y parE, que codifican la Topoisomerasa IV. Esta
resistencia se adquiere en varios pasos, una primera mutacion en la
topoisomerasa IV produciria una resistencia de bajo nivel. Esta primera
mutacion favoreceria la aparicion de una segunda mutacion en la ADN girasa,
que resultarian en una resistencia de alto nivel a las fluoroquinolonas. Es
importante detectar la resistencia de bajo nivel en el laboratorio para evitar en

estos casos el tratamiento con este grupo de antibioticos [136].

7.4. Resistencia a los glucopéptidos

Los glucopéptidos son farmacos que acttan inhibiendo la sintesis de la pared
celular uniéndose al residuo D-ala-D-ala de los precursores y bloqueando la
transpeptidacion. Los principales componentes que integran este grupo son la
vancomicina y la teicoplanina. La vancomicina se ha considerado la principal

alternativa para el tratamiento de cepas de S.aureus resistentes a meticilina durante méas
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de 40 afios pero su uso a veces excesivo, ha llevado a la aparicion de resistencias. Se

han descrito dos tipos de resistencia a los glucopéptidos:

1.

La resistencia intermedia, cuando la CMI se encuentra entre 1 y 8 pg/ml. En
funcién de si la resistencia tiene una expresion homogénea o heterogénea las
cepas se denominan GISA o VISA (Glycopeptide or Vancomicin Intermediate
S.aureus) o hGISA o hVISA (Heterogeneous Glycopeptide or Vancomicin
Intermediate S.aureus) (Tabla 4).

La resistencia de alto nivel, cuando la CMI es igual o mayor de 16 pg/ml, estas

cepas se denominan VRSA (Vancomicin Resistant S.aureus).

Ambos fenotipos tienen mecanismos diferentes y pueden tener una relevancia

clinica y epidemiologica muy distinta.

TABLA 4. TIPOS DE RESISTENCIA A GLUCOPEPTIDOS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

SENSIBILIDAD DENOMINACION CMI* (ng/ml)
Sensible VSSA <2
Heteroresistente hVISA/hGISA 1-2%*
Intermedia VISA/GISA 4-8

Resistente VRSA >16

*Recomendaciones del CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute)

**Menos de un 10% de la poblacién es capaz de crecer a concentraciones > 2ug/ml de vancomicina

En 1997 Hiramatsu et al. [137] describieron el primer aislamiento con

resistencia intermedia a la vancomicina en un paciente pediatrico con una infeccion de

herida quirurgica causada por SARM. Esta cepa es la denominada Mu50 y su CMI a la

vancomicina es de 8 pg/ml. Los mismos autores describieron otro aislamiento

64




Introduccion

denominado como Mu3, clonalmente relacionado con la cepa Mu50, pero que a
diferencia esta presentaba la caracteristica de que solo una parte de la poblacion era
capaz de crecer con una concentracion de 6 a 8 pg/ml de vancomicina [138]. A este tipo
de cepas con una expresion heterogénea de la resistencia se les denomina hGISA o
hVISA y a las que poseen una expresion homogénea se les denomina GISA o VISA.
Tras la publicacion de estos casos se han ido publicando sucesivamente nuevos casos de
infeccion causados por cepas con resistencia intermedia a la vancomicina [139-143],
siendo la prevalencia de cepas hGISA mas elevada que la de cepas con una expresion
homogénea de la resistencia. Estas cepas se han relacionado con fracasos terapéuticos y
por ello es importante su deteccion en el laboratorio.

El mecanismo de resistencia de las cepas GISA es debido a mutaciones
cromosomicas que afectan a la estructura del peptidoglicano [144]. Debido a estas
mutaciones, las cepas sintetizan una gran cantidad de peptidoglicano de manera que la
pared celular esta engrosada y contiene un mayor nimero de residuos D-ala-D-ala libres,
que actuan atrapando el antibidtico antes de que este alcance su diana (Figura 5.C).

La resistencia de alto nivel a vancomicina se conoce en Enterococcus desde hace
méas de una década [145]. Esta resistencia resulta de la adquisicién del transposon
Tn1546 que es portador del gen VanA que codifica un residuo de D-ala-D-ala
modificado (D-ala-D-lactato) y que posee una menor afinidad por los glucopéptidos.
(Figura 5.B) [146]. Aunque la resistencia de S. aureus a vancomicina se habia
observado en el laboratorio, ya que el gen VanA habia sido transferido
experimentalmente de Enterococcus faecalis a S.aureus [147], no ha sido hasta el afio
2002 en Michigan cuando se describié el primer caso de una cepa resistente a la
vancomicina portadora del gen VanA en la préactica clinica [148]. Desde entonces, se

han publicado numerosos casos de infeccidn por este tipo de cepas [149-153].
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Existe una cierta evidencia de que la sensibilidad a la vancomicina va
disminuyendo progresivamente y aunque hay controversia sobre el significado clinico
de las cepas hVISA y las cepas que tienen una CMI>1 pg/ml, parece que estas
infecciones tienen méas complicaciones. Estudios publicados muestran una relacion entre
CMils elevadas a vancomicina y un peor prondstico en los pacientes con bacteriemia
causada por SARM [154, 155, 156]. Estas cepas con CMI>1 pg/ml también se han
detectado en SASM y se ha observado que las bacteriemias causadas por cepas de
SASM con CMI>1,5 pg/ml presentan mas complicaciones que las que tienen CMI<1,5
pg/ml [157]. Estas cepas son dificiles de detectar actualmente en el laboratorio usando
los métodos convencionales [158].

La resistencia de alto nivel a la vancomicina es muy poco frecuente pero es
motivo de gran preocupacion, ya que el elemento movil donde se localiza el gen vanA
es capaz de transferirse al género Staphylococcus y podria establecerse en este

microorganismo como lo han hecho otros elementos moviles.

7.5. Resistencia a la mupirocina

La mupirocina (acido pseudomoénico A) es un analogo de la isoleucina que
inhibe la sintesis de proteinas uniéndose competitivamente a la enzima isoleucil-RNAt
sintetasa (ileS) bacteriana. Esta union impide la incorporacién de la isoleucina en los
péptidos nacientes. Se han descrito dos tipos de resistencia a la mupirocina:

1. Laresistencia de bajo nivel (CMls = 8-256 pg/ml), que es debida a mutaciones
en el gen que codifica la enzima ileS que dan lugar a una pérdida de afinidad de

la enzima por el antibidtico.
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2. La resistencia de alto nivel (CMI1>256 pg/ml), mediada por el gen ile2 que esta
localizado en un plasmido y que codifica una enzima ileS que no posee afinidad

por la mupirocina.

Desde que este antibiotico fuera introducido en el afio 1980, su uso indiscriminado
ha ido unido a un incremento en las tasas de resistencia [159, 160] y aunque de
momento no son elevadas, obligan a mantener una vigilancia y un uso racional de este

antibiotico [161].

7.6. Resistencia a linezolid

El linezolid es un derivado de las oxazolidinonas que es activo frente a la mayor
parte de bacterias gram positivas, incluyendo VRSA y MRSA. Su mecanismo de accion
es la inhibicién de la sintesis proteica, de modo que el antibiotico se une al dominio V
del ARNr 23S e inactiva la subunidad 50S del ribosoma. El linezolid es un antibidtico
que se introdujo en la practica clinica en el afio 2000 y un afio después se describio la
primera cepa de SARM resistente [162].

El mecanismo de resistencia mas frecuente es debido a mutaciones que producen
sustituciones de nucleétidos en el ADN cromosoémico que codifica el dominio V del
ARNr 23S, las sustituciones mas frecuentes son G2576T y T2500A [163, 164]. Otro
mecanismo de resistencia es el codificado por el gen cfr (Chloramphenicol-Florfenicol
Resistance) que se encuentra localizado en un plasmido y que codifica una ARNr 23S
metiltransferasa que metila la posicion A2503 del ribosoma. Este mecanismo confiere
resistencia a las oxazolidinonas, lincosamidas, fenicoles, pleuromutilinas, y a la

estreptogramina A (Figura 5.D) [165].
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7.7. Resistencia a daptomicina

La daptomicina es un antibi6tico bactericida del grupo de los lipopéptidos, cuyo
mecanismo de accion consiste en la unién a la membrana de la célula bacteriana en
presencia de iones de calcio, causando una despolarizacion de la misma, lo que conduce
a la inhibicion de la sintesis de proteinas, de ADN y de ARN. La daptomicina fue
introducida en la préactica clinica en el afio 2003 y dos afios después se describié la
primera cepa de SARM resistente a este antibidtico [166]. Mutaciones en los genes
mprF que codifica la lisilfosfatidilglicerol sintetasa, yycG que codifica el sensor
histidina quinasa y rpoB y rpoC que codifican las subunidades f y B’ de la ARN
polimerasa respectivamente, se han relacionado con CMIs por encima del rango de
sensibilidad para la daptomicina [167]. Es necesario que se lleven a cabo estudios para
determinar los mecanismos exactos que causan las mutaciones que producen una

disminucion de la sensibilidad de S.aureus a este antibidtico.

8. EPIDEMIOLOGIA DE S.AUREUS

8.1. Evolucion de S.aureus a través de la historia

Desde que S.aureus fuera descubierto en los afios 1880 este microorganismo ha
ido evolucionando y adquiriendo la capacidad de resistir a los agentes antimicrobianos
que se han ido introduciendo en la practica clinica. A mediados de los afios 1940, poco
después de haberse introducido la penicilina en la practica clinica y al mismo tiempo
que la proporcion de infecciones causadas por S.aureus se iba incrementando en los

hospitales, surgié la primera cepa productora de penicilinasa [109]. Esta cepa

68



Introduccion

denominada fagotipo 80/81 se diseminé en la comunidad, y en los afios 1950 y 1960 ya
era pandémica tanto en los hopitales como en la comunidad. Tras la introduccién de la
meticilina a finales de los afios 1950 esta cepa practicamente desaparecio, sin embargo
la prevalencia de cepas productoras de penicilinasa se ha mantenido muy elevada desde
entonces. En 1961, poco después de la introduccion de la meticilina, se describio la
primera cepa resistente a este antibiotico [110]. Una de las primeras cepas de SARM fue
la cepa denominada “genotipo arcaico 0 ancestral” perteneciente al linaje ST250, que se
disemin6 por los hospitales de toda Europa [168] y que por razones desconocidas
desaparecié en los afios 1980. A partir de entonces, han ido emergiendo otros linajes
algunos de ellos descendientes del “genotipo arcaico”, que en un principio comenzaron
causando brotes en hospitales de EEUU entre los afios 1970 y 1980 y que
posteriormente se diseminaron por los hospitales de todo el mundo, dando lugar a la
pandemia que persiste hoy en dia. El incremento de cepas resistentes a la meticilina
conllevé un cambio de la terapia antimicrobiana y la vancomicina comenzé a usarse de
forma masiva, bajo esta presion antibidtica aparecieron las primeras cepas VISA y
VRSA [137, 148, 169].

Hasta los afios 1990 la mayoria de las infecciones por SARM estaban confinadas
al medio hospitalario, y las escasas infecciones por SARM de comienzo comunitario se
habian descrito en pacientes que residian en centros sociosanitarios de larga estancia o
en pacientes ADVPs [170]. Fue en el afio 1993 cuando se describieron en Australia los
primeros casos de infeccion por SARM-AC en poblacidn aborigen que no tenia factores
de riesgo, y que previamente no habian sido hospitalizados. Se estudié la epidemiologia
molecular de estas cepas, y se observd que tanto el patron de campo pulsado como el
patrén de resistencia a los antimicrobianos, eran distintos a los descritos en las cepas

que circulaban en los hospitales hasta entonces, demostrandose de este modo, la
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emergencia de una nueva cepa [171]. Pocos afios después en 1999, se notificaron cuatro
casos de infecciones graves en nifios causadas por cepas de SARM-AC [172]. Los
pacientes eran nifios previamente sanos, sin factores de riesgo, y todos ellos fallecieron
a consecuencia de la infeccion lo que alert6 sobre la virulencia de estas cepas. Al igual
que las cepas descritas en Australia, el patron de campo pulsado era diferente que el de
las cepas hospitalarias, y eran cepas sensibles a la mayoria de los antibi6ticos. Desde
entonces, se han descrito un gran nimero de casos de infeccion causados por SARM-
AC en pacientes sanos sin ninguna relacién con el sistema sanitario. Esta explosion ha
ocurrido sobre todo en EEUU, aunque también se han descrito casos en otros paises, y
algunos estudios demuestran que este incremento se ha producido en mayor medida en

la poblacion pediatrica [173].

8.2. Métodos de tipificacion molecular

8.2.1. Fundamentos v aplicaciones de los métodos de tipificacién molecular

Durante las ultimas décadas, se han desarrollado métodos de tipificacion
molecular que han sido de gran ayuda para el estudio de la evolucién, la epidemiologia
y la diseminacion de SARM.

Los métodos de tipificacidn molecular, comprenden un gran nimero de técnicas
que se basan en la comparacion de los acidos nucleicos de las bacterias, con el fin de
determinar si los aislados que se comparan estan relacionados genéticamente. La
eleccion de la técnica de tipificacion depende del problema y el objetivo a evaluar. Las
técnicas como la electroforesis en campos pulsados (ECP), la ribotipificacion o la

amplificacion por PCR (Polimerase Chain Reaction) de regiones de ADN repetidas, se
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basan en la comparacion de los patrones que generan los fragmentos de ADN en geles
de agarosa, y son adecuadas cuando el objetivo es estudiar un brote o la diseminacion de
una cepa en un lugar concreto como un hospital. Si el objetivo es conocer la
diseminacion de las cepas a nivel global, como es la epidemiologia a nivel mundial o

cémo han evolucionado las cepas a lo largo de los afios, la mejor técnica es el MLST.

8.2.2. Electroforesis en campos pulsados

La ECP es la técnica de tipificacion molecular con un mayor poder de
discriminacion, y es el mejor método para detectar brotes hospitalarios. La ECP se basa
en la digestion del ADN bacteriano con una enzima de restriccion denominada Smal, y
la posterior separacion de los fragmentos que resultan de la digestion, mediante
electroforesis en un gel de agarosa empleando un gradiente de voltaje alterno. El
principal problema de esta técnica ha sido la falta de estandarizacion de la técnica y de
los criterios para el analisis de los patrones. Por ello, se ha propuesto un protocolo para
unificar esta técnica y que los resultados sean reproducibles, de manera que los patrones
electroforéticos de las cepas de los distintos paises puedan ser comparados [174]. Para
interpretar los patrones de restriccion, actualmente se siguen en casi todos los estudios

los criterios propuestos por Tenover en el afio 1995 [175].

8.2.3. Multilocus sequence typing

El método MLST es el mejor para el estudio de la evolucion de las cepas y para
conocer la diseminacion y la epidemiologia a nivel mundial. La técnica se basa en la

secuenciacion de determinados fragmentos (de 450 a 500 pb) de 7 genes “housekeeping”
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(arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi y yqiL), y la alineacion de esas secuencias con las que
ya se han depositado en una base de datos centralizada (www.mlst.net). A cada una de
las secuencias de los 7 genes, el programa le asigna un nimero que identifica a cada
alelo, y a ese perfil alélico de 7 nimeros se le asigna un ST (Sequence Type). Las cepas
que tienen secuencias idénticas en los fragmentos de los 7 genes secuenciados se
considera que pertenecen al mismo clon, y se les asigna el mismo ST. Cuando las cepas
se considera que estan estrechamente relacionadas evolutivamente, se agrupan en un
mismo complejo clonal (CC). La relacién evolutiva entre los distintos STs y la
agrupacion de estos en complejos clonales se realiza gracias al algoritmo eBURST
(eburst.mlst.net).

La tecnica MLST permite el estudio de la evolucién de las cepas a lo largo del
tiempo ya que al ser los genes “housekeeping” genes muy conservados, es infrecuente
que se produzcan mutaciones en ellos, y por ello los clones mantienen el mismo ST
durante largos periodos de tiempo. Gracias a esta base de datos, accesible a través de
internet, se puede realizar el andlisis de los aislados caracterizados y también se pueden
enviar nuevos perfiles alélicos para que les sea asignado un nuevo ST. De esta manera,
se genera una base de datos central con la informacion epidemioldgica global, donde se

pueden detectar nuevos clones y se puede hacer un seguimiento de su diseminacion.

8.3. Evolucion vy epidemiologia de SARM asociado al hospital

El primer aislado de S.aureus resistente a meticilina se describi6 en el afio 1961
en el Reino Unido, 2 afios después de la introduccion de la meticilina en la practica
clinica [110]. Durante los afos siguientes, las cepas de SARM se diseminaron por toda

Europa, y en los afios 1970 ya se habian propagado por todo el mundo. Durante la
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altima década, se ha producido una diseminacion de SARM desde los grandes
hospitales a otros con un menor ndmero de camas, e incluso a otros centros
sociosanitarios como geriatricos, centros de enfermos crdnicos o centros de dialisis, por
ello actualmente, ya no se habla de cepas de SARM hospitalarias sino asociadas al
hospital (SARM-AH) o al sistema sanitario (SARM-ASS). Las infecciones por SARM-
AH 0 SARM-ASS se definen como las infecciones causadas por SARM en pacientes
ingresados, con un cultivo positivo después de las primeras 48 horas del ingreso, o las
infecciones que ocurren en pacientes con alguno de los siguientes factores de riesgo:
presentar historia previa de infeccion o colonizacion por SARM, haber sido
hospitalizados en alguna ocasion durante el afio que precede al aislamiento a estudiar,
haber recibido asistencia en centros sociosanitarios o de dialisis, o haberse sometido a
cirugia o implantacion de catéteres permanentes u otros dispositivos medicos [176].
Estudios internacionales de vigilancia epidemioldgica, muestran una gran
variedad en cuanto a la prevalencia de SARM en funcion de los hospitales y de los
paises estudiados. Los datos del sistema de vigilancia SENTRY recogidos durante los
afios 1997 y 1999 determinaron la prevalencia de SARM en los hospitales de paises de
todo el mundo. La prevalencia de SARM fue muy variable en funcion de la regién
geogréfica estudiada, de este modo, mientras que la prevalencia en Japon ascendia al
67%, en los paises de Sudamérica la prevalencia fue mas moderada aunque igualmente
elevada (40%), al igual que en EEUU (32%) y sin embargo, paises como Australia
presentaron una tasa de prevalencia sustancialmente inferior (23%). La situacion en
Europa fue muy variable y completamente distinta en funcion de cada pais. Un estudio
realizado por Tiemersma et al. durante los afios 1999 a 2002 en los distintos paises de
Europa, mostrd esta situacion de gran variabilidad en la prevalencia de SARM en los

distintos paises. Los datos reflejan que en los paises del norte de Europa la prevalencia
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de SARM es muy baja siendo de aproximadamente un 1%, mientras que en los paises
del sur de Europa la prevalencia asciende hasta un 45%. Espafia mostré una tasa de
prevalencia moderada siendo esta de un 24,8% [177].

Datos de prevalencia mas recientes, del afio 2008, proporcionados por el sistema
de vigilancia EARSS (European Antimicrobial Resistance Surveillance System),
muestran unas tasas de prevalencia similares. La prevalencia global de SARM en
Europa durante ese afio fue del 21%, siendo en general muy baja (<5%) en los paises
del norte de Europa, a excepcién de Lituania (11%) y Letonia (13%), y hasta de un 50%
en paises del sur de Europa. En los paises mediterraneos, balcanicos, el Reino Unido e
Irlanda, a excepcion de Francia, Bosnia y Bulgaria, la prevalencia fue mayor al 25%.
Solo dos paises muestran una prevalencia de SARM superior al 50%, Malta (56%) y
Portugal (53%). Esparia se encuentra entre los paises con una tasa de SARM moderada,

entorno a un 25% (Figura 8).

Legend

1 No data*
[ <1%

M 1-5%

O5-10%
= 10-25%
W 25 -50%
> 50%

Figura 8. Distribucion geografica de aislamientos resistentes a meticilina obtenidos de infecciones invasivas en 2008.
Datos obtenidos del estudio EARSS 2008 (www.earss.rivm.nl).
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Estas grandes diferencias entre paises europeos en cuanto a la prevalencia de
SARM se podria deber a que las politicas antibidticas y los programas de prevencion y

control de la infeccion son diferentes cada pais.

8.4. Principales clones epidémicos de SARM-AH

Un nimero limitado de clones de SARM se han diseminado por los hospitales
del mundo, estos pertenecen principalmente a los complejos clonales: CC1, CC5, CC8,
CC22, CC30 y CC45 (Tabla 5). EI predominio de un pequefio nimero de clones de
SARM en los hospitales y otros centros sociosanitarios sugiere, que estas cepas tienen
una habilidad especial para sobrevivir y diseminarse en este tipo de ambientes, y una
vez que se establecen son muy dificiles de erradicar. De momento, no se conoce el
porqué unas cepas son mas exitosas que otras a la hora de diseminarse y permanecer a

lo largo del tiempo sin ser desplazadas por otras cepas.

TABLA 5. PRINCIPALES CLONES EPIDEMICOS DE SARM-AH [Adaptada de 178]

DENOMINACION DEL CLON PERFIL MLST ST cc TIPO SCCmec
Clon arcaico 3-3-1-1-4-4-16 250 8 |
Clon Berlin (USA600) 10-14-8-6-10-3-2 45 45 v
Clon Brasilefio/HUngaro 2-3-1-1-4-4-3 239 8 11
Clon Ibérico 3-3-1-12-4-4-16 247 8 |
Clon Irlandés-1 3-3-1-1-4-4-3 8 8 1l
Clon Nueva York/Japén (USAA100) 1-4-1-4-12-1-10 5 5 1l
Clon Pediatrico (USA800) 1-4-1-4-12-1-10 5 5 v
Clon Sur de Alemania 1-4-1-4-12-24-29 228 5 |
Clon UK EMRSA-2/6 (USA 500) 3-3-1-1-4-4-3 8 8 v
UK EMRSA-3 1-4-1-4-12-1-12 5 5 |
UK EMRSA-15 7-6-1-5-8-8-6 22 22 v
UK EMRSA-16 (USA200) 2-2-2-2-3-3-2 36 36 1
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Existen 2 teorias sobre el origen de las cepas de SARM vy la relacion que existe
entre los clones de S.aureus sensibles y resistentes a meticilina. Una de ellas es la teoria
del Unico clon, que sugiere que los clones de SARM poseen un ancestro comdn que
adquirié el elemento SCCmec una Unica vez [179], y la otra teoria es la policlonal, que
sugiere que el elemento movil SCCmec ha sido capaz de integrarse en varios linajes de
S.aureus [180-182]. Esta teoria esta respaldada por un trabajo publicado Enright et al.
en el que se estudiaron 359 aislados de SARM y 553 aislados de SASM, y se tipificaron
mediante MLST vy la deteccion del tipo de SCCmec. El estudio mostré que los aislados
de SARM que pertenecian a un mismo ST podian ser portadores de distintos tipos de

SCCmec [168].

8.5. Epidemiologia de la infecciones causadas por SARM asociado a la comunidad

8.5.1. Infecciones por SARM asociado a la comunidad definicidn y caracteristicas

Desde que fuera descrito por primera vez en Australia en los afios 1990, SARM-
AC ha emergido y se ha diseminado con preocupante rapidez por todo el mundo.

Las cepas de SARM-AC han sido definidas de varias formas, pero el CDC
(Center for Disease Control and Prevention) ha establecido unos criterios que las
definen como aquellas cepas que producen infecciones en pacientes en la comunidad, o
en pacientes ingresados siempre que el aislamiento se realice en las primeras 48 horas
del ingreso. Ademas estos pacientes no han de presentar factores de riesgo establecidos
para la infeccibn por SARM-AH, como presentar historia previa de infeccion o

colonizacion por SARM, haber sido hospitalizados durante el afio previo a la obtencion
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del aislamiento, ni haber recibido asistencia en centros sociosanitarios, ni de dialisis, ni
tampoco haberse sometido a cirugia o implantacion de catéteres permanentes u otros
dispositivos médicos [176]. Otra manera de definir estas cepas es por sus caracteristicas
genéticas y fenotipicas. Las cepas de SARM-AC se caracterizan por presentar el
elemento SCCmec de los tipos IV, V' y VII. Estos son cassettes de pequefio tamafio, por
lo que generalmente solo presentan el gen mecA y no otros genes de resistencia
asociados como ocurre en las cepas hospitalarias portadoras de elementos SCCmec mas
grandes, por ello las cepas de SARM-AC son generalmente sensibles a maltiples
antibidticos. En Espafia el SCCmeclV es también el méas frecuente entre los aislados
hospitalarios, por lo que en nuestro pais la simple caracterizacion del SCCmec no seria
valida para diferenciar los aislados hospitalarios de los comunitarios [183].
Fenotipicamente se podria sospechar que estamos ante una cepa de SARM-AC cuando
la cepa sea resistente a los B-lactdmicos y generalmente presente heteroresistencia a
oxacilina y ademas, presente sensibilidad a mdltiples antibidticos especialmente a
ciprofloxacino, ya que en Espafia practicamente todas las cepas de SARM-AC son
sensibles a este antibidtico. Pero un hecho a tener en cuenta es que las cepas pueden
adquirir resistencias a los antimicrobianos mediante la adquisicion de plasmidos y cada
vez es mas frecuente que los aislados comunitarios presenten resistencia a eritromicina
y a clindamicina por la adquisicidn de los genes erm y msrA, o a las tetraciclinas por la
adquisicion de genes tet [184]. Una de las caracteristicas del clon prevalente en EEUU,
el USA300 (ST8-1V), es la alta tasa de resistencia a los macrolidos pero no a
clindamicina [48]. Sin embargo, muchas cepas sensibles in vitro a la clindamicina
poseen genes que codifican la resistencia inducible a los macrélidos, lincosamidas y
estreptogramina B, y por ello pueden desarrollar resistencias a la clindamicina durante

el tratamiento. El clon Europeo ST80-IV se caracteriza por ser resistente a las

77



Introduccion

tetraciclinas y a la doxiciclina debido a la presencia del gen tet(M) [185]. Otra
diferencia genotipica entre los aislados comunitarios y hospitalarios es el patron

electroforético y los diferentes tipos de secuencias de MLST.

8.5.2. Patogenia v factores de virulencia asociados a SARM-AC

La mayoria de las infecciones producidas por SARM-AC son infecciones leves,
normalmente de piel y tejidos blandos como forunculos, carbunco y abscesos, pero en
ocasiones, estas lesiones progresan a celulitis e incluso a infecciones invasivas y fatales
como la fascitis necrosante. La neumonia necrosante se ha asociado a cepas de SARM-
AC productoras de la toxina LPV, esta entidad clinica se produce fundamentalmente en
nifios y jovenes y la mortalidad es muy elevada. La neumonia necrosante se produce
frecuentemente como complicacidn de una infeccidn viral previa, normalmente la gripe.
[102-104].

Algunos determinantes de virulencia se han asociado como causa de la
diferencia en el espectro de infecciones producidas por las cepas de SARM-AC y
SARM-AH, y de la elevada virulencia atribuida a las cepas comunitarias [186]. Una
caracteristica genética muy frecuente de SARM-AC es la presencia en estas cepas de los
genes lukS-PV/IukF-PV, que se encuentran integrados en un bacteriéfago y que
codifican la LPV. Esta toxina produce la destruccion de los leucocitos mediante la
formacidn de poros y necrosis tisular y se ha asociado con la mayor virulencia atribuida
a estas cepas a la hora de causar IPTBs. Sin embargo, esta asociacion no esta del todo
clara, ya que existe cierta controversia entre la evidencia clinica y los resultados
encontrados en los diferentes modelos experimentales de infeccion [63, 65, 67]. La LPV

también se ha asociado a la produccion de neumonia necrosante [66], aunque hay
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estudios llevados a cabo con modelos animales de infeccidn que no encuentran una
implicacion directa de la toxina en una mayor mortalidad [64]. La LPV también se ha
relacionado epidemioldégicamente con la capacidad de diseminacién de las cepas de
SARM-AC, sin embargo esta relacién epidemioldgica no es suficiente para establecer si
la LPV contribuye directamente a la misma [187, 188], ya que hay variantes de las
cepas de SARM-AC LPV negativas que también causan infecciones en la comunidad
[189]. Un ejemplo es la cepa ST1, la variante LPV positiva es prevalente en USA pero
la variante LPV negativa fue una cepa endémica en algunas comunidades del oeste de
Australia [171]. Lo mismo ocurre con la cepa ST59, la variante LPV positiva es
endémica en Taiwan y en Vietnam, pero en EEUU la mayor parte de estas cepas son
LPV negativas [190-192].

Otro de los factores que se piensa que puede estar implicado en la patogénesis de
SARM-AC es el elemento genético movil denominado ACME (Arginine Catabolic
Mobile Element), que se ha relacionado epidemiolégicamente a la cepa USA300. El
elemento ACME es un fragmento de ADN de 31Kb que se encuentra situado en el gen
orfX, adyacente al elemento SCCmec en la cepa USA300. El elemento ACME codifica
una ruta de metabolismo de la arginina (arginina desaminasa) y el operon opp-3
(Operon Oligopeptide Permease), y se ha sugerido que podria estar implicado en la
patogénesis de la cepa USA300 y que podria contribuir al “fitness” de la bacteria [193].
Sin embargo, existe cierta controversia en cuanto a la implicacién del elemento ACME
en la patogénesis, ya que en el estudio publicado por Montgomery et al. en el que se
emplea un modelo animal de neumonia e infeccidn de piel, no encuentran diferencias en
cuanto a la virulencia entre aislamientos isogénicos portadores y no portadores del

ACME [194].
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Recientemente, se han descrito unos péptidos denominados PSM (Phenol-
Soluble Modulines) que se han implicado en la patogenia de SARM-AC. Estos péptidos
tienen la capacidad de reclutar, activar y lisar los neutrofilos humanos eliminando asi la
principal linea de defensa celular frente a las infecciones causadas por S.aureus. Los
PSMs se codifican en un operon presente en el genoma de todas las cepas secuenciadas,
pero se expresan en cantidades mayores en las cepas de SARM-AC que en las cepas de
SARM-AH en las que la produccion de estos péptidos es nula 0 muy pequefia. En el
estudio publicado por Wang et al. se demuestra que estos péptidos contribuyen a la
virulencia de las cepas de SARM-AC en modelos de infeccion de piel y sepsis [195].

Otro factor de virulencia relacionado con la patogenesis de SARM-AC es la
hemolisina alfa. Esta toxina tiene la capacidad de formar poros en las células de los
mamiferos lo que conlleva a la ruptura de las mismas. La hemolsina alfa es producida
por un elevado porcentaje de las cepas de S. aureus, sin embargo, la expresion de la
misma podria ser diferente en las distintas cepas. En cuanto a su implicacion en la
patogenia, algunos estudios revelan que la hemolisina alfa interviene de forma esencial

en la patogénesis de la neumonia [64, 196].

8.5.3. Principales clones epidémicos de SARM-AC

En los dltimos afios la epidemiologia de SARM-AC esta cambiando. Hasta hace
relativamente pocos afos, la presencia de los distintos linajes de SARM-AC estaba
restringida a determinadas areas geogréficas, de este modo, los linajes ST1-SCCmeclV
y ST8-SCCmeclV se encontraban confinados en EEUU, el linaje ST30-SCCmeclV en
Australia, y el linaje ST80-SCCmeclV en Europa [197]. Estudios recientes demuestran

que esta situacién ha comenzado a cambiar. En la actualidad, los principales clones de
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SARM-AC se estan diseminando por todo el mundo. De este modo, ST1-SCCmeclV se
ha detectado en Asia, Europa y EEUU, ST8-SCCmeclV en Europa y EEUU, ST30-
SCCmeclV se ha descrito en Australia, Europa y Sudamérica, ST59-SCCmeclV en Asia
y EEUU y ST80-SCCmeclV también estd ampliamente diseminada por Europa, Asia y
Oriente Medio [178]. Se ha observado que en paises con un mayor intercambio
poblacional, ya sea debido a los flujos migratorios o a viajes internacionales, la
diversidad clonal de las cepas de SARM-AC es mayor. En la tabla 6 se describen los

principales clones epidémicos de SARM-AC.

TABLA 6. PRINCIPALES CLONES EPIDEMICOS DE SARM-AC LPV POSITIVOS [Adaptada de 178].

DENOMINACION DEL CLON PERFIL MLST ST CcC TIPO DE SSCmec
Clon Europeo 1-3-1-14-11-51-10 80 80 v

Clon del sudoeste del Pacifico 2-2-2-2-6-3-2 30 30 \Y

(USA110)

USA400 1-1-1-1-1-1-1 1 1 v

USA300 3-3-1-1-4-4-3 8 8 v

USA100 19-23-15-2-19-20-15 59 59 v

Aunque la mayor parte de los clones de SARM-AC son portadores de la LPV,
también se han descrito otros clones que no son portadores de esta toxina y que causan
infecciones comunitarias como los tipos de secuencia ST5-SCCmecV, ST22-SCCmeclV,
ST37-SCCmeclV, ST93-SCCmeclV, ST377-SCCmecV y el ST766-SCCmeclV. Un
hecho preocupante, es la adquisicion de la toxina LPV por parte de ciertos linajes
asociados al sistema sanitario como ST22 y ST5, ya que estos linajes causan infecciones
en pacientes que con frecuencia tienen otras enfermedades de base o estan

inmunodeprimidos.
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Recientemente se ha descrito un nuevo linaje de SARM en los Paises Bajos
causante de infeccion en cerdos y en granjeros que trabajan con estos animales, que esta
cambiando la epidemiologia en estos paises. A este linaje se le ha asignado el ST398.
La mayor parte de los aislados pertenecientes a ST398 son portadores de los elementos
SCCmec IV 0 V, vy la caracteristica que diferencia este linaje del resto, es que no se
digiere con la enzima de restriccion Smal. En el afio 2006, el 25% de los SARM
aislados en hospitales holandeses pertenecian al ST398 [198], y varios estudios revelan
que este genotipo se encuentra presente en otros paises de Europa y del mundo [199,
200]. Un hecho preocupante es la publicacién de aislados pertenecientes a ST398
portadores del SCCmeclll, que son multirresistentes y portadores de la toxina LPV [201
202], ya que la presencia de esta toxina en este linaje y su emergencia en la comunidad,

podria causar un problema de salud publica.

8.5.4. Infecciones por SARM-AC en poblacion pediatrica

Desde que fueran descritas por primera vez en Australia en el afio 1993, se ha
producido una explosion en el namero de casos publicados de infecciones causadas por
SARM-AC en pacientes sin factores de riesgo, ni relacion alguna con el sistema
sanitario. Algunos estudios sefialan que este aumento es especialmente importante en
nifios [173].

La epidemiologia de la infeccion por S.aureus en la comunidad se ha estudiado
fundamentalmente en EEUU, debido a la elevada prevalencia de este tipo de infecciones
en este pais [203, 204], donde la tasa de SARM-AC en nifios se ha ido incrementando a
lo largo de los afios. En algunas areas geograficas de EEUU el nimero de infecciones

causadas por SARM-AC supera al de las infecciones causadas por cepas sensibles a
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meticilina [173]. A pesar de que SARM-AC parece estar diseminandose por todo el
mundo, existen pocos trabajos en los que se haya estudiado la prevalencia y la
epidemiologia de estas infecciones fuera de EEUU, a pesar de que esta informacién es
de gran importancia a la hora de definir tratamientos empiricos para este tipo de
infecciones.

Algunos de los trabajos publicados muestran realidades muy distintas en funcién
de la regién geogréfica objeto de estudio. Por ejemplo Grecia, es uno de los paises con
la tasa de SARM-AC mas elevada de Europa, este hecho lo demuestran estudios como
el realizado por Nihiou et al. que mostré que un 44% de los aislados de S.aureus que
causan infecciones en nifios en la comunidad fueron resistentes a la meticilina, siendo
ST80-SCCmeclV la cepa méas prevalente [205]. Este estudio revela ademas, que los
pacientes con infecciones por SARM-AC fueron ingresados o intervenidos
quirirgicamente en un porcentaje significativamente mayor que los pacientes con
infecciones causadas por cepas sensibles a meticilina. Una revision realizada en el
Reino Unido de los casos de infeccion causados por SARM-AC mostro, que la tasa de
infeccion por SARM-AC aunque era inferior a un 1%, presentaba una tendencia
significativamente creciente a lo largo de los afios [206]. Otro estudio prospectivo
realizado en Argentina entre los afios 1993 al 2007 en pacientes pediatricos que
presentaban bacteriemia asociada a la comunidad mostrd, que mientras que hasta el afio
2004 solo el 3% de los aislamientos eran resistentes a meticilina, en el segundo periodo
del estudio (2004-2007) el porcentaje ascendié al 47% [207]. En Australia estudios de
vigilancia de infecciones por SARM-AC, realizados durante los afios 2000, 2002 y 2004,
mostraron un incremento significativo en la tasa de SARM en la comunidad. El
porcentaje paso a ser de un 4,7% en el afio 2000 a un 7,3% en el afio 2004, aunque la

prevalencia fue variable en funcién de las ciudades estudiadas. De este modo, en

83



Introduccion

algunas ciudades la tasa fue del 2% mientras que la prevalencia en otras llegaba hasta el
10% [208]. Este mismo hecho ha ocurrido en Taiwén, donde la prevalencia se ha
incrementado desde el afio 2000 segin muestran estudios realizados en distintas areas
geograficas del pais [209]. En Espafia la primera vez que se describieron casos de
infecciones asociadas a la comunidad causadas por SARM en poblacién pediatrica, fue
en el aflo 2006 en un estudio realizado en Madrid entre los afios 2003 al 2005 [210].
Desde entonces, se han descrito ya varias series de casos fundamentalmente en nifios y
adultos jovenes, que con frecuencia eran originarios de paises de Sudamérica, sobre
todo de Ecuador [185, 211]. Un estudio realizado por Daskalaki et al. en el servicio de
urgencias de pediatria, en el que se recogieron durante el afio 2007 todas las infecciones
de piel y tejidos blandos, mostré una prevalencia relativamente alta (13%) de SARM-
AC, siendo ST8-SCCmeclV el clon predominante [49]. Otro estudio publicado
recientemente, describe en Barcelona una serie de 12 casos de infecciones comunitarias
causadas por SARM en nifios. Las infecciones fueron sobre todo IPTBs pero también se
describen casos de infecciones graves como neumonia necrosante o fascitis necrosante

[212].
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El primer aislado de S.aureus resistente a meticilina se describi6 en el afio 1961,
2 afios después de la introduccion de la meticilina en la préctica clinica [110]. Durante
los afios siguientes, las cepas de SARM se diseminaron por toda Europa, y en los afios
1970 ya se habian propagado por todo el mundo. El primer brote de infeccion producida
por SARM en Espafia fue descrito en el afio 1981 [213], en los afios siguientes, se
fueron sucediendo una serie de comunicaciones de brotes de infeccion por SARM [214-
216] lo que indicaba, que la situacion de prevalencia de SARM en los hospitales
espafoles se iba incrementando a lo largo de los afios. De este modo, en el afio 2008 los
datos del sistema de vigilancia EARSS mostraron que en Espafia la prevalencia de
SARM estaba entorno a un 25%. Estos datos de prevalencia se refieren
fundamentalmente a poblacion adulta, pero no hay estudios que evalGen cual es la
prevalencia de SARM-AH en nifios en nuestro pais.

Hasta la década de 1990 las infecciones por SARM se confinaban al medio
hospitalario y las infecciones por SARM a las que se les atribuia un origen comunitario,
ocurrian en pacientes que tenian un contacto frecuente con el hospital, en residentes de
centros sociosanitarios de larga estancia o en ADVPS. Los primeros casos de
infecciones causadas por SARM-AC fueron descritas en Australia en el afio 1993, desde
entonces, el nimero de casos publicados de infeccién por SARM-AC en pacientes sin
factores de riesgo se ha incrementado significativamente. Los casos publicados
confirman, que uno de los grupos poblacionales méas afectados por este tipo de
infecciones es la poblacién pediatrica [173, 217]. A pesar de que el nimero de casos
publicados parece estar aumentando en muchos paises, la prevalencia y la
epidemiologia de este tipo de infecciones se ha estudiado fundamentalmente en EEUU,

donde la tasa de infecciones por SARM-AC es muy elevada, sobre todo en algunos
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estados donde supera los casos de infeccion causados por cepas sensibles a meticilina
[173]. En Espafia, desde que se describieran los primeros casos de infeccion por SARM-
AC en poblacion pediatrica en el afio 2006 [210], se han ido sucediendo varias
publicaciones que describen series de casos fundamentalmente en nifios y adultos
jovenes, que con frecuencia eran originarios de paises de Sudamérica, sobre todo de
Ecuador [185, 211, 212]. En estas series de casos se describen sobre todo infecciones de
piel y tejidos blandos, pero tambieén se describen casos de infecciones graves como
neumonia necrosante o fascitis necrosante. Un estudio realizado por Daskalaki et al. en
el servicio de urgencias de pediatria, en el que se recogieron durante el afio 2007 todas
las infecciones de piel y tejidos blandos, mostrd una prevalencia relativamente alta
(13%) de SARM-AC [49], lo que nos indica que las infecciones por SARM-AC en
nifios podrian estar siendo infravaloradas en nuestro pais. Los estudios y series de casos
de infeccion por SARM-AC publicados en Espafia nos alertan sobre la existencia de
este tipo de infecciones en nuestro pais, pero presentan la limitacion de que se refieren a
un area geogréafica concreta y por ello los resultados de los mismos no se pueden
extrapolar a la totalidad de la poblacion pediatrica. Por otro lado, no existen hasta la
fecha estudios poblacionales y multicéntricos que indiquen claramente cual es la
verdadera prevalencia de este tipo de infecciones en nuestro pais, por lo que no se puede
evaluar la magnitud del problema. Esta situacion pone de manifiesto una necesidad de
profundizar en el conocimiento de las infecciones por S.aureus en poblacion pediatrica,
y cuantificar su importancia en este grupo poblacional. Es importante conocer la
prevalencia real de SARM-AC en nuestro pais, asi como también la epidemiologia
molecular, sobre todo en un momento en el que los cambios poblacionales y migratorios
han aumentado en la poblacién infantil y con ello, la circulacion de cepas entre los

diferentes paises y continentes. También es importante conocer las caracteristicas
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clinicas y demogréficas de las infecciones por SARM-AC en nuestro pais, para de este
modo, poder valorar la gravedad de este tipo de infecciones y conocer las caracteristicas
de los nifios a los que afectan. EIl disponer de esta informacion tendrd importantes
implicaciones clinicas, ya que ayudara en la toma de decisiones acerca de la prevencion
y tratamiento de este tipo de infecciones.

A pesar de que muchas de las infecciones descritas por SARM-AC son
infecciones leves de piel y tejidos blandos [48-50], también se han descrito muchos
casos de IPTBs profundas, y en ocasiones se han descrito cuadros extremadamente
graves de infecciones invasivas y fatales [55, 58, 59, 61], destacando una entidad clinica
que se ha asociado a este tipo de cepas que es la neumonia necrosante [102, 103, 104].
Este cuadro se produce fundamentalmente en nifios y adultos jovenes, y su mortalidad
es muy elevada. Algunos determinantes de virulencia se han asociado como causa de la
diferencia en el espectro de infecciones producidas por las cepas de SARM-AC y
SARM-AH, y de la elevada virulencia atribuida a las cepas comunitarias [186]. Una
caracteristica genética muy frecuente de SARM-AC es la presencia en estas cepas de la
toxina LPV. Esta toxina produce la destruccion de los leucocitos mediante la formacion
de poros y produce necrosis tisular y se ha asociado con la mayor virulencia atribuida a
estas cepas a la hora de causar IPTBs. Sin embargo, esta asociacion no esta del todo
clara, ya que existe cierta controversia entre la evidencia clinica y los resultados
encontrados en los diferentes modelos experimentales de infeccion [63, 65, 67]. La LPV
también se ha asociado a la produccion de neumonia necrosante [66], aunque estudios
publicados ponen en duda esta asociacion [64].

Otro de los factores que se piensa que puede estar implicado en la patogénesis de

SARM-AC es el elemento ACME. Este elemento se ha sugerido que podria estar
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implicado en patogeénesis de la cepa USA300 y que también podria contribuir “fitness”
de la bacteria [193], pero hay estudios que ponen en duda esta implicacion [194].

Los péptidos PSM también se han implicado en la patogenicidad de SARM-AC
en modelos de infeccién de piel y sepsis [195], ya que estos péptidos tienen la
capacidad de reclutar, activar y lisar los neutrofilos humanos eliminando asi la principal
linea de defensa celular frente a las infecciones causadas por S.aureus.

Otro factor de virulencia relacionado con la patogénesis de SARM-AC es la
hemolisina alfa, ya que algunos estudios sugieren, que interviene de forma esencial en
la patogénesis de la neumonia [64, 196]. Esto se debe a su capacidad de formar poros en
las células de mamiferos lo cual conlleva a la ruptura de las mismas.

Estos son agunos de los factores que se han asociado como causa de la mayor
virulencia atribuida a las cepas de SARM-AC vy al espectro de infecciones producidas
por estas, pero a ninguno de estos factores se le ha atribuido de una implicacion directa
e irrefutable, con lo que la razon por la que estas cepas son tan virulentas y producen un
espectro de infecciones diferente a otras cepas de SARM sigue siendo objeto de estudio.
S.aureus es un microorganismo capaz de producir una gran cantidad de factores de
virulencia como exoproteinas, factores de adhesion o componentes de la estructura de la
bacteria que de forma individual o coordinada estan implicadas en la patogenia de este
microorganismo. La expresion de estos factores de virulencia esta coordinada y
regulada por una serie de sistemas reguladores, de estos sistemas el mas conocido y
estudiado es el agr. El agr permite o bloquea la expresion de los factores de virulencia
en funcion de las necesidades de la célula bacteriana [85].

El contenido genético de las distintas cepas probablemente influya en la
patogénesis, en la capacidad de supervivencia y de diseminacion de las cepas y puede

que sea la explicacion de que algunas cepas se diseminen y predominen sobre otras. El
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conocimiento del contenido genético de las cepas de S.aureus puede ser de gran
importancia a la hora de dilucidar qué genes estan asociados a una mayor virulencia, a
un tipo de infeccion o a un tipo de cepa, lo que puede tener importantes implicaciones

en el diagndstico y tratamiento de estas infecciones.

Por todo ello nos decidimos a realizar este estudio con los siguientes objetivos:

1. OBJETIVO GENERAL

Determinar las caracteristicas clinicas, microbiologicas y moleculares de las
infecciones producidas por S. aureus en poblacion pediatrica, con especial atencion de

aquellas causadas por SARM-AC.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el porcentaje de resistencia a meticilina de las cepas de S. aureus
causantes de infecciones asociadas a la comunidad y al sistema sanitario en
poblacion pediétrica, de cuatro ciudades de Esparia

2. Conocer las tasas de resistencia a los antibioticos no B-lactdmicos de las cepas
que circulan en nuestro pais en la poblacion pediétrica.

3. Estudiar el porcentaje de aislamientos de S.aureus que son portadores de la
toxina LPV, tanto SARM como SASM.

4. Describir las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, y microbioldgicas de las
infecciones por S.aureus en nifios en funcion de la adquisicion, de la resistencia

a meticilina, y de la presencia de la toxina LPV.
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10.

Determinar la posible implicacion de la toxina LPV en las infecciones por S.
aureus.

Estudiar la epidemiologia molecular de los aislados de SARM, mediante las
técnicas de ECP, MLST Yy tipificacion del SCCmec, y determinar las cepas mas
prevalentes en la comunidad y en el hospital.

Estudiar la diversidad clonal de las cepas productoras de la toxina LPV.

Estudiar el contenido genético de los principales linajes que circulan en nuestro
pais en la poblacion pediétrica.

Analizar el contenido genético de las cepas portadoras y no portadoras de la
toxina LPV, y determinar si existe algin factor de virulencia que pudiera estar
asociado a la presencia de la LPV.

Analizar el contenido genético de las cepas causantes de bacteriemia y de las
cepas causantes de otros sindromes clinicos y determinar si existen genes que se

pudieran asociar a las cepas causantes de bacteriemia.
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1. DISENO DEL ESTUDIO

1.1. Tipo de estudio

Se trata de un estudio multicéntrico y prospectivo, que incluyé todos los casos
de infecciones y colonizaciones causados por S. aureus (sensible y resistente a
meticilina) en pacientes pediatricos atendidos en cuatro hospitales espafioles. El estudio
se focalizaba especialmente en dos grupos de infecciones en nifios: 1) las infecciones
por S. aureus asociadas a la comunidad, y 2) las infecciones por S. aureus asociadas al

sistema sanitario.

1.2. Ambito del estudio

El estudio incluyé la participacion de cuatro hospitales de distintas areas
geogréficas de Espafa:

o Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid). Este hospital dispone de un total
de 173 camas pediatricas, 43 de neonatos, y atiende aproximadamente 67.000
urgencias pediatricas anuales (67.861 en 2007).

o Hospital Vall d"Hebron (Barcelona). Dispone de 217 camas pediatricas, 77 de
neonatos, y atiende aproximadamente 47.000 urgencias pediatricas anuales
(46.936 en 2007).

o Hospital Son Dureta (Palma de Mallorca). Dispone de 82 camas pediétricas, y

atiende aproximadamente 24.000 urgencias pediatricas anuales (23.646 en 2007).
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o Complejo Hospitalario Universitario de A Corufia (CHUAC) (La Corufia).
Dispone de 98 camas pediétricas, y atiende aproximadamente 35.000 urgencias

pediatricas anuales (34.693 en 2007).

1.3. Criterios de inclusién vy periodo del estudio

Se incluyeron todos los nifios <14 afios de edad atendidos en los diferentes
servicios clinicos de pediatria (urgencias pediatricas, consultas externas, y servicios
clinicos de hospitalizacion) con un aislamiento de S. aureus en una muestra clinica El
periodo de estudio fue de 1 afio, de enero a diciembre del afio 2009. Se excluyeron los
paciente pediatricos atendidos en las unidades clinicas de fibrosis quistica, por ser un
grupo de pacientes con caracteristicas especiales, y con diferente representacion en los
cuatros hospitales participantes. El estudio contd con la colaboracion de investigadores
de los hospitales participantes, microbidlogos y pediatras, que participaban en la
identificacion de los casos clinicos y en la recogida de datos demogréaficos, clinicos y
microbiolégicos. Este estudio ha sido en parte financiado por el Fondo de
Investigaciones Sanitarias (FIS) del Instituto de Salud Carlos Il (Proyecto FIS
P108/81520 y la Red Espafiola de Investigacion en Patologia Infecciosa, RD 08/0011).
El protocolo del estudio fue aprobado por el comité de ética de los hospitales

participantes.

1.4. Definiciones

Los casos se clasificaron en funcion de la adquisicién en casos asociados a la

comunidad, casos asociados al hospital y casos asociados al sistema sanitario.
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Los casos asociados a la comunidad (AC) se definieron como aquellos
que ocurrieron en pacientes en la comunidad o en pacientes ingresados
siempre que el aislamiento microbioldgico se realizase en las primeras 48
horas del ingreso. Ademas estos pacientes no presentaban factores de
riesgo relacionados con la asistencia sanitaria. Los factores de riesgo
establecidos fueron: padecer ciertas enfermedades de base (insuficiencia
renal cronica, enfermedad tumoral previa, inmunodepresion, asma o
enfermedades cutaneas crdnicas), presentar historia previa de infeccion o
colonizacién por SARM, historia de ingreso en los 6 Ultimos meses,
haber recibido asistencia en centros sociosanitarios o de dialisis, haberse
sometido a cirugia (excluyendo a los neonatos), o ser portador de

catéteres permanentes u otros dispositivos médicos.

Los casos asociados al hospital (AH) se definieron como aquellos que
ocurrieron en pacientes hospitalizados cuando al ingreso no existia
evidencia de infeccion y el aislamiento de S.aureus se realizo después de

las primeras 48 horas del ingreso.

Los casos asociados al sistema sanitario (ASS) se definieron como
aquellos cuyo comienzo ocurrié en la comunidad en pacientes con alguno
de los siguientes factores de riesgo: presentar ciertas enfermedades de
base (insuficiencia renal cronica, enfermedad tumoral previa,
inmunodepresion, asma o enfermedades cutaneas cronicas), historia
previa de infeccion o colonizacién por SARM, historia de ingreso en los
6 Ultimos meses, haber recibido asistencia en centros sociosanitarios o de
dialisis, haberse sometido a cirugia, o ser portador de catéteres

permanentes u otros dispositivos médicos.
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A los efectos del analisis de los resultados, los casos asociados al hospital y los

casos de comienzo en la comunidad, pero asociados al sistema sanitario, se consideraron

todos ellos asociados al sistema sanitario.

Todos los casos incluidos en el estudio eran considerados como infecciones o

colonizaciones, de acuerdo a las siguientes definiciones:

Colonizacion por S.aureus: se define como el establecimiento y proliferacion
de S.aureus en la piel o membranas mucosas del huésped sin causar enfermedad.
Consideramos colonizaciones los casos en los que no existian sintomas clinicos
0 pruebas diagnosticas que evidenciaran enfermedad, siempre y cuando el
facultativo responsable del paciente asi lo considerase, haciéndolo constar en la

historia clinica del paciente.

Infeccion por S.aureus: se define como la invasion local o sistémica de
S.aureus en el huésped desarrollando una enfermedad y una respuesta del
huésped que conlleva generalmente una serie de manifestaciones clinicas.
Consideramos infeccion todos aquellos casos en los que existian sintomas
clinicos o pruebas diagnosticas que evidenciaran enfermedad, siempre y cuando
el facultativo responsable del paciente asi lo considerase, y lo hiciese constar en

la historia clinica del paciente.

1.5. Protocolo de recogida de los datos clinicos y microbioldgicos

En los casos incluidos en el estudio se recogieron una serie de datos

demogréficos, clinicos y microbiolégicos mediante un protocolo de recogida de datos

previamente definido (Anexol. Pagina 128).
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2. ESTUDIOS MICROBIOLOGICOS

En cada uno de los hospitales participantes en el estudio, los pediatras que
atendian los nifios eran los encargados de indicar la recogida de las diferentes muestras
clinicas para el diagnéstico de las infecciones por S. aureus. Los laboratorios de
microbiologia de los hospitales participantes, se encargaban de la identificacion a nivel
de especie y de la realizacion de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos.
Todos los aislamientos de S. aureus recogidos en cada uno de los hospitales
participantes se enviaban al laboratorio de microbiologia del Hospital 12 de Octubre,

donde se llevaron a cabo todos los estudios moleculares incluidos en el estudio.

2.1. Identificacidon fenotipica de los aislados

En el Hospital 12 de Octubre, la identificacion fenotipica a nivel de especie se
realizd mediante el sistema automatico Wider (Soria Melguizo, Madrid). Este sistema
realiza la identificacion bacteriana mediante la interpretacion de una serie de reacciones
bioguimicas incluidas en cada placa de identificacion mediante medidas colorimétricas.
También se realizaron la prueba de la coagulasa en tubo, mediante la cual se detecta la
coagulasa libre y unida, y la prueba de aglutinacién de latex. La coagulasa es una
enzima capaz de coagular el plasma y que diferencia a S. aureus de otras especies de
Staphylococcus. La prueba se realizo inoculando la colonia en un tubo con plasma de
conejo citratado y observando si habia formacion de coagulo a las 4 horas. En el caso de
que la prueba fuera negativa a las 4 horas se incubd durante 24 horas. La prueba de
aglutinacion de latex Staphaurex Plus (Remel, RU) se basa en la interaccion de las

particulas de latex o eritrocitos recubiertos con fibrinbgeno o con fibrinbgeno e
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inmunoglobulina G, con el factor de coagulacion, la proteina A y los antigenos de

superficie de S.aureus.

2.2. Estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos

El estudio de sensibilidad a los antibi6ticos se llevo a cabo por microdilucion
mediante el sistema automatico Wider (Soria Melguizo, Madrid). Este sistema consta de
una serie de pocillos con diferentes concentraciones de los antibiéticos a estudiar, y
mediante medidas de turbidez se determina la CMI del microorganismo a los
antimicrobianos [218].

Los antibidticos estudiados fueron:
o Penicilina
o Amoxicilina/Clavulanico
o Oxacilina
o Eritromicina
o Clindamicina
o Gentamicina
o Ciprofloxacino
o Vancomicina
o Rifampicina
o Trimetroprim/Sufametoxazol (TM/ST)
o Linezolid
o Mupirocina
o Acido fusidico

o Tetraciclinas
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En caso de ser necesario, los resultados de la sensibilidad antibidtica obtenidos
mediante microdilucion se confirmaron mediante el método disco-difusion. Para ello se
prepar6 un indculo de la bacteria con una turbidez de 0,5 de la escala McFarland a partir
de un cultivo joven y se sembré de forma homogénea en una placa de agar Mueller-
Hinton (Soria Melguizo, Madrid). Posteriormente, tras esperar unos minutos para el
secado del in6culo, se colocaron los discos impregnados de una determinada
concentracion del antibiético a estudiar, y tras 24 horas de incubacion a 35°C se realiz6
la lectura de los halos de inhibicion.

Para la deteccion de la resistencia a oxacilina por el método disco-difusion se
emplearon discos de oxacilina (1 pg) y de cefoxitina (30 pg) (Becton Dickinson,
EEUU), ya que la cefoxitina es mejor inductor de la expresion del gen mecA [219]. La
cepa ATCC 29213 (American Type Culture Collection) fue utilizada como cepa control

Cuando los resultados de sensibilidad de macrélidos y lincosamidas obtenidos
mediante microdilucién mostraban que la cepa era resistente a eritromicina y sensible a
clindamicina, se comprob6 mediante disco-difusion por el método del D-test la posible
existencia del fenotipo MLSg inducible a clindamicina. Para ello se prepardé un inoculo
de la bacteria con una turbidez de 0,5 de la escala de McFarland a partir de un cultivo
joven, y se sembré de forma homogénea por toda la placa de agar Mueller-Hinton. Tras
esperar unos minutos, se colocd un disco de eritromicina (15 pg) y un disco de
clindamicina (2 pg) (Becton Dickinson, EEUU) a una distancia de entre 15 a 25mm.
Tras 24 horas de incubacion a 35°C se realiz0 la interpretacion segun la forma y tamafio
de los halos de inhibicién. La existencia de un achatamiento en el halo de inhibicion de

la clindamicina en el lado donde se encontraba la eritromicina (D-zona) indicaba una
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resistencia inducible a la clindamicina (Figura 9). En estos casos se considerd que la

cepa era resistente a este antibidtico.

Figura 9. Test de induccion a clindamicina o D-test positivo. En la placa se encuentran colocados los antibioticos E
(eritromicina) y CC (clindamicina) a una distancia de 15 a 25mm y se observa un achatamiento de halo de inhibicion
de la clindamicina en la zona adyacente a la eritromicina (efecto D-zona) lo que es indicativo de resistencia inducible
a clindamicina.

Los resultados de las CMIs obtenidas mediante microdilucion y de las medidas
de los halos de inhibicion obtenidas mediante el método disco-difusion fueron
interpretados siguiendo los criterios del CLSI [220].

Tras realizar la identificacion y la deteccion del patron de resistencias de las

cepas estudiadas estas se congelaron a —70°C en crioviales (Microbank, Canada).

3. CONFIRMACION DE LA RESISTENCIA A METICILINA MEDIANTE LA

DETECCION DEL GEN mecA

Una vez identificados fenotipicamente todos los aislados, y realizada la
sensibilidad a los antibiéticos por microdilucion o por disco-difusion en caso de ser

necesario, se llevd a cabo la confirmacién de la resistencia a meticilina mediante la
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deteccion del gen mecA por la técnica de PCR. El gen mecA codifica la sintesis de la

proteina fijadora de penicilina PBP2a que no posee afinidad por los B-lactdmicos, y por

lo tanto es la responsable de la resistencia a meticilina. La técnica de eleccion para la

deteccion del gen mecA es la amplificacion del ADN mediante una reaccién de PCR.

Mediante la técnica de PCR se consigue la amplificacion exponencial de un fragmento

especifico de ADN, para el cual se han disefiado unos iniciadores que contienen una

secuencia de ADN homologa al fragmento que queremos amplificar. Si este fragmento

de ADN se encuentra presente en la muestra habra amplificacion, en caso contrario no

habrd amplificacion del ADN. La reaccién de PCR consta de distintas fases para las

cuales se emplea un ciclo térmico especifico (Figura 10):

o

La primera fase de la PCR es la desnaturalizacion donde las dos hebras de
ADN se separan por accion de la alta temperatura.

Posteriormente tiene lugar el annealing o anillamiento en el que se produce un
apareamiento entre las secuencias de ADN homologas, de los iniciadores y de la
muestra.

Por ultimo, se produce la fase de extension donde la ADN polimerasa se une al
iniciador y sintetiza la hebra complementaria incorporando dNTPs

(Desoxirribonucleétidos fosfato).

Estos pasos se repiten varias veces normalmente entre 30 y 40 veces. La

amplificacion del ADN es exponencial ya que las cadenas de ADN recién sintetizadas

actlian también como molde.
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l 95°C Desnaturalizacion \

l 40-65°C Anillamiento

T 1 I\;I_l_l_l_
Iniciador 30-40 Ciclos

ADN polimerasa

2340 amplicones

Figura 10. Etapas de la reaccién de PCR.

Los pasos bésicos para la realizacion de la técnica de PCR son los que se

muestran en la figura 11.
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Adslamiento de 5 aureus 2 37°C durantz 24 horas

en placa d= agar sangrs

ii Extraccion del ADN
-

Meazela del ADN de 12 bacteria con los
reactivos
de la reaccion d= PCR

o

Amplificacion dal ADN en vn termociclador

o

Separacion del ADN por electroforesis en gel de agarosa.

Tincion vy visualizacion.
—

Figura 11. Pasos basicos para la realizacion de una PCR. En primer lugar se lleva a cabo un cultivo de la bacteria de
24 horas, posteriormente se extrae el ADN de la bacteria y este ADN en una concentracion determinada, se mezcla
con los reactivos necesarios para la reaccion de la PCR (ADN polimerasa, dNTPs, MgCl,, cebadores, UDG). Esta
mezcla se introduce en un termociclador donde se aplica un ciclo térmico que incluye las fases que hemos descrito
anteriormente. Para confirmar el resultado de la PCR se separa el ADN producto de la amplificacion por
electroforesis en gel de agarosa. El gel se tifie, se visualiza y se comprueba el tamafio del fragmento amplificado.

El protocolo que se llevé a cabo para la deteccion del gen mecA fue el siguiente:
1-La extraccion del ADN: la extraccion del ADN de los aislados de S.aureus se realizo
mediante el sistema automatico QIAcube (Qiagen, EEUU) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Previamente los aislamientos de S.aureus fueron tratados con lisozima

(20 mg/ml)
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2- Amplificacion del ADN: una vez extraido el ADN se procedié a la reaccion de
amplificacion del ADN empleando los cebadores MECA P4 y MECA P7 (Tabla 7)

[221].

TABLA 7. SECUENCIAS DE LOS INICIADORES QUE AMPLIFICAN EL GEN mecA.

CEBADORES SECUENCIA (5°-3") TAMANO DEL
AMPLIFICADO (pb)*
MECA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162
MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG

*pb: pares de bases

La PCR se realizd en un volumen de 10 pl con el Light Cycler Start DNA
Master SYBR Green | (Roche, Mannheim, Alemania). La mezcla de reactivos de PCR
para cada muestra incluia: 1 uL de DNA master SYBRgreen (10x) (Roche, Mannheim,
Alemania), 1,2 pL de MgCl, (4 mM), 0,5 pl de los iniciadores (10pm/uL), 0,5 ul de
UDG (1 U/uL) (Uracil DNA Glicosilasa) (Roche, Mannheim, Alemania) y 4,3 ul de
agua bidestilada estéril. A esta mezcla se afiadieron 2 puL del ADN extraido de la
muestra clinica. La amplificacion y deteccion del producto amplificado se realiz6 en un
termociclador Light Cycler (Roche, Mannheim, Alemania) en el que se llevé a cabo una
reaccion de PCR a tiempo real. Mediante esta reaccion se monitoriza en cada ciclo la
aparicion de ADN producto de la reaccion mediante el uso del fluor6foro SYBR Green,
de manera que cada vez que se realiza una copia de ADN molde se libera una
fluorescencia proporcional a la cantidad de ADN que se genera (Figura 12).

El ciclo térmico empleado para la amplificacion fue: desnaturalizacién a 95°C
durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacion, primero a 95°C durante 2

segundos para desnaturalizar, seguido de una temperatura de 53°C durante 10 segundos
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para la hibridacion, y una temperatura de 72°C durante 8 segundos para la extension, y
por ultimo, un ciclo de desnaturalizacion mediante la aplicacion de un gradiente de
temperaturas desde 50°C hasta 95°C para monitorizar la cinética de disociacion de los

fragmentos amplificados y determinar la temperatura de fusién (Figura 13).

Amplification Gurves

Fluorescence (530)

05 /

01

7 4 B & 1D12 1418 15 20 22 24 06 28 & 32 34 3 a6 4
Cyoles

Figura 12. Gréafico de de la reacciéon de amplificacién de ADN. En el grafico se expresa la fluorescencia leida por el
termaociclador en el eje de las ordenadas y el nimero de ciclos de la PCR en el eje de abscisas. En el gréfico se
observan dos curvas correspondientes al control positivo y a una de las muestras problema, en estas muestras ha
habido amplificacién de ADN. Las curvas constan de 3 fases, en la fase inicial la produccién de fluorescencia (ADN
producto) esta por debajo del nivel de deteccion del termaociclador, en la segunda fase hay un incremento de la
fluorescencia exponencial y en la tercera fase se estabiliza la fluorescencia ya que ya no hay amplificacion de ADN.
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Figura 13. Curva de disociacion de los fragmentos amplificados por PCR. Mediante un aumento gradual de la
temperatura se consigue la total desnaturalizacion del ADN. La lectura de la fluorescencia durante este proceso
permite analizar la temperatura de fusion de los fragmentos de ADN en funcién de su tamafio. La temperatura de
disociacion es la misma en las 2 curvas, una corresponde al control positivo y la otra a la muestra problema lo que
confirma que el fragmento de ADN amplificado en la muestra problema es el que buscamos.
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3-Electroforesis en gel de agarosa: para confirmar si los fragmentos de ADN

amplificados correspondian al gen mecA, estos fueron separados mediante electroforesis
en un gel de agarosa al 2% (Conda, Madrid, Espafia) en TBE (0,5X) (Tris-HCI 50 nM ,

H3BO3; 50 nM , EDTA 0,2 nM) a 100 voltios durante 70 minutos. Para ello el gel de
agarosa fue cargado con los 10 pl del producto amplificado y el marcador de peso
molecular ¢$X174RF DNA/Haelll (Invitrogen, EEUU). Una vez realizada la
electroforesis se tifi6 el gel con SYBR®Gold (Invitrogen, EEUU) durante 15 minutos y
se visualizd con un transiluminador de luz ultravioleta. La deteccion de gen mecA se
confirmé cuando el fragmento amplificado daba lugar a una banda de 162pb (Figura 14).
La cepa de SARM ATCC 1556 se utilizé como control positivo, y la cepa ATCC 29213
como control negativo con el fin de confirmar que la reaccion PCR funciond

correctamente.

mecA

194pb

118ph

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa del producto de la PCR de deteccion del gen mecA. Las bandas que se observan en los
carriles 2, 3, 4 y 5 de 162pb corresponden al fragmento del gen mecA amplificado de las muestras problema y la banda que se
observa en el carril 7 corresponde al control positivo. Los carriles de los extremos del gel corresponden al marcador de peso
molecular $X174RF DNA/Haelll.
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4. DETECCION DE LA LEUCOCIDINA DE PANTON VALENTINE

En todos los aislados recogidos en el estudio se estudid la presencia de la toxina
LPV. Esta toxina esta formada por dos componentes, las proteinas F y S, y los genes
que las codifican son los genes IukS-PV y lukF-PV. La técnica empleada para la
deteccion de la toxina fue la PCR o amplificacion del ADN del gen luk-PV. Los pasos

que se siguieron fueron los siguientes:

1-La extraccion de ADN: la extraccion del ADN de los aislados de S.aureus se realizd
a partir de un cultivo puro, empleando el sistema automatico QlAcube (Qiagen, EEUU),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los aislamientos fueron previamente tratados

con lisozima (20 mg/ml)

2- Amplificacion del ADN: una vez extraido el ADN se procedié a la reaccion de

amplificacion del ADN empleando los cebadores luk-PV1 y luk-PV2 (Tabla 8) [222].

TABLA 8. SECUENCIAS DE LOS INICIADORES QUE AMPLIFICAN LA LPV.

CEBADORES SECUENCIA (5°-3") TAMANO DEL
AMPLIFICADO (pb)
Luk-PV1 ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 432
Luk-PV2 GCATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAG

La PCR se realizd en un volumen de 10 pl con el Light Cycler Start DNA
Master SYBR Green | (Roche, Mannheim, Alemania). La mezcla de reactivos de PCR

para cada muestra incluia: 1 pL de DNA master SYBRgreen (10x), 1,2 uL de MgCl, (4
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mM), 0,5 ul de los cebadores (10pm/ul), 0,5 pl de enzima UDG (1 U/pL) (Roche,
Mannheim, Alemania) y 4,3 ul de agua bidestilada estéril. La amplificacion y deteccion
del producto amplificado se realizd en un termociclador Light Cycler (Roche,
Mannheim, Alemania) donde se llevé a cabo una PCR a tiempo real. El ciclo térmico
empleado fue: desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos y a continuacion 40 ciclos
de amplificacién (primero una desnaturalizacién a 95°C durante 5 segundos, seguido de
la hibridacion a 58°C durante 5 segundos y de una extensién a 72°C durante 12
segundos), y por dltimo, un ciclo de desnaturalizacion mediante la aplicacion de un
gradiente de temperaturas desde 50°C hasta 95°C para monitorizar la cinética de

disociacion de los fragmentos amplificados y determinar la temperatura de fusion.

3-Electroforesis en gel de agarosa: los fragmentos de ADN amplificados fueron

separados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2% (Conda, Madrid,
Espafia) en TBE (0,5x) (Tris-HCI 50 nM, H3BO350 nM, EDTA 0,2 nM) a 100 voltios

durante 70 minutos. El gel fue cargado con los 10 ul del producto amplificado y el
marcador de peso molecular ¢$X174RF DNA/Haelll (Invitrogen, EEUU). La
visualizacion de las bandas de amplificacién se realizé tifiendo el gel con SYBR®Gold
(Invitrogen, EEUU) y empleando un transiluminador de luz ultravioleta. Las cepas
portadoras del gen que codifica la LPV presentaban una banda de 432pb en el gel de
agarosa (Figura 15). Se incluyo la cepa control ATCC 1556, para confirmar que la PCR

habia funcionado correctamente.
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LPV

603ph

310pb

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa del producto de la PCR de deteccion de LPV. Las bandas que se observan en los carriles
2,3,4,5,6,7y 8 de 432 pb corresponden al fragmento del gen Luk-PV amplificado de las muestras problema y la banda que se
observa en el carril 10 corresponde al control positivo. Los carriles de los extremos del gel corresponden al marcador de peso
molecular $X174RF DNA/Haelll.

5. CARACTERIZACION GENOTIPICA

La tipificacion molecular se realizd en todos los aislamientos resistentes a
meticilina, en todos los aislamientos portadores de LPV, y en una seleccion de
aislamientos sensibles a meticilina y no portadores de la LPV. La caracterizacion
molecular incluyé la realizacion de electroforesis en campo pulsante, MLST,

tipificacion del cassette cromosémico SCCmec, y la determinacion del tipo de agr.

5.1. Electroforesis en campo pulsante

La ECP se realizo en todos los aislamientos resistentes a meticilina y en todos
los aislamientos portadores de la LPV. La ECP se basa en la digestion del ADN
bacteriano con una enzima de restriccion denominada Smal, y la posterior separacion de
los fragmentos que resultan de la digestion, mediante electroforesis en un gel de agarosa
empleando un gradiente de voltaje alterno.
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La tipificacion molecular mediante electroforesis en campo pulsante se realizo

siguiendo el siguiente protocolo:

1-Cultivo bacteriano: a partir de un cultivo puro de S. aureus, se inoculdé una Unica
colonia en medio de Luria-Bertani (10 g triptona, 10 g NaCl, 5 g extracto de levadura y
ajustar con agua destilada a 1 L), y se incub6 a una temperatura 37°C durante 17 horas
en agitacion a 150 r.p.m.

2- Preparacion de los insertos de agarosa: Tras agitar la suspension bacteriana con el
fin de homogeneizarla, se pipetearon 0,5 ml de la misma y se centrifugé durante 2
minutos a 8.000 r.p.m. El sobrenadante se desechd y el sedimento se resuspendio en 0,5
ml de buffer PIV (0,01 mM Tris-HCI (PH=8), 1 M NaCl). La suspension bacteriana se
volvio a centrifugar, desechando posteriormente el sobrenadante y resuspendiendo el
sedimento en 200 ul de buffer PIV. Posteriormente se ajusto la concentracion bacteriana
mediante la lectura de la densidad dptica (DO). Para ello se afiadié 1 ml de PIV a 5ul de
suspension bacteriana y se midio la densidad Optica en un espectrofotometro modelo
Gene Quant 11 RNA/DNA Calculator (Pharmacia Biotech) a una longitud de onda de
620 nm. Mediante la siguiente formula se calculé para cada muestra, el volumen de PIV
a afadir a la suspension bacteriana para que todas ellas tuvieran la misma
concentracion:

Volumen de PIV= (DOg2 x 40 x 210) - 210

Una vez realizado el calculo y afiadido el volumen necesario, se mezclaron 200 ul de
suspension bacteriana y 200 ul de agarosa de bajo punto de fusién al 2% (Biorad,
Hercules, California), y se dispensaron en los moldes. Los moldes de agarosa se dejaron

solidificar durante 30 minutos a 4°C.
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3-Lisis: Una vez solidificados, los moldes se extrajeron y se incubaron a 37° C durante
5 horas con 1 ml de solucién de tampén de lisis compuesto por 935 ul de EC (6 mM
Tris-HCI pH=8; 1 M NaCl; 0,1 M EDTA pH=8; 0,2% Desoxicolato sodico; 0,5%
Sarcosyl), 10 ul de Lisozima (100 png/mL), 50 ul de Lisoestafina (50 ug/ml), y 5 ul de
RNasa (10 mg/mL). Tras las 5 horas de incubacion se retird la solucion de lisis y se
afiadi6 1 mL de una solucién compuesta por buffer ES (0,5 M EDTA pH=9; 1%
sarcosyl) y proteinasa-K (10 mg/mL). Los insertos de agarosa se incubaron con esta
solucion durante 18 horas a 50°C. A continuacion, se retird la solucion de proteinasa-K,
y se lavaron los insertos 4 veces con 10 mL de buffer TE (1x) (10 mM Tris-HCI pH=8;
0,1 M EDTA pH=8) en agitacion suave a temperatura ambiente con el fin de eliminar
las impurezas. Tras aspirar la solucién de lavado los insertos se conservaron a 4°C para

Su posterior uso.

4-Digestion del ADN: para la digestion del ADN se utilizd una enzima de baja
frecuencia de corte que permite digerir el ADN cromosomico en fragmentos grandes. Se
afiadieron 300 pl de la solucion de restriccion compuesta por 3 ul de Smal (60
Unidades), 30 pl de Smal buffer (Biolabs, New England, EEUU), y 267 ul de agua. Los

insertos se incubaron con la solucién de restriccion a 25°C durante 18 horas.

5- Electroforesis en gel de agarosa: para realizar la electroforesis se emplearon geles
de agarosa (Biorad, California, EEUU) al 1% en un buffer TBE (0,5x) (Tris-HCI 50
nM, H3;BO350 nM , EDTA 0,2 nM).

Los insertos se cargaron en los pocillos y en los extremos del gel se incluyeron
marcadores de peso molecular Lambda ladder (Biolabs, New England, EEUU). La

electroforesis se llevd a cabo en un sistema CHEF-DR Il (BioRad®, Richmond,
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EEUU) utilizando como solucion tampén TBE (0,5x) (Tris-HCI 50 nM, H3BO350 nM,
EDTA 0,2 nM). Los fragmentos de restriccion se separaron con las siguientes
condiciones de electroforesis: la temperatura de electroforesis fue de 14°C, el gradiente
de voltaje fue de 6 v/icm, y se utilizaron dos bloques de pulsos (un primer bloque con
pulsos de 5 a 15 segundos durante 11,5 horas y el segundo bloque durante 11,5 horas

con pulsos de 15 a 40 segundos).

6-Interpretacion de los resultados: una vez finalizada la electroforesis, el gel se tifid
con SYBR®Gold (Invitrogen, EEUU) durante 20 minutos en agitacién a temperatura
ambiente. Una vez tefiido el gel, se lavo con agua durante 10 minutos. El gel se observo
en un transiluminador con luz UV y a continuacion se procedié a obtener una imagen de
los patrones electroforéticos de los aislamientos clinicos analizados (Figura 16). El
andlisis de los patrones de macrorrestriccion obtenidos para cada una de las cepas
analizadas se realizoO con el programa informéatico Bionumerics (Applied Maths,
Kortrijk, Bélgica). El algoritmo matematico utilizado fue el método de agrupacion por
pares no ponderados utilizando promedios, UPGMA (Unwweighted Pair Group Method
using Arithmetic averages). Para la asignacion de pulsotipos se seleccionoé el coeficiente
de Dice, un porcentaje de tolerancia entre bandas del 1,8 y un porcentaje de
optimizacion del 0,5%. Un coeficiente de similaridad superior al 80% fue utilizado para

definir un patron de ECP, siguiendo los criterios descritos por Tenover [175].
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Figura 16. Perfiles de restriccion generados tras la ECP de 12 aislamientos clinicos de S.aureus. Los perfiles de

bandas correspondientes al primer y Gltimo carril corresponden al marcador de peso molecular lambda ladder

5.2. Multilocus sequence typing

La técnica de MLST se realizd en todas las cepas que se estudiaron por
electroforesis en campo pulsante y que poseian un patron electroforético distinto, y en
una seleccion de aislamientos sensibles a meticilina y LPV negativos, con el fin de
conocer a que tipo de ST pertenecian. Para ello se utilizé la técnica desarrollada por
Enright et al. [223] que consiste en secuenciar los fragmentos internos (de 450 a 500
pb) de 7 genes “housekeeping” denominados arcC, arok, glpF, gmk, pta, tpi e ygiL que
codifican distintos enzimas metabdlicos bacterianos. Para determinar el tipo de ST del
aislado se alinean las secuencias de los fragmentos internos de los genes housekeeping
con las que ya se han depositado en una base de datos centralizada (www.mlst.net). A
cada una de las secuencias de los 7 genes el programa le asigna un numero que
identifica a cada alelo, y a ese perfil alélico de 7 nameros se le asigna un ST.

El protocolo empleado para la técnica de MLST fue el siguiente:
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1-Extraccion del ADN: la extraccion del ADN cromosdmico de los aislamientos se

realizd mediante el sistema automatico QIAcube (Qiagen, EEUU) siguiendo las

instrucciones del fabricante. Los aislados de S.aureus fueron sometidos a un tratamiento

previo con lisozima (20 mg/ml).

2- Reaccion de amplificacion de los genes metabolicos: una vez extraido el ADN se

procedié a la reaccion de amplificacion de los fragmentos internos de los 7 genes

metabolicos empleando los cebadores descritos por Enright et al. [223]:

TABLA 9. SECUENCIAS DE LOS CEBADORES EMPLEADOS EN LA AMPLIFICACION DE LOS
FRAGMENTOS DE LOS 7 GENES METABOLICOS.
CEBADORES SECUENCIAS (5-3")

GEN

Carbamato quinasa
(arcC)
Shikimato
deshidrogenasa

(aroE)
Glicerol quinasa
(9lpF)
Guanilato quinasa
(gmk)
Fosfato
acetiltransferasa
(pta)
Triosefosfato

isomerasa (tpi)

Acetil coenzima A

acetiltransferasa

(ygiL)

arcC-Up
arcC-Dn
aroE-Up
aroE-Dn

glpF-Up
glpF-Dn
gmk-Up
gmk-Dn
pta-Up
pta-Dn

tpi-Up
tpi-Dn

yqiL-Up
yqiL-Dn

TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC
AGGTATCTGCTTCAATCAGCG

ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
GGTGTTGTATTAATAACGATATC

CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC

ATCGTTTTATCGGGACCATC
TCATTAACTACAACGTAATCGTA

GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA

TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC

CAGCATACAGGACACCTATTGGC
CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC
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456

456

465

429

474

402
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La PCR se realiz6 en un volumen de 10 ul con el reactivo Light Cycler Start
DNA Master SYBR Green | (Roche, Mannheim, Alemania). La mezcla de reactivos de
PCR para cada muestra incluia: 1 pL de DNA master SYBRgreen (10x), 1,2 uL de
MgCl, (4mM), 0,5 ul de los cebadores (20 uM), 0,5 ul de la enzima UDG (1 U/uL)
(Roche, Mannheim, Alemania) y 4,3 ul de agua bidestilada estéril. La amplificacion y
deteccion del producto amplificado se realizé en un termociclador de PCR en tiempo
real (Light Cycler, Roche, Mannheim, Alemania). El ciclo térmico utilizado para la
amplificacion fue: un ciclo de desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, seguido de
35 ciclos de amplificacion (primero a 95°C durante 10 segundos para desnaturalizar,
seguido de una temperatura de 55°C durante 8 segundos para la hibridacién y una
temperatura de 72°C durante 20 segundos para la fase de extension), seguido de un ciclo
de extension durante 3 minutos a 72°C, y por ultimo un ciclo de desnaturalizacion
mediante la aplicacion de un gradiente de temperaturas desde 50°C hasta 95°C, para asi
monitorizar la cinética de disociacion de los fragmentos amplificados y determinar la
temperatura de fusion.

Una vez realizada la reaccion de amplificacion se procedié a purificar los
productos de la PCR con el reactivo ExXoSAP-IT (Affymetrix) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Posteriormente, se cuantifico el ADN mediante la medida de la absorbancia a
260nm en un espectrofotometro modelo Gene Quant Il RNA/DNA Calculator
(Pharmacia Biotech) y se comprobo el ratio A260/A280 para comprobar la pureza del

producto de PCR.
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3- Secuenciacion de los genes metabdlicos: para cada gen a secuenciar se llevaron a
cabo dos reacciones de secuenciacion, una para cada hebra de ADN, empleando para
ello el iniciador 3°-5" en una de las reacciones y el iniciador 5-3" en la otra. Las
reacciones de secuenciacion de los productos de PCR purificados se realizaron en un
volumen final de 10 pl, afladiendo 2,5 ul del reactivo BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosistems, EEUU) y 1 ul de cebadores (4 uM). La cantidad
del producto de PCR se afiadi6 en funcién de la concentracién de ADN (siempre que no
superara los 90 ng/ul) del mismo, que se midié con un espectofotdmetro modelo Gene
Quant 11 RNA/DNA Calculator (Pharmacia Biotech). La reaccion de secuenciacion se
llevé a cabo en un termociclador modelo 2720 ThermalCycler (Applyed Biosystems)
con las siguientes condiciones: primero una temperatura de 96°C durante un minuto,
seguido de 35 ciclos de 96°C durante 10 segundos, 50°C durante 5 segundos, y 60°C
durante 4 minutos, y finalmente se llevé la temperatura del termociclador a 4°C.

Para evitar que ciertos componentes de la reaccién pudieran interferir en la
correcta asignacion de bases, se procedid a purificar el producto de la reaccion de
secuenciacion mediante el método manual de precipitacion con etanol. Para ello, en
primer lugar se afiadié a cada producto de la reaccion de secuenciacion 52 pl de una
mezcla de 2 pl de acetato sddico 3 M (pH 4,6) y 50 ul de etanol al 100%. Tras afadir la
mezcla se procedio a la agitacidn y posterior centrifugacion a 2000g durante 20 minutos.
Después se decantd el sobrenadante, y se volvié a centrifugar con la placa invertida
durante 1 minuto a 150g para eliminar bien el sobrenadante. Tras la centrifugacion se
afiadieron 150ul de etanol al 70% en cada uno de los pocillos de la reaccion, y se
centrifug6 la placa a 2000g durante 5 minutos. Se volvié a decantar el sobrenadante y se
centrifug6 a 150g durante un minuto con la placa invertida para asegurarnos de eliminar

bien el sobrenadante. Una vez finalizado el proceso de purificacion se resuspendid el
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sedimento en 20 pl de formamida y tras agitar de 10 a 15 segundos se centrifugo
durante 30 a 40 segundos a 2000g. Una vez finalizado este proceso, las muestras se

introdujeron en el secuenciador modelo Abi Prism 3100 (Applied Biosystems).

4-Analisis de las secuencias e interpretacion de los resultados: las secuencias
obtenidas fueron analizadas y ensambladas mediante el programa contigExpress
(Invitrogen, EEUU). La asignacion de alelos se realiz6 mediante la comparacion de las
secuencias obtenidas con las depositadas en la base de datos de S. aureus

(http://www.mlst.net). Al perfil alélico de 7 nimeros correspondientes a los 7 genes

secuenciados se le asigné un ST.

5.3. Caracterizacion del cassette cromosémico SCCmec

En todos los aislamientos de SARM se determind el tipo de SCCmec mediante
una reaccion de PCR. Se amplificaron algunos de los elementos méas caracteristicos de
cada tipo de SCCmec, segun el método descrito por Oliveira [221]. El método para

caracterizar el SCCmec se llevo a cabo empleando el siguiente protocolo:

1-La extraccion de ADN: la extraccién del ADN cromosomico se realizo a partir de un
cultivo puro de S. aureus mediante el sistema automatico QlAacube (Qiagen, EEUU)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Previamente la bacteria fue sometida a un

tratamiento de lisis con lisozima (20 mg/ml).

2-Amplificacion del ADN: Una vez extraido el ADN de la bacteria se procedio a la

reaccion de PCR, amplificando por separado ocho locus distintos (A-H), y utilizando el
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gen mecA como control interno. Los cebadores empleados fueron los descritos por

Oliveira et al. (Tabla 10) [221]:

TABLA 10. SECUENCIAS DE LOS CEBADORES EMPLEADOS PARA LA CARACTERIZACION DEL
CASSETTE CROMOSOMICO SCCmec.

LOCUS* CEBADORES SECUENCIA (5°-3") TAMANO TIPO
(pb) SCCmec

A CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 495 |
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC

B KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 284 Il
KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG

C MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 209 I, 11
MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC

D DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 342 1, 11, 1V
DCS R1 CTAAATCATAGCCATGACCG

E RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 243 1
RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC

F RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 414 1
RIF5 R13 GTCA CAGTAATTCCATCAATGC

mecA MECA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 Control
MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG interno

*Locus A: corresponde al gen CIF situado debajo del gen pls, es especifico del SCCmec tipo I. Locus B: se
encuentra en el operon Kdp que es especifico del SCCmec tipo Il. Locus C: se encuentra en el gen mecl presente en
los SCCmec del los tipos 11 y 11I. Locus D: se encuentra en la region dcs presente en los tipos |, 11y I1l. Locus E: esta
localizado en la region integrada entre el plasmido pl1258 y el transposon Tn554 que es especifico del tipo 11l. Locus
F: se encuentra situado en la region entre el Tn554 y la unién cromosémica (orfXx).

La PCR se realiz6 en reacciones individuales en un volumen de 10 ul con el
Light Cycler Start DNA Master SYBR Green | (Roche, Mannheim, Alemania). La
mezcla de reactivos de PCR para cada muestra incluia: 1 puL de DNA master
SYBRgreen (10x), 1,2 pL de MgCl, (4 mM), 0,5 ul de los cebadores (10 pm/ul), 0,5ul
de la enzima UDG (1 U/pL) (Roche, Mannheim, Alemania) y 4,3 pl de agua bidestilada
estéril. La amplificacién y deteccién del producto amplificado se realiz6 en un

termociclador de PCR a tiempo real (Light Cycler, Roche, Mannheim, Alemania). El
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ciclo térmico utilizado fue primero un ciclo de desnaturalizacion a 95°C durante 10
minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacion (primero una desnaturalizacion a 95°C
durante 3 segundos, seguido de la hibridacién a 55°C durante 6 segundos, y la extension
a72°C 10 segundos), a continuacion un ciclo de extension a 72°C durante 3 minutos, 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 y determinar la temperatura de fusion.

Los controles empleados fueron cedidos por el Centro Nacional de Microbiologia
(Instituto de Salud Carlos I11).

3- Electroforesis en gel de agarosa: los fragmentos de ADN amplificados fueron
separados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2% (Conda, Madrid, Espafia)
en TBE (0,5X) (Tris-HCI 50 nM, H3BO350 nM, EDTA 0,2 nM) a 100 voltios durante
70 minutos. El gel fue cargado con los 10 pl del producto amplificado, y el marcador de
peso molecular ¢$X174RF DNA/Haelll (Invitrogen, EEUU). La observacion de las
bandas de amplificacién se realizé tifiendo el gel con SYBR®Gold (Invitrogen, EEUU)
y visualizandolo con un transiluminador de luz ultravioleta. Para interpretar los

resultados se siguieron los criterios descritos en la tabla 11.

TABLA 11. TAMANO DEL AMPLIFICADO DE LOS LOCUS EN LOS DISTINTOS TIPOS DE SCCmec.

TIPO SCCmec LOCUS TAMANO AMPLIFICADO (pb)
I A D 495, 342

IA A D, G 495, 342, 381

11 B,C,D,G 284, 209, 342, 381

I C.E.FH 209, 243, 414, 303

v D 342

IVA D, G 342, 381
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5.4. Determinacion del tipo de agr

El agr es un sistema regulador de la expresion de factores de virulencia de S.
aureus que estd formado de 2 componentes y que en funcion de la densidad bacteriana
favorece o reprime la expresion de ciertos factores de virulencia de la bacteria como
adhesinas o exoproteinas. Existen 4 tipos de agr denominados con nimeros romanos del
I al IV. La determinacion del tipo de agr se llevé a cabo mediante PCR en todos los
aislamientos en los que se habia realizado previamente MLST. La ejecucion de la

técnica se llevo a cabo mediante los siguientes pasos:

1-La extraccion de ADN: la extraccion del ADN cromosémico se realizo a partir de un
cultivo puro de S. aureus empleando el sistema automatico QlAacube (Qiagen, EEUU)
siguiendo las instrucciones del fabricante, previa lisis de la bacteria con lisozima

(20mg/ml).

2-Amplificacion del ADN: una vez extraido el ADN de la bacteria se procedio a la
reaccion de PCR para cada tipo de agr a determinar. Los cebadores empleados fueron

Pan-F, agrl-R, agrll-R, agrllI-R, agrVI-R (Tabla 12) [224]:

TABLA 12. SECUENCIAS DE LOS INICIADORES EMPLEADOS PARA DETERMINAR LOS TIPOS DE AGR.

CEBADORES SECUENCIA (5-3") TAMANO
(pb)

Pan-F ATGCACATGGTGCACATGC

agrl-R GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 441

agril-R TATTACTAATTGAAAAGTGGCCATAGC 575

agrill-R GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG 323

agrlv-R CGATAATGCCGTAATACCCG 659
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La PCR se realizé en un volumen de 1 ul con el reactivo Light Cycler Start
DNA Master SYBR Green | (Roche, Mannheim, Alemania). La mezcla de reactivos de
PCR para cada muestra incluia: 1 pL de DNA master SYBRgreen (10x), 1,2 pL de
MgCl, (4 mM), 0,5 ul de los cebadores (10 uM), 0,5 ul de UDG (1 U/uL) (Roche,
Mannheim, Alemania) y 4,3 pl de agua bidestilada estéril. La amplificacion y deteccion
del producto amplificado se realiz6 en un termociclador de PCR en tiempo real (Light
Cycler, Roche, Mannheim, Alemania). EI ciclo térmico empleado fue: 1)
desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, 2) 35 ciclos de amplificacion ( primero
una desnaturalizacion a 95°C durante 5 segundos, seguido de la hibridacion a 55°C
durante 10 segundos y la extension a 72°C 20 segundos), 3) un ciclo de extension a
72°C durante 3 minutos, y 4) un ciclo de desnaturalizacion mediante la aplicacion de un
gradiente de temperaturas desde 50°C hasta 95°C para monitorizar la cinética de

disociacion de los fragmentos amplificados y determinar la temperatura de fusion.

3- Electroforesis en gel de agarosa: los fragmentos de ADN amplificados fueron
separados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2% en TBE (0,5x) (Tris-HCI
50 nM, H3BO3; 50 nM, EDTA 0,2 nM) a 100 voltios durante 70 minutos. EIl gel fue
cargado con los 10 pl del producto amplificado y el marcador de peso molecular
¢X174RF DNA/Haelll (Invitrogen, EEUU). La observacion de las bandas de
amplificacién se realizé tifiendo el gel con SYBR®Gold (Invitrogen, EEUU) y

visualizandolo con un transiluminador de luz ultravioleta.
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6. ESTUDIO DEL CONTENIDO GENETICO DE LOS AISLAMIENTOS DE

S.AUREUS MEDIANTE MICROARRAYS

Con el objetivo de estudiar el contenido genético de las cepas de Staphylococcus
aureus que circulan en nuestro pais, se realizd una técnica de microarrays en una
seleccion de las cepas aisladas de SARM, de las cepas portadoras de la LPV, y de las
cepas de SASM que no contenian el gen que codifica la toxina LPV.

La caracterizacion del contenido genético de las cepas se llevo a cabo con el
método comercial StaphyType™ Kit (Alere, Jena, Alemania). Este kit contiene 334
sondas correspondientes a 185 genes distintos y sus variantes alélicos, y permite la
deteccion de los genes que codifican marcadores de especie, determinantes de
resistencia, exotoxinas y superantigenos, proteinas de adhesion, tipos capsulares y genes
reguladores como los distintos tipos de agr. Por otra parte, esta técnica también permite
determinar el tipo de SCCmec, y en un elevado numero de cepas el complejo clonal al
que pertenece la cepa estudiada. Las fases de la técnica de microarrays se muestran en la

figura 17.
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Figura 17. Pasos para la realizacion de la técnica de microarrays. 1-Amplificacion: el ADN se amplifica mediante una

PCR lineal y se marca con biotina. 2-Hibridacion: el ADN producto de la PCR hibrida con las sondas del microarray.
3-Deteccion: mediante un conjugado de estreptavidina peroxidasa se puede visualizar el precipitado producto de la
hibridacién. El lector ArrayMate permite capturar y visualizar la imagen del array. La presencia de circulos negros
indica que ha habido hibridacién. 4-Analisis: el software del ArrayMate mide la intensidad de la sefial de cada sonda

y determina que genes estan presentes en la muestra.

La técnica se llevo a cabo segun las instrucciones del fabricante:
1- Extraccion del ADN: la extraccion del ADN se realizo con el sistema automatico
QIlAcube (Qiagen, EEUU) a partir de un cultivo puro de S. aureus al que previamente se
incubd durante 1 hora a 37°C con un reactivo de lisis que proporciona el fabricante.
Posteriormente, se midid la concentracion de ADN extraido en un espectofotrometro
modelo Gene Quant Il RNA/DNA Calculator (Pharmacia Biotech) a 260nm, con el

objetivo de ajustar la concentracion del ADN segun las especificaciones del fabricante

(0,5 a2 pg).
124



Material y Métodos

2-Amplificacion del ADN: la amplificacion del ADN se llevd a cabo mediante una
reaccion de PCR lineal mediante la cual el ADN fue amplificado 40 veces

aproximadamente y marcado con biotina.

3-Hibridacion con las sondas de ADN: el ADN amplificado y marcado se transfirio a
la membrana del microarray donde el producto de la amplificacion se hibridé con las

sondas de ADN presentes en la membrana del microarray.

4-Deteccion del producto de hibridacion: tras realizar 3 lavados con el fin de retirar el
exceso de ADN que podria haber hibridado inespecificamente, se incubd la membrana
de microarray con un conjugado de estreptavidina peroxidasa. Este conjugado se une a
través de la estreptavidina a la biotina presente en los productos amplificados que a su
vez se encuentran unidos a las sondas, y la actividad de la peroxidasa provoca la
aparicion de un producto insoluble que precipita sobre las zonas del microarray en las

que ha habido hibridacion.

5-Lectura e interpretacion de los resultados: la lectura e interpretacion se realizo con
un aparato que provee el fabricante llamado ArrayMate (Alere, Jena, Alemania). 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 (Figura 18). A continuacion, mediante un
software especifico proporcionado por el fabricante se interpretaron los resultados,
comparandolos con la lectura de los controles y los marcadores de especie. Una vez

interpretados los resultados, el ArrayMate emite un informe con los resultados positivos,
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negativos o indeterminados para cada gen, y se asigna a la cepa estudiada el complejo

clonal al que pertenece, el tipo de agr y el tipo de cassette cromosomico SCCmec.

e 0 .
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Figura 18. Resultado de la hibridacién del ADN de la muestra con las sondas fijadas en la membrana de microarray.
En la imagen tomada por el ArrayMate se observan las manchas que se han formado debido al precipitado que se

forma al hibridar el ADN de la muestra con las sondas especificas del microarray.

7. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Para la recogida de las variables clinicas, demograficas, microbiologicas y
moleculares se cre6 una base de datos con el programa Microsoft Excel para Windows.
Los datos se analizaron con el programa informatico SPSS version 10.0 (SPSS, Chicago,

EEUU) y con el programa Epi Info (CDC; Atlanta, EEUU).

Se realizd la estadistica descriptiva de las variables recogidas. Las variables
cuantitativas se expresaron con media y desviacion estandar (DE). La edad se expresé
también con medianas y rangos. Las variables categOricas se expresaron con su

frecuencia.
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Las variables cuantitativas continuas se compararon mediante el test de t Student o
mediante pruebas no paramétricas (si la muestra es pequefia y se vulnera el supuesto de
normalidad) como el U test de Mann-Whitney. Las variables cuantitativas discretas se
analizaron mediante el test de X? o el test de Fisher si alguno de los valores esperados
era menor de 5. Las variables cualitativas categoricas fueron analizadas mediante la
prueba de X% Si alguna de las frecuencias esperadas era menor de 5 se utilizé el test de
Fisher. Las diferencias entre los grupos se consideraron significativas cuando el valor de

p era <0,05.
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ANEXO 1. PROTOCOLO DE RECOGIDA DE DATOS CLINICOS Y MICROBIOLOGICOS DE LAS
INFECCIONES POR S. AUREUS EN NINOS

Hospital:
Lugar de diagnéstico: [1 Urgencias [ UCI L] Planta [ Consultas Externas
Fecha de recogida (dia/mes/afio): Especialidad
N° muestra laboratorio: NC° historia:
Nombre: Teléfono:
FICHA CLINICA
Caracteristicas demograficas:
Edad (en afios y meses): Sexo: [l nifia [0 nifio
Pais de nacimiento: nifio: madre: padre:

Factores de riesgo

Inmunodepresién (oncolégico, trasplante, VIH) si LI no LI (especificar)

Dermatitis atopica sid no
Portador de catéter de dialisis o vascular sild no
Hospitalizacion en los Gltimos 6 meses: sild nod

O Planta O UCl O Cirugia
Lesion cutanea (herida, varicela, eccema/dermatitis)  si L1 no [
Infeccion SARM en afio anterior: si L1 no [J
Infeccién SASM en afio anterior: si L1 nol]
Antecedente de infeccién cutanea en familia si (] no []

Tipo de infeccion:

L1 Superficial:

Exudado de herida /supuracién superficial quirdrgica

Exudado de herida /supuracién superficial no quirdrgica

Exudado ombligo

Impétigo: [ ampolloso L1 no ampolloso

L1 Foliculitis [0 Panadizo [ Exudado conjuntivitis [1 Exudado otitis
L1 Celulitis / [J Absceso/s

Profunda: [ Piomiositis [lOsteomielitis L] Artritis [J Neumonia
Onfalitis [ Mastitis neonatal

[IBacteriemia sin foco [ Otros
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Adquisicion de la infeccion:

[ Comunitaria [ Asociada al Sistema Sanitario [ Hospitalaria

Tratamiento ANTIBIOTICO (antibi6tico y duracion en dias):
Evolucion (curacion, complicaciones):
DATOS MICROBIOLOGICOS

Fecha de recogida (dia/mes/afio): N° muestra laboratorio:
TIPO DE MUESTRA:
Tipo S aureus: [ SASM [0 SARM

Antibiograma

Penicilina: Amox —clav: Cefazolina: Ciprofloxacino: Gentamicina:
Eritromicina: Clindamicina: TM/ST: Rifampicina :
Tetraciclina:......... Vancomicina: Acido fusidico: Mupirocina (S/IR):
Linezolid:.........

Fenotipo MLS-D-test (induccién) Csi no

LPV: [ positiva [CInegativa
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1. RESULTADOS GENERALES

Durante el afio 2009 se recogieron un total de 525 aislamientos de S.aureus, cada
aislamiento correspondiente a un Unico paciente. El nimero de aislamientos enviados

por cada hospital fue (Figura 19):

R

% Hospital 12 de Octubre : 177 aislamientos de S.aureus

% Hospital VVall d"Hebron: 192 aislamientos de S.aureus

R

% Hospital Son Dureta: 138 aislamientos de S.aureus

R

% Complejo Hospitalario Universitario de La Corufia: 18 aislamientos de S.aureus

FIGURA 19: NUMERO DE CASOS PROCEDENTES DE CADA HOSPITAL
250

200 192 79

150 -

100 -
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H. VALLD'HEBRON  H.12 DE OCTUBRE H. SON DURETA CHUAC

1.1. Caracteristicas demograficas de la poblacién estudiada

Las caracteristicas demograficas generales de la poblacion analizada procedente
de los 4 hospitales se describen en la tabla 13. La edad media de los 525 pacientes
incluidos en el estudio fue de 51,28 (+56,23) meses, (4,27 [+4,68] afios), 288 eran

varones (57,3%), y 346 eran nifios de origen espafiol (65,9%).
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TABLA 13: CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA

\ Edad (meses)
-Media (xDE) 51,28 (£56,23)
-Mediana (p25-p75) 27,0 (3,0-85,0)
' Procedencia
-Espafiol 346 (65,9%)
-Origen extranjero 179 (34,1%)
\Sexo
-Varén 288 (57,3%)
-Mujer 215 (42,7%)

1.2. Estudio de los casos en funcidn de la adquisicién

Los casos, tanto infecciones como colonizaciones, se clasificaron en funcion de
su adquisicion en: asociados a la comunidad, asociados al hospital y asociados al
sistema sanitario. En la figura 20 se muestra la distribucion de los casos segun la

adquisicion.

FIGURA 20: DISTRIBUCION DE LOS 525 CASOS EN FUNCION DE LA ADQUISICION

ADQUISICION

B Comunitaria
B Asociada al sistema sanitario

M Hospitalaria
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A efectos précticos, en los posteriores analisis llevados a cabo en el estudio la
distribucion se clasificd en dos grupos: casos asociados a la comunidad (AC) (n=284) y
casos asociados al hospital o al sistema sanitario (n=241), estos altimos los

denominaremos de forma global como asociados al sistema sanitario (ASS).

La distribucion de los casos en funcion de la adquisicion en cada uno de los
cuatro hospitales que participaron en el estudio se muestra en la tabla 14. Como se
puede observar en la tabla, la distribucion de los casos en funcion de la adquisicion fue
similar en cada uno de los hospitales participantes, no existiendo diferencias

significativas en ninguno de ellos.

TABLA 14: DISTRIBUCION DE LOS CASOS EN FUNCION DE LA ADQUISICION EN LOS 4 HOSPITALES

HOSPITAL CASOS ASOCIADOS A ASOCIADOS P
TOTALES LA AL SISTEMA
COMUNIDAD SANITARIO
Hospital 12 de Octubre 177 94 (53,1%) 83 (46,9%) 0,242
Hospital Vall d'Hebron 192 104 (54,2%) 88 (45,8%) 0,102
Hospital Son Dureta 138 76 (55,1%) 62 (44,9%) 0,092
CHUAC 18 10 (55,6%) 8 (44,4%) 0,510

2. CARACTERISTICAS DE LOS AISLAMIENTOS DE S. AUREUS.

RESISTENCIAS A LOS ANTIMICROBIANOS

2.1. Resistencia a meticilina

El estudio microbiolégico de los 525 aislamientos recibidos de los cuatro
hospitales confirmé mediante pruebas bioguimicas, que todos ellos correspondian a

aislados de S.aureus. De los 525 aislamientos de S. aureus estudiados, 46 (8,8%) fueron
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resistentes a meticilina y 479 (91,2%) sensibles. La resistencia a meticilina de los 525
aislamientos fue confirmada mediante la deteccion del gen mecA por PCR, existiendo
una correlacion entre los métodos fenotipicos y genotipicos en todos los aislamientos a
excepcion de uno. Este aislamiento de S. aureus presentaba resistencia fenotipica a
meticilina, y sin embargo, no se detectaba la presencia del gen mecA.

Los resultados de la resistencia a meticilina se analizaron en cada hospital. Estos
datos se muestran en la tabla 15, donde se objetiva una variabilidad en las tasas globales

de SARM en cada hospital, que van desde el 5,6% al 10,9%.

TABLA 15: TASA GLOBAL DE RESISTENCIA A METICILINA EN LOS 4 HOSPITALES

HOSPITAL SARM SASM

N aislamientos (%) N° aislamientos (%)
Hospital 12 de Octubre 14 (7,9%) 163 (92,1%)
Hospital Vall d’'Hebron 16 (8,3%) 176 (91,7%)
Hospital Son Dureta 15 (10,9%) 123 (89,1%)
CHUAC 1 (5,6%) 17 (94,4%)

Con el objetivo de conocer la tasa de SARM asociada a la comunidad y asociada
al sistema sanitario, se analizo la resistencia a meticilina de los aislamientos en funcion
de la adquisicion. Como queda reflejado en la figura 21, de los 284 casos asociados a la
comunidad, 25 fueron causados por cepas resistentes a meticilina, es decir, que el
porcentaje de SARM-AC fue del 8,8% y de los 241 casos clasificados como asociados
al sistema sanitario, 21 fueron causados por cepas resistentes a meticilina, es decir que

el porcentaje SARM-ASS fue del 8,7%.
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FIGURA 21: PORCENTAJE DE SARM EN FUNCION DE LA ADQUISICION DE LOS CASOS.

COMUNIDAD SISTEMA
>ARM SANITARIO

SARM

8,8% 8,7%
= SARM = SARM
m SASM m SASM

Las cifras de los porcentajes de SARM en funcion de la adquisicion en cada uno
de los hospitales que participaron en el estudio se muestran en la figura 22. Los datos
reflejan una cierta variabilidad en la prevalencia de SARM-AC en funcién del area
geografica estudiada, pero esta variabilidad es mucho mas evidente en los porcentajes
de SARM-ASS que van desde el 0% en el CHUAC hasta el 17,7% en el hospital Son
Dureta.

Los porcentajes de SARM-AC en cada hospital fueron los siguientes:

o Hospital 12 de Octubre : 9,5% (9/94)

o Hospital Vall d"Hebron : 10,5% (11/104)

o Hospital Son Dureta : 5,2 (4/76)

o Complejo Hospitalario Universitario de La Corufia : 10,0% (1/10)
Los porcentajes de SARM-ASS en cada hospital fueron los siguientes:

o Hospital 12 de Octubre: 6,0% (5/83)

o Hospital Vall d"Hebron: 5,6% (5/88)

o Hospital Son Dureta: 17,7% (11/62)

o Complejo Hospitalario Universitario de La Corufia: 0,0% (0/8)
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FIGURA 22: PORCENTAJE DE SARM EN CADA HOSPITAL EN FUNCION DE LA ADQUISICION
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2.2. Estudio de la sensibilidad a los antibidticos no B-lactamicos en funcidon de la

resistencia a meticilina

La deteccion de las resistencias a los antibioticos no B-lactdmicos se llevé a cabo
mediante métodos fenotipicos en los 525 aislamientos de S.aureus. Cuando los
resultados de sensibilidad a macrélidos y lincosamidas obtenidos mediante
microdilucién mostraban que la cepa era resistente a la eritromicina y sensible a la
clindamicina, se comprob6 mediante disco-difusion por el método del D-test la posible
existencia del fenotipo MLSg inducible a clindamicina. Los datos de resistencia a los
antibioticos no B-lactdmicos se analizaron en funcidn de la resistencia a meticilina como
queda reflejado en la tabla 16. En general, los aislamientos de SARM fueron mas
resistentes a los antibidticos analizados que los de SASM vy de forma significativa a
eritromicina, fluoroquinolonas, gentamicina, y mupirocina. No se detectdé ningln

aislamiento resistente a rifampicina, vancomicina, ni a linezolid.
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TABLA 16: PATRON DE RESISTENCIAS A LOS ANTIBIOTICOS NO B-LACTAMICOS EN FUNCION DE LA
RESISTENCIA A METICILINA

ANTIBIOTICOS

Eritromicina 17 (37,0%) 63(13,2%) <0,001
Clindamicina* 8 (17,4%) 54 (11,2%) 0,219
D-test 4/13 (30,8%) 48/58 (82,8%) <0,001
Fluoroquinolonas 16 (34,8%) 8 (1,7%) <0,001
Gentamicina 8 (17,4%) 11 (2,3%) <0,001
Mupirocina 6 (13,0%) 14 (2,9%) 0,004
Acido fusidico 1 (2,2%) 2(0,4%) 0,240
TM/ST 1(2,2%) 5 (1,0%) 0,424
Rifampicina 0 0 -
Tetraciclinas 0/33 9/355 (2,5%) 0,445
Vancomicina 0 0 -
Linezolid 0 0 -

*Resistencia constitutiva e inducible

3. INCIDENCIA Y DISTRIBUCION DE LA LEUCOCIDINA DE PANTON

VALENTINE

La deteccidn de los genes que codifican la LPV se llevd a cabo mediante PCR en
los 525 aislamientos incluidos en el estudio. Los resultados mostraron que 75 (14,3%)
aislamientos de S.aureus eran portadores de la toxina LPV. Si analizamos estos datos en
funcion de la resistencia a meticilina, 22 de los 46 aislamientos de SARM (47,8%) y 53

de los 479 aislamientos de SASM (11,1%) eran portadores de la toxina LPV (P<0,001).

Se analizé también la distribucion de la toxina LPV en funcion de la sensibilidad
a la meticilina y de la adquisicion de los aislamientos, AC o ASS. Al comparar los

aislamientos de SARM y SASM en funcion de la adquisicion observamos, que el
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porcentaje de cepas portadoras de LPV fue mayor tanto en las cepas de SARM-AC

como en las cepas de SASM-AC (Tabla 17 y Figura 23).

TABLA 17: PORCENTAJE DE LOS AISLAMIENTOS DE S. AUREUS PORTADORES DE LA LPV EN
FUNCION DE LA ADQUISICION Y DE LA SENSIBILIDAD A METICILINA

COMUNIDAD SISTEMA
SANITARIO

SARM 17/25 (68,0%) 5/21 (23,8%) P=0,003

43/259 (16,6%) 10/220 (4,5%) P<0,001

FIGURA 23: DISTRIBUCION DE LA TOXINA LPV EN LOS 525 AISLAMIENTOS DE S.AUREUS EN
FUNCION DE LA SENSIBILIDAD A METICILINA Y LA ADQUISICION

SARM-AC (N=25) SARM-ASS (N=21)

mLPV+ mLPV+

W LPV- W LPV-
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SASM-AC (N=259) SASM-ASS (N=220)
1

(4,5%)

43
(16,6%)

N LPV+ N LPV+

W LPV- W LPV-

El estudio de la distribucion de los aislamientos de S. aureus portadores de LPV
en funcion de la resistencia a meticilina y de la adquisicién en cada uno de los
hospitales mostrd, que aunque los aislamientos de S. aureus AC eran mas
frecuentemente portadores de la toxina LPV en tres de los hospitales, GUnicamente se
observo significacion estadistica en los aislamientos de SASM-AC de los hospitales 12

de Octubre y Vall d"Hebron (Tabla 18).

TABLA 18: DISTRIBUCION DE LOS AISLAMIENTOS DE S.AUREUS PORTADORES DE LA LPV EN
FUNCION DE LA ADQUISICION Y DE LA SENSIBILIDAD A METICILINA EN LOS 4 HOSPITALES.

HOSPITAL AC ASS P
H.12 de Octubre  SARM 6/9 (66,7%)  2/5 (40,0%) 0,580
SASM 18/85 (21,2%)  1/78 (1,3%) <0,001
.
H.Valld’'Hebron  SARM 8/11 (72,7%)  1/5 (20,0%) 0,105
SASM 19/93 (20,4%)  8/83 (9,6%) 0,047
o
H.Son Dureta SARM 3/4 (75,0%)  2/11 (18,2%) 0,076
SASM 6/72 (8,3%)  1/51 (2,0%) 0,238
]
CHUAC SARM 0 0 -
SASM 0 0 -
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4. COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS
Y MICROBIOLOGICAS DE LAS INFECCIONES CAUSADAS POR S.AUREUS

EN NINOS

De los 525 casos recogidos en el estudio, 432 (82,3%) correspondian a casos de
infeccion por S.aureus y 93 (17,7%) a casos de colonizacion. Los 432 casos de
infeccion recogidos correspondian a los siguientes sindromes clinicos:

o IPTBs: 245 (46,7%)

e Bacteriemias: 51 (9,7%)

e Infecciones de la herida quirargica: 51 (9,7%)

e Infecciones oOticas: 38 (7,2%)

e Infecciones oculares: 25 (4,8%)

e Infecciones respiratorias: 16 (3,0%)

e Infecciones 6seas y articulares: 9 (1,7%)

e Otras infecciones: 10 (1,9%). En este apartado se incluyeron: un caso de
peritonitis en relacion con dialisis peritoneal, 5 infecciones de catéter, 1
endocarditis, 2 infecciones del tracto urinario y 1 infeccion del sistema
nervioso.

Trece de los casos se incluyeron en mas de un sindrome clinico: 5 casos de
bacteriemia e infeccion de la herida quirurgica, 2 casos de bacteriemia y artritis séptica,
3 casos de bacteriemia y osteomielitis, 1 caso de bacteriemia y endocarditis, un caso de
bacteriemia y celulitis, y un caso de lesiones impetiginizadas y bacteriemia.

El 59,3% de estas infecciones correspondian a infecciones asociadas a la
comunidad, y el 40,7% eran infecciones asociadas al sistema sanitario. El porcentaje

global de infecciones causadas por SARM fue del 8,6% (37/432). Si analizamos este
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dato en funcién de la adquisicion vemos que el porcentaje de infecciones causadas por
SARM-AC fue del 9,0% y el de infecciones causadas por SARM-ASS del 8,0%

(p=0,707) (Figura 24).

FIGURA 24: CASOS DE INFECCIONES Y COLONIZACIONES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO EN FUNCION
DE LA ADQUISICION Y DE LA RESISTENCIA A METICILINA.

NUMERO DE
CASOS

525

INFECCIONES COLONIZACIONES

432(82,3%) 93(17,7%)

COMUNIDAD
256 (59,3%)

S.SANITARIO
176 (40,7%)

COMUNIDAD
28(30,1%)

S.SANITARIO
65 (69,9%)

23(9,0%) 233(91,0%) 14/(8,0%) 162(92,0) 2(7,1%) 26(92,8%) 7(10,7%)

SARM-AC
58 (89,2%)

SASM-AC ] ‘ SARM-ASS

‘ SASM-ASS

SARM-AC } SASM-AC

SARM-ASS

SASM-ASS

Los porcentajes de SARM causantes de infeccion en funcion de la adquisicion
en cada uno de los hospitales, se muestran en la tabla 19. Los datos reflejan una cierta
variabilidad en la prevalencia de SARM-AC en funcion del area geogréafica estudiada,

que van desde el 6,8% al 10% en SARM-AC y del 0% al 13,6% en SARM-ASS.

TABLA 19: PORCENTAJE DE INFECCIONES CAUSADAS POR SARM EN FUNCION DE LA ADQUISICION
EN LOS 4 HOSPITALES

HOSPITAL SARM total

LB 0l 9/94 (9,6%) 4172 (5,6%) 13/166 (7,8%)
HVARED HEBRON EEETCRED) 4152 (7,7%) 13/145 (9%)
H. SON DURETA 4/59 (6,8%) 6/44 (13,6%) 10/103 (9,7%)
CHUAC 1/10 (10%) 0/8 (0%) 1/18 (5,6%)
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El porcentaje global de aislamientos de S.aureus causantes de infeccion
portadores de la LPV fue del 16,4%.

El analisis de la distribucion de la LPV en los aislamientos causantes de
infeccion en funcion de la sensibilidad a la meticilina y de la adquisicién se muestra en
la tabla 20, donde se observa que el porcentaje de cepas portadoras de LPV fue mayor
en los aislamientos asociados a la comunidad independientemente de la sensibilidad a

meticilina.

TABLA 20: PORCENTAJE DE LOS AISLAMIENTOS DE S. AUREUS CAUSANTES DE INFECCION
PORTADORES DE LA LPV EN FUNCION DE LA ADQUISICION Y DE LA SENSIBILIDAD A METICILINA

16/23 (69,6%) 4/14 (28,6%) P=0,016
43/233 (18,5%) 8/162 (4,9%) P<0,001

Las caracteristicas demograficas de los nifios afectados por una infeccion por
S.aureus se describen en la tabla 21. La edad media de los 432 nifios fue de de 53,46

(£55,79) meses, 248 eran varones (57,4%), y 294 eran nifios de origen espafiol (68,1%).

TABLA 21. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LOS NINOS CON INFECCIONES POR S.AUREUS
EDAD (meses)

-Media (+DE) 53,46 (£55,79)
-Mediana (p25-p75) 35,0 (5,0-89,0)
PROCEDENCIA
-Espafiol 294 (68,1%)
-Origen extranjero 138 (31,9%)
SEXO
-Varon 248 (57,4%)
-Mujer 184 (42,6%)
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4.1. Comparacion de las infecciones por S.aureus asociadas a la comunidad vy al

sistema sanitario

Con el objetivo de conocer si existian diferencias entre las infecciones por S.
aureus asociadas a la comunidad y al sistema sanitario, se compararon las
caracteristicas demograficas, clinicas y microbioldgicas de ambos grupos de pacientes
(Tabla 22 y Figura 25). De la comparacion es destacable el hecho de que ambos grupos
de infecciones presentaron porcentajes similares de resistencia a meticilina, 9% para las
infecciones AC y 8% para las infecciones ASS (p=0,707).

Las infecciones asociadas a la comunidad se caracterizaron por afectar a una
poblacion de edad significativamente mayor (media: 58,4 [+54,68] vs. 46,17 [£56,76]
meses, y mediana: 43,0 [12-93] vs. 13,0 [1-84] meses, p=0,025). En cuanto a las
caracteristicas clinicas, destacaba que el 76,2% de las infecciones por S.aureus AC
fueron IPTBs, frente al 28,4% de las infecciones asociadas al sistema sanitario
(p<0,001), y estas diferencias se observaban tanto en las IPTBs méas profundas (celulitis
y abscesos) como en las infecciones superficiales de la piel. Por otra parte, también se
observé que las infecciones AC se diagnosticaron con mayor frecuencia (67,6%) en el
servicio de urgencias pediatricas que las infecciones ASS (21,6%), p<0,001. En cuanto
a las caracteristicas microbioldgicas destaca, que los aislamientos de S.aureus causantes
de infecciones AC fueron mas frecuentemente portadores de la toxina LPV (23,0% vs.
6,8%, p<0,001).

Las infecciones por S.aureus ASS afectaron a nifios de edad
significativamente inferior que las infecciones AC, y los sindromes clinicos fueron
totalmente distintos. Las infecciones de herida quirdrgica (29% vs. 0%, p<0,001), las

bacteriemias (18,8% vs. 7%, P<0,001), y las infecciones respiratorias (6,3% vs 2%,
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p=0,020) fueron las entidades clinicas mas frecuentemente ASS, siendo las infecciones
de herida quirdrgica el tipo de infeccion més representado (29%).

En cuanto a las resistencias a los antibioticos, los porcentajes de resistencia
fueron muy similares en ambos grupos, con excepcién de una mayor resistencia a las

fluoroquinolonas en las cepas causantes de infecciones ASS (6,8% vs. 2%, p=0,010).
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TABLA 22: COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y
MICROBIOLOGICAS DE LAS INFECCIONES CAUSADAS POR S.AUREUS EN NINOS EN FUNCION DE LA

ADQUISICION

COMUNIDAD SISTEMA
N=256 SANITARIO
N=176

HOSPITALES
H.12 de Octubre 94 (36,7%) 72 (40,9%) 0,379
H. Vall d"Hebron 93 (36,3%) 52 (29,5%) 0,142
H.Son Dureta 59 (23,0%) 44 (25,0%) 0,640
CHUAC 10 (3,9%) 8 (4,5%) 0,744
EDAD (MESES)

-Media (xDE) 58,4 (+54,68) 46,17 (£56,76) 0,025

-Mediana (p25-p75) 43,0 (12,0-93,0) 13,0 (1,0-84,0)

Sexo varon 141 (55,7%) 107 (60,8%) 0,238
Origen extranjero 82 (32,0%) 56 (31,8%) 0,962
Servicio de urgencias 173 (67,6%) 38 (21,6%) <0,001
SARM 23 (9,0%) 14 (8,0%) 0,707
LPV 59 (23,0%) 12 (6,8%) <0,001
TIPOS DE INFECCION

Infecciones piel y tejidos blandos 195 (76,2%) 50 (28,4%) <0,001

-Infecciones profundas (abscesos 98 (38,3%) 20 (11,4%) <0,001
y celulitis)

-Infecciones superficiales 97 (37,9%) 30 (17,0%) <0,001
Infecciones de la herida quirdrgica 0 51 (29,0%) <0,001
Bacteriemia 18 (7,0%) 33 (18,8%) <0,001
Infecciones osteoarticulares 6 (2,3%) 3 (1,7%) 0,463
Infecciones respiratorias 5 (2,0%) 11 (6,3%) 0,020
Otitis 25 (9,8%) 13 (7,4%) 0,391
Infecciones oculares 12 (4,7%) 13 (7,4%) 0,238
Otros 2 (0,8%) 8 4,5%) 0,013
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FIGURA 25: DISTRIBUCION DEL PATRON DE RESISTENCIAS EN FUNCION DE LA ADQUISICION
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*Resistencia a clindamicina constitutiva e inducible. D-test positivos—> AC :25/31 (80,6%), ASS: 17/26 (65,4%), p=0,196

MET: Meticilina
ERI: Eritromicina
CLIN: Clindamicina
FQ: Fluoroguinolonas
GM: Gentamicina
MUP: Mupirocina

AF: Acido Fusidico

TM/ST: Trimetoprim/Sulfametoxazol

4.2. Comparacion de las infecciones causadas por SARM y SASM

Con el objetivo de estudiar si existian ciertas caracteristicas que pudieran estar

asociadas a las infecciones por SARM, se compararon las caracteristicas demograficas,

clinicas, y microbioldgicas de este tipo de infecciones con las caracteristicas de aquellas

producidas por SASM. En la tabla 23 se muestra esta comparacion y se observan

algunas diferencias estadisticamente significativas entre las que se encuentran el origen

de los nifios y el tipo de infeccién. En cuanto a las caracteristicas microbioldgicas se

observaron diferencias en la presencia de LPV y en el patron de resistencia a los

antimicrobianos (Figura 26).
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Las infecciones causadas por SARM afectaron en un porcentaje
significativamente mayor a nifios de origen extranjero (48,6% vs. 30,4%, p=0,022). En
cuanto al tipo de infeccion, aunque globalmente las IPTBs eran similares en ambos
grupos, las IPTBs més profundas, como los abscesos y celulitis, se asociaban con mas
frecuencia a las infecciones por SARM (45,9% vs. 25,6%, p=0,007). También se
observd una mayor frecuencia de infecciones respiratorias en el grupo de SARM
(16,2% vs. 2,5%, p=0,001). Las infecciones de herida quirdrgica sin embargo, se
encontraron con mas frecuencia asociadas a las infecciones por SASM (12,7% vs. 2,7%,
p=0,049).

En cuanto a las caracteristicas microbioldgicas, los aislamientos de SARM
fueron mas frecuentemente portadores de la toxina LPV (54,1%) que los aislamientos
de SASM (12,9%), (p=0,001).

En cuanto al patron de resistencias, en la figura 28 queda reflejado que los
aislamientos de SARM, eran en general mas resistentes a todos los antibidticos
estudiados que los aislamientos de SASM, y de forma significativa a la eritromicina
(35,1% vs. 13,2%, p<0,001), a las fluoroquinolonas (29,7% vs. 1,5%, p=0,001), y a la
gentamicina (10,8% vs. 2,3%, p=0,018). Es importante resaltar, que aunque la
resistencia a clindamicina fue similar en las cepas de SARM y SASM, la presencia de
resistencia inducible a clindamicina (fenotipo MLSg) fue mayor en las cepas de SASM

(81,3%) que en las cepas de SARM (33,3%), p=0,007.
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TABLA 23: COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y
MICROBIOLOGICAS DE LAS INFECCIONES CAUSADAS POR S.AUREUS EN FUNCION DE LA
RESISTENCIA A METICILINA

EDAD (MESES)
-Media (xDE) 55,98 (£65,3%) 53,23 (£54,89) 0,774
-Mediana (p25-p75) 27,0 (10,0-76,0) 35,0 (5,0-92,0)
Sexo varon 18 (48,6%) 230 (58,2%) 0,260
Origen extranjero 18 (48,6%) 120 (30,4%) 0,022
ADQUISICION
Comunidad 23 (62,2%) 233 (59,0%) 0,707
Sistema sanitario 14 (37,8%) 162 (41,0%)
Servicio de urgencias 21 (56,8%) 190 (48,1%) 0,314
LPV 20 (54,1%) 51 (12,9%) 0,001

TIPOS DE INFECCION

Infecciones piel y tejidos blandos 23 (62,2%) 222 (56,2%) 0,484
-Infecciones profundas (abscesos 17 (45,9%) 101 (25,6%) 0,007
y celulitis)

-Infecciones superficiales 6 (16,3%) 121 (30,6%) 0,065
Infecciones herida quirdrgica 1(2,7%) 50 (12,7%) 0,049
Bacteriemia 3 (8,1%) 48 (12,2%) 0,339
Infecciones osteoarticulares 0 9 (2,3%) 0,443
Infecciones respiratorias 6 (16,2%) 10 (2,5%) 0,001
Otitis 3(8,1%) 35 (8,9%) 0,586
Infecciones oculares 1(2,7%) 24 (6,1%) 0,348
Otros 1(2,7%) 9 (2,3%) 0,595
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FIGURA 26: DISTRIBUCION DEL PATRON DE RESISTENCIAS EN FUNCION DE LA RESISTENCIA A
METICILINA
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*Resistencia a clindamicina constitutiva e inducible. D-test positivo> SARM: 3/9 (33,3%), SASM: 39/48 (81,3%), p=0,007

4.3. Comparacion de las infecciones asociadas a la comunidad vy al sistema sanitario

en funciodn de la resistencia a meticilina

La comparacion de las caracteristicas de las infecciones causadas por S.aureus
asociadas a la comunidad y al sistema sanitario nos permitié observar que una serie de
variables se asociaban de forma significativa con las infecciones comunitarias (Tabla
22). De este modo, con la finalidad de conocer si estas caracteristicas dependian de
alguna manera de la sensibilidad a meticilina, se compararon por una parte, las
infecciones causadas por SARM-AC con las causadas por SARM-ASS por otra, las
infecciones causadas por SASM-AC con las causadas por SASM-ASS, y por otro lado,
se compararon las infecciones AC en funcidn de la resistencia a meticilina (SARM-AC
con SASM-AC) vy las infecciones ASS en funcion de la resistencia a meticilina (SARM-

ASS con SASM-ASS).
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4.3.1. Caracteristicas de las infecciones causadas por SARM en funcién de la

adquisicion

La comparacion de las caracteristicas demogréficas, clinicas y microbioldgicas de
las infecciones causadas por SARM-AC con las producidas por SARM-ASS se muestra
en la tabla 24 y en la figura 27, donde se observa que no existieron diferencias
significativas en cuanto a las caracteristicas demogréficas de los nifios (edad, sexo, y
pais de origen). Sin embrago, si se encontraron diferencias significativas en cuanto al
tipo de infeccion, el servicio de diagndstico, la presencia de la toxina LPV y en el patron
de resistencias a los antimicrobianos.

Las infecciones producidas por SARM-AC eran mas frecuentemente
diagnosticadas en el servicio de urgencias (73,9% vs. 28,6%, p=0,007) y causaban con
mayor frecuencia IPTBs (87% vs. 21,4%, p=0,001), en particular infecciones profundas
como abscesos Yy celulitis (73,9% vs. 0%, p<0,001). Los aislamientos de SARM-ASS
sin embargo, se asociaban significativamente con las infecciones respiratorias (35,7% vs.
4,3%, p=0,021).

En cuanto a las caracteristicas microbioldgicas, los aislamientos de SARM-
AC producian con mas frecuencia la toxina LPV (69,6% vs. 28,6%, p=0,016) y en
cuanto al patrén de resistencias, como se muestra en la figura 27, ambos grupos eran
muy similares, con excepcion de una menor resistencia a las fluoroquinolonas en las

cepas de SARM-AC (13% vs. 57,1%, p=0,006).
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TABLA 24: COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y
MICROBIOLOGICAS DE LAS INFECCIONES CAUSADAS POR SARM-AC Y SARM-ASS.

SARM-AC SARM-ASS P
N=23 N=14

EDAD (MESES)

-Media (xDE) 64,39 (£68,52) 42,17 (£59,66) 0,323

-Mediana(p25-p75) 40 (14,0-84,0) 7,0 (0,5-72,0)
Sexo varon 11 (47,8%) 7 (50,09%) 0,899
Origen extranjero 14 (60,9%) 4 (28,6%) 0,060
Servicio de urgencias 17 (73,9%) 4 (28,6%) 0,007
LPV 16 (69,6%) 4 (28,6%) 0,016
TIPOS DE INFECCION
Infecciones de piel y tejidos blandos 20 (87%) 3 (21,4%) 0,001

-Infecciones profundas (abscesos y 17 (73,9%) 0 0,001
celulitis)

-Infecciones superficiales 3 (13,1%) 3 (21,4%) 0,653
Infecciones de herida quirlrgica 0 1(7,1%)

0,378

Bacteriemia 2 (8,7%) 1(7,1%) 0,683
Infecciones osteoarticulares 0 0
Infeccidn respiratoria 1 (4,3%) 5 (35,7%) 0,021
Otitis 1 (4,3%) 2 (14,3%) 0,316
Infecciones oculares 0 1(7,1%) 0,378
Otros 0 1(7,1%) 0,378
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FIGURA 27: DISTRIBUCION DEL PATRON DE RESISTENCIAS DE LOS AISLAMIENTOS DE SARM EN
FUNCION DE LA ADQUISCION.
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*Resistencia a clindamicina constitutiva e inducible. . D-test positivo> SARM-AC: 1/3 (33,3%), SARM-ASS: 2/6 (33,3%),

p=0,761.

4.3.2. Caracteristicas de las infecciones causadas por SASM en funcion de la

adquisicion

La comparacion de las caracteristicas de las infecciones causadas por SASM-AC
con las producidas por SASM-ASS se muestra en la tabla 25 y en la figura 28, donde se
observan diferencias estadisticamente significativas en la edad de los pacientes, el
servicio de diagnostico, el tipo de infeccion, y en la presencia de la toxina LPV.

Las infecciones producidas por SASM-AC se caracterizaron por afectar a una
poblacion de edad significativamente mayor, que las causadas por SASM-ASS (media:
57,86 meses [+53,26] vs. 46,52 [+56,68] y mediana: 43,0 [12-93] vs. 14,5 [1-88] meses,
p=0,044). Las infecciones por SASM-AC eran con mas frecuencia diagnosticadas en el
servicio de urgencias (67,0% vs. 21%, p<0,001), causaban mas frecuentemente IPTBs
(75,1% vs. 29,0%, p<0,001), tanto infecciones superficiales (40,4% vs. 16,7%, p<0,001)
como profundas (34,8% vs. 12,3%, p<0,001), y eran portadoras de la toxina LPV en un
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porcentaje significativamente mayor que las causadas por SASM-ASS (18,5% vs. 4,9%,
p<0,001).

En contraste, las infecciones causadas por aislamientos de SASM-ASS
causaban mas frecuentemente bacteriemia (19,8% vs. 6,9%, p<0,001) e infecciones de

la herida quirurgica (30,9% vs. 0%, p<0,001).
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TABLA 25 COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y
MICROBIOLOGICAS DE LAS INFECCIONES CAUSADAS POR SASM-AC Y SASM-ASS

SASM-AC SASM-ASS P
N= 233 N=162

EDAD (MESES)

-Media (xDE) 57,86 (+£53,26) 46,52 (+56,68) 0,044

-Mediana(p25-p75) 43,0 (12,0-93,0) 14,5 (1,0-88,0)
Sexo varon 130 (55,8%) 11 (61,7%) 0,240
Origen extranjero 68 (29,2%) 52 (32,1%) 0,536
Servicio de urgencias 156 (67,0%) 34 (21,0%) <0,001
LPV 43 (18,5%) 8 (4,9%) <0,001
TIPOS DE INFECCION
Infecciones de piel y tejidos blandos 175 (75,1%) 47 (29,0%) <0,001
-Infecciones profundas (Abscesos y 81 (34,8%) 20 (12,3%) <0,001
celulitis)
-Infecciones superficiales 94 (40,4%) 27 (16,7%) <0,001
Infecciones de herida quirlrgica 0 50 (30,9%) <0,001
Bacteriemia 16 (6,9%) 32 (19,8%) <0,001
Infecciones osteoarticulares 6 (2,6%) 3 (1,9%) 0,456
Infecciones respiratorias 4 (1,7%) 6 (3,7%) 0,180
Otitis 24 (10,3%) 11 (6,8%) 0,227
Infecciones oculares 12 (5,2%) 12 (7,4%) 0,356
Otros 2 (0,9%) 7 (4,3%) 0,027
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FIGURA 28: DISTRIBUCION DEL PATRON DE RESISTENCIAS DE LOS AISLAMIENTOS DE SASM EN
FUNCION DE LA ADQUISICION
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*Resistencia a clindamicina constitutiva e inducible. . D-test positivo> SASM-AC: 24/28 (85,7%), SASM-ASS: 15/20 (75,0%),

p=0,284.

4.3.3. Caracteristicas de las infecciones asociadas a la comunidad en funcién de la

resistencia a meticilina

Con el objetivo de conocer las caracteristicas clinicas, demogréaficas y
microbioldgicas de las infecciones asociadas a la comunidad en funcion de la resistencia
a meticilina, se compararon las caracteristicas de las infecciones causadas por SARM-
AC con las producidas por SASM-AC (Tabla 26 y Figura 29). La comparacion mostré
que existian diferencias estadisticamente significativas en el origen de los pacientes, el
tipo de infeccion, la presencia de LPV vy el patrén de resistencias.

Las infecciones producidas por SARM-AC se caracterizaron por afectar en un
porcentaje significativamente mayor a una poblacion de origen extranjero (60,9% vs.
29,2%, p=0,001) y eran mas frecuentemente IPTBs profundas (73,9% vs. 34,8%,

p<0,001).
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En lo que a las caracteristicas microbioldgicas se refiere, los aislamientos de
SARM-AC eran portadores de la toxina LPV en un porcentaje significativamente mayor
que los aislamientos de SASM-AC (69,6% vs. 18,5%, p<0,001) y presentaban un
porcentaje de resistencias a fluoroquinolonas mayor (13,0% vs. 0,9%, p=0,005).

En cambio, los aislamientos de SASM-AC causaban més frecuentemente

IPTBs superficiales (40,3% vs. 13,0%, p<0,010) que los aislamientos de SARM-AC.

157



Resultados

TABLA 26 COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y
MICROBIOLOGICAS DE LAS INFECCIONES CAUSADAS POR SARM-AC Y SASM-AC

SARM-AC SASM-AC P
N=23 N=233

EDAD (MESES)

-Media (xDE) 64,39 (£68,5) 57,86 (£53,26) 0,585

-Mediana(p25-p75) 40,0 (14,0-84,0) 43,0 (12,0-93,0)
Sexo varon 11 (47,8%) 130 (55,8%) 0,464
Origen extranjero 14 (60,9%) 68 (29,2%) 0,001
Servicio de urgencias 17 (73,9%) 156 (67,0%) 0,497
LPV 16 (69,6%) 43 (18,5%) <0,001
TIPOS DE INFECCION
Infecciones de piel y tejidos blandos 20 (87,0%) 175 (75,1%) 0,204
-Infecciones profundas (Abscesos y 17 (73,9%) 81 (34,8%) <0,001
celulitis)
-Infecciones superficiales 3 (13,0%) 94 (40,3%) 0,010
Infecciones de herida quirlrgica 0 0 --
Bacteriemia 2 (8,7%) 16 (6,9%) 0,496
Infecciones osteoarticulares 0 6 (2,6%) 0,565
Infecciones respiratorias 1 (4,3%) 4 (1,7%) 0,377
Otitis 1 (4,3%) 24 (10,3%) 0,314
Infecciones oculares 0 12 (5,2%) 0,314
Otros 0 2 (0,9%) 0,828
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FIGURA 29: DISTRIBUCION DEL PATRON DE RESISTENCIAS DE LOS AISLAMIENTOS ASOCIADOS A
LA COMUNIDAD EN FUNCION DE LA RESISTENCIA A METICILINA
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*Resistencia a clindamicina constitutiva e inducible. D-test positivo> SARM-AC: 1/3 (33,3%), SASM-AC: 24/28 (85,7%),

p=0,087

4.3.4. Caracteristicas de las infecciones asociadas al sistema sanitario en funcién de la

resistencia a meticilina

La comparacién de las caracteristicas demogréficas, clinicas y microbiologicas
de las infecciones causadas por SARM-ASS con las producidas por SASM-ASS se
muestra en la tabla 27 y en la figura 30, donde se observa que no existian diferencias
significativas en cuanto a las caracteristicas demograficas de los nifios (edad, sexo, y
pais de origen). Sin embrago, si existian diferencias significativas en cuanto al tipo de
infeccidon, la presencia de la toxina LPV y en el patron de resistencias a los
antimicrobianos.

Las infecciones producidas por SARM-ASS causaron con mayor frecuencia
infecciones respiratorias que las producidas por SASM-ASS (35,7% vs. 3,7%, p<0,001).

En cuanto a las caracteristicas microbioldgicas, los aislamientos de SARM-
ASS producian con mas frecuencia la toxina LPV (28,6% vs. 4,9%, p=0,008) y en
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cuanto al patron de resistencias, como se muestra en la figura 30, los aislamientos de
SARM-ASS fueron mas resistentes a la eritromicina (50% vs. 13,6%, p=0,002), a las
fluoroquinolonas (57,1% vs. 2,5%, p<0,001), a la gentamicina (21,4% vs. 0,6%,

p=0,001) y a la mupirocina (14,3% vs. 1,2%, p=0,032).
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TABLA 27: COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y
MICROBIOLOGICAS DE LAS INFECCIONES CAUSADAS POR SARM-ASS Y SASM-ASS
SARM-ASS SASM-ASS P
N=14 N=162

EDAD (MESES)

-Media (xDE) 42,1 (£59,66) 46,52 (+56,68) 0,784

-Mediana(p25-p75) 7 (0,5-72,0) 14,5 (1,0-88,0)
Sexo varon 7 (50,0%) 100 (61,7%) 0,389
Origen extranjero 4 (28,6%) 52 (32,1%) 0,523
Servicio de urgencias 4 (28,6%) 34 (21,0%) 0,355
LPV 4 (28,6%) 8 (4,9%) 0,008
TIPOS DE INFECCION
Infecciones de piel y tejidos blandos 3 (21,4%) 47 (29,0%) 0,398
-Infecciones profundas (Abscesos y 0 20 (12,3%) 0,172
celulitis)
-Infecciones superficiales 3 (21,4%) 27 (16,6%) 0,438
Infecciones de herida quirlrgica 1 (7,1%) 50 (30,9%) 0,048
Bacteriemia 1(7,1%) 32 (19,8%) 0,219
Infecciones osteoarticulares 0 3 (1,9%) 0,778
Infecciones respiratorias 5 (35,7%) 6 (3,7%) <0,001
Otitis 2 (14,3%) 11 (6,8%) 0,276
Infecciones oculares 1 (7,1%) 12 (7,4%) 0,673
Otros 2 (14,3%) 11 (6,8%) 0,276
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FIGURA 30: DISTRIBUCION DEL PATRON DE RESISTENCIAS DE LOS AISLAMIENTOS ASOCIADOS AL
SISTEMA SANITARIO EN FUNCION DE LA RESISTENCIA A METICILINA

60 p<0,001
p=0,002
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p=0,223 p=0,001

20 p=0,032
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ERI CLIN* FQ GM MUP AF T™M/ST
B SARM-ASS 50 21,4 57,1 21,4 14,3 0 0
SASM-ASS 13,6 11,1 2,5 0,6 1,2 0,6 0,6

*Resistencia a clindamicina constitutiva e inducible. D-test positivo> SARM-ASS: 2/6 (33,3%), SASM-ASS: 15/20 (75,0%),

p=0,084.

4.4. Comparacion de las infecciones causadas por cepas portadoras y no portadoras

de la toxina LPV

De los estudios anteriores observamos que los aislamientos que causaron
infecciones asociadas a la comunidad en poblacion pediatrica, independientemente de la
sensibilidad a meticilina, se diagnosticaron mas frecuentemente en el servicio de
urgencias, causaron fundamentalmente IPTBs, y fueron portadoras de la toxina LPV en
un porcentaje significativamente mayor que los que causaban infecciones asociadas al
sistema sanitario. En el caso de SARM-AC el porcentaje de aislamientos que fueron
portadores de la LPV era muy elevado (69,6%) y eran la causa de un elevadisimo
namero de infecciones profundas de piel y tejidos blandos (73,9%). Con el objetivo de

conocer la posible implicacion de la LPV en este tipo de cuadros clinicos, se
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compararon las infecciones causadas por aislados productores de la LPV y no
productores de la misma (Tabla 28 y Figura 31).

Las infecciones causadas por aislamientos portadores de la LPV se observaron
en un porcentaje significativamente mayor en nifios de origen extranjero (43,7% vs.
29,6%, p=0,020) y fueron infecciones en su mayoria asociadas a la comunidad (83,1%
vs. 54,6%, p<0,001) y al servicio de urgencias (64,8% vs. 45,7%, p=0,003). En cuanto
al tipo de infeccion, las cepas productoras de la LPV causaron un porcentaje
significativamente mayor de IPTBs que las cepas no productoras de la toxina (87,3% vs.
50,7%, p<0,001) y de estas, eran las infecciones profundas (abscesos y celulitis) las que
se asociaron significativamente a las cepas portadoras de la LPV (67,6% vs. 19,4%,
p<0,001).

Los aislados no portadores de la LPV fueron méas frecuentemente causa de
bacteriemia (13,3% vs. 4,2%, p=0,030), de infecciones de la herida quirdrgica (14,1%
vs. 0%, p<0,001) y de otitis (10,2% vs. 1,4%, p=0,016) que los que producian la toxina.
Ademas, los aislamientos LPV negativos, a pesar de causar un porcentaje
significativamente inferior de IPTBs que los aislamientos portadores de la toxina, se
asociaron de forma significativa a las IPTBs superficiales (31,3% vs. 19,7%, p=0,050).

En cuanto a las caracteristicas microbioldgicas, los aislamientos LPV positivos
fueron mas frecuentemente resistentes a meticilina (28,2% vs. 4,7%, p<0,001). Sin
embargo, presentaron porcentajes de resistencia significativamente inferiores a los de
las cepas LPV negativas a la eritromicina (16,6% vs. 7%, p=0,039) y a la clindamicina

(13,5% vs. 2,8%, p=0,010) (Figura 31).
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TABLA 28: COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y
MICROBIOLOGICAS DE LAS CEPAS PORTADORAS Y NO PORTADORAS DE LA TOXINA LPV

LPV+ LPV- P
N=71 N=361
EDAD (MESES)
-Media (xDE) 56,85 (£53,31) 52,79 (£56,32) 0,576
-Mediana(p25-p75) 45,0 (14,0-76,0) 31,0 (4,0-93,0)
Sexo varon 35 (49,3%) 213 (59,0%) 0,130
Origen extranjero 31 (43,7%) 107 (29,6%) 0,020
Servicio de urgencias 46 (64,8%) 165 (45,7%) 0,003
SARM 20 (28,2%) 17 (4,7%) <0,001
ADQUISICION
Comunidad 59 (83,1%) 197 (54,6%) <0,001
Sistema sanitario 12 (16,9%) 164 (45,4%)
TIPOS DE INFECCION
Infecciones de piel y tejidos blandos 62 (87,3%) 183 (50,7%) <0,001
-Infecciones profundas (Abscesos y 48 (67,6%) 70 (19,4%) <0,001
celulitis)
-Infecciones superficiales 14 (19,7%) 113 (31,3%) 0,050
Infecciones de herida quirtrgica 0 51 (14,1%)
<0,001
Bacteriemia 3 (4,2%) 48 (13,3%) 0,030
Infecciones osteoarticulares 3 (4,2%) 6 (1,7%) 0,170
Infecciones respiratorias 3 (4,2%) 13 (3,6%) 0,505
Otitis 1 (1,4%) 37 (10,2%) 0,016
Infecciones oculares 1 (1,4%) 24 (6,6%) 0,061
Otros 0 10 (2,8%) 0,162
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FIGURA 31: DISTRIBUCION DEL PATRON DE RESISTENCIAS EN FUNCION DE LA LPV
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ELPV+| 282 7 2,8 1,4 1,4 2,8 0 2,8
LPV-| 4,7 16,6 13,5 4,4 3,3 3,6 0,6 0,8

*Resistencia a clindamicina constitutiva e inducible. D-test positivo> LPV+: 1/4 (25,0%), LPV-: 41/53 (77,4%), p=0,051.

4.5. Comparacion de las infecciones causadas por cepas LPV positivas v LPV

neqgativas estratificando por la resistencia a meticilina

Los aislamientos portadores de la LPV eran en un elevado porcentaje resistentes
a la meticilina, lo que podria ser un sesgo a la hora de atribuir a esta toxina un papel
como causa de IPTBs profundas. Por ello, se analizaron las caracteristicas de los
aislamientos LPV positivos y negativos estratificandolas por la resistencia a meticilina,
con el objetivo de comprobar si estas caracteristicas se mantenian independientemente
de este tipo de resistencia (Tabla 29).

Los resultados de este analisis mostraron que las Unicas caracteristicas que se
asociaban a las cepas portadoras de LPV, independientemente de la resistencia a
meticilina, fueron el origen comunitario de las cepas de S. aureus LPV positivas
(SARM: 80,0% vs. 41,2%, p=0,016; SASM: 84,3% vs. 55,2%, p<0,001), y las
infecciones profundas (abscesos y celulitis) de piel y tejidos bandos (SARM: 70,0% vs.

17,6%, p=0,001; SASM: 66,7 vs. 19,5%, p<0,001).
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En cuanto al patrén de resistencias a los antibioticos, independientemente de
la sensibilidad a meticilina, fueron méas resistentes a los antibidticos en general, los
aislamientos LPV negativos y a la eritromicina de forma significativa (SARM 58,8% vs.

159, p=0,006; SASM 14,5% vs. 3,9%, p=0,036).
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TABLA 29: COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DE LAS INFECCIONES CAUSADAS POR
CEPAS LPV POSITIVAS Y LPV NEGATIVAS ESTRATIFICANDO POR LA RESISTENCIA A METICILINA

SASM

EDAD (meses)

LPV-
(n=344)

--Media (+DE) 49,82 (+51,44) 63,23 (£79,82) 0,541 59,61 (+54,28) 52,27 (£55,0) 0,374
--Mediana (p25-p75) 33,50 (13,0-67,5) 26,0 (8,0-76,0) 56,0 (17,0-85,0) 31,0 (4,0-93,0)
Sexo varen 9 (45,0%) 9 (52,9%) 0,634 26 (51,0%) 204 (59,3%) 0,261
Origen extranjero 10 (50%) 8 (47,1%) 0,860 21 (41,2%) 99 (28,8%) 0,072
ADQUISICION
Comunidad 16 (80,0%) 7 (41,2%) 0,016 43 (84,3%) 190 (55,2%) <0,001
Sistema sanitario 4 (20,0%) 10 (58,8%) 8 (15,7%) 154 (44,8)
Servicio de urgencias 16 (80,0%) 5 (29,4%) 0,002 30 (58,8%) 160 (46,5%) 0,100
TIPOS DE INFECCION
IPTBs 17 (85,0%) 6 (35,3%) 0,002 45 (88,2%) 177 (51,5%) <0,001
--Infecciones profundas 14 (70,0%) 3 (17,6%) 0,001 34 (66,7%) 67 (19,5%) <0,001
--Infecciones superficiales 3 (15,0%) 3 (17,6%) 1,000 11 (21,5%) 110 (32,0%) 0,132
Infecciones de herida 0 1 (5,9%) 0,459 0 50 (14,5%) 0,003
quirdrgica
Bacteriemia 2 (10,0%) 1(5,9%) 0,562 1(2,0%) 47 (13,7%) 0,017
Infecciones osteoarticulares 0 0 3 (5,9%) 6 (1,7%) 0,094
Infecciones respiratorias 0 6 (35,3%) 0,005 3 (5,9%) 7 (2,0%) 0,126
Otitis 1 (5,0%) 2 (11,8%) 0,437 0 35 (10,2%) 0,006
Infecciones oculares 1 (5,0%) 0 0,540 0 24 (7,0%) 0,032
Otros 0 1 (5,9%) 0,459 0 9 (2,6%) 0,284
PATRON DE
RESISTENCIA
Eritromicina 3 (15,0%) 10 (58,8%) 0,006 2 (3,9%) 50 (14,5%) 0,036
Clindamicina* 1 (5,0%) 6 (35,2%) 0,025 0 5 (1,5%) 0,499
D-test 0 3 (42,9%) 0,416 1% (50,0%) 36/43 (83,7%) 0,327
Fluoroguinolonas 0 11 (64,7%) <0,001 1(2,0%) 5 (1,5%) 0,566
Gentamicina 0 4 (23,5%) 0,036 1 (2,0%) 8 (2,3%) 0,672
Mupirocina 0 3 (17,6%) 0,086 2 (3,9%) 10 (2,9%) 0,473
Acido fusidico 0 0 0 2 (0,6%) 0,758
Trimetoprim-Sulfametoxazol 1 (5,0%) 0 0,540 1(2,0%) 3(0,9%) 0,420

*Resistencia constitutiva e inducible
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5. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

5.1. Estudio de los aislamientos de SARM por electroforesis en campo pulsado

El analisis genotipico mediante ECP se realiz6 en los 46 aislamientos de SARM,
tanto en los que causaban infecciones como en los causantes de colonizaciones. No se
obtuvo el perfil electroforético de uno de los aislamientos de SARM vya que el ADN del
mismo no se digeria con la enzima de restriccion Smal, con lo que finalmente se pudo
llevar a cabo el andlisis molecular de 45 aislamientos de SARM. El andlisis
comparativo de los perfiles proporciond, 15 genotipos o patrones electroforéticos
diferentes (Figura 32) que se identificaron con letras mayusculas de la A a la N.

La mayor parte de los aislamientos se agruparon en el genotipo denominado
F (n=17, 37,7%). El resto de los genotipos se encontraron con una frecuencia mucho
menor. Los genotipos C, D y N agruparon 4 (8,8%) aislamientos de SARM cada uno,
los genotipos E y J agruparon 3 aislamientos (6,6%), el genotipo H agrupé 2
aislamientos (4,4%), y el resto de los genotipos (A, B, G, I, K, L, M y N) agruparon 1
aislamiento cada uno de ellos (2,2%).

Algunos de los genotipos presentaron subtipos, es decir aislamientos que aunque
pertenecen al mismo clon presentan variaciones genéticas, que se denominaron con la
letra que define al genotipo al que pertenecen y un subindice numérico. El genotipo C
presento 4 subtipos (C,, C,, C3y C4), el genotipo D presentd 3 subtipos (D1, D, y D3), el
genotipo F, el mas prevalente, presentd 9 subtipos (F1, F2, Fs, F4, Fs, Fs, F7, Fg Yy Fo), el
genotipo J 3 subtipos (J1,J2 y J3), y el genotipo N presentd 4 subtipos (N1, N2, N3y Ny).
Se realizd también ECP de la cepa USA300 (ATCC 15556), con el fin de conocer si

entre los aislamientos encontrados en pacientes pediatricos en nuestro pais existia
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alguno con un patron idéntico al de la cepa méas prevalente en EEUU. Como se observa
en la figura 32, el perfil electroforético de la cepa USA300 se agrupé en el genotipo F.
Sin embargo, el perfil de bandas de ADN de esta cepa no fue exactamente igual a
ninguno de los aislamientos de SARM, ya que una banda lo diferenciaba del resto de los

aislamientos agrupados en el genotipo F.

169



Resultados

FIGURA 32: DENDOGRAMA CON LOS PATRONES ELECTROFORETICOS DE LOS AISLAMIENTOS DE
SARM. .

N° MUESTRA ADQUSICION** PROCEDENCIA LPV  TIPO DE CEPA

0
0
0
0
00

s P b 149104 COMUNIDAD BARCELONA NEG ST1-SCCmec IV-agr3“| A
26160488 COMUNIDAD MADRID NEG ST1-SCCmec IV-agr3 |
- 154655 HOSPITAL  BARCELONA NEG ST5-SCCmec IV-agr
27153158 COMUNIDAD MADRID NEG ST5-SCCmec IV-agr2
. 27028756 HOSPITAL  MADRID NEG ST5-SCCmec IV-agr2 C
27154973 HOSPITAL  MADRID NEG ST5-SCCmec IV-agr2
[ L335Z206U AOUSFITALC DARCELCUNA NEG STo5-Stumetiv-agr
138485 HOSPITAL ~ BARCELONA NEG ST125-SCCmec IV-agr2
5048345 HOSPITAL  MALLORCA NEG ST125-SCCmec IV-agr2| P
16015298 HOSPITAL ~ MALLORCA NEG ST125-SCCmec IV-agr2
5048722 HOSPITAL  MALLORCA NEG ST125-SCCmec IV-agr2
5048955 HOSPITAL  MALLORCA NEG ST125-SCCmec IV-agr2| E
5049535 HOSPITAL  MALLORCA NEG ST125-SCCmec IV-agr2
26159966 COMUNIDAD MADRID POS  ST8-SCCmec IV-agrl\
27058249 COMUNIDAD MADRID POS ST8-SCCmec IV-agrl
27147063 COMUNIDAD MADRID POS ST8-SCCmec IV-agrl
27150540 COMUNIDAD MADRID POS ST8-SCCmec IV-agrl
27147117 COMUNIDAD MADRID POS ST8-SCCmec IV-agrl
27142065 HOSPITAL ~ MADRID POS ST8-SCCmec IV-agrl
5055637 COMUNIDAD MALLORCA  POS ST8-SCCmec IV-agrl
M 26162146 COMUNIDAD MADRID NEG ST8-SCCmec IV-agrl
162901 COMUNIDAD BARCELONA POS ST8-SCCmec IV-agrl F
170861 COMUNIDAD BARCELONA POS ST8-SCCmec IV-agrl
172723 COMUNIDAD BARCELONA POS ST8-SCCmec IV-agrl
176395 COMUNIDAD BARCELONA POS ST8-SCCmec IV-agrl
179952 COMUNIDAD BARCELONA POS ST8-SCCmec IV-agrl
192924 COMUNIDAD BARCELONA POS ST8-SCCmec IV-agrl
367373 COMUNIDAD BARCELONA NEG ST8-SCCmec IV-agrl
5040801 COMUNIDAD MALLORCA  POS ST8-SCCmec IV-agrl (ACME+)
] 5040807 HOSPITAL  MALLORCA  POS ST8-SCCmec IV-agrl (ACME+)
USA300 (ATCC1556) POS ST8-SCCmec IV-agrl (ACME+
EOCG.0Z3HE COMUNIDAD  BARCELONA G
6043857 COMUNIDAD MALLORCA POS ST8-SCCmec IV-agrl H
|| 127376 COMUNIDAD BARCELONA POS ST8-SCCmec IV-agrl I
i 77154483 HOSPITAL  MADRID NEG ST72-SCCmec IV-agrl )
50947961 COMUNIDAD ACORUNA NEG ST72-SCCmec IV-agrl |
5057879 HOSPITAL  MALLORCA NEG ST72-SCCmec IV-agrl
128124 HOSPITAL ~ BARCELONA POS ST80-SCCmec IV-agr3 | K
| 27049337 COMUNIDAD MADRID POS ST30-SCCmec IV-agr3 L
27053574 HOSPITAL  MADRID POS ST30-SCCmec IV-agr3 |
121267 HOSPITAL  BARCELONA NEG ST121-agré*
05051716 HOSPITAL  MALLORCA NEG ST22-SCCmec IV-agrl
5052772 HOSPITAL  MALLORCA NEG ST22-SCCmec IV-agrl N
16014908 HOSPITAL ~ MALLORCA NEG ST22-SCCmec IV-agrl
5049972 COMUNIDAD MALLORCA NEG ST22-SCCmec IV-agrl N

*Cepa mecA negativa

** | os aislados de adquisicion ” hospital” incluyen los aislados asociados al hospital y al sistema sanitario
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5.2. Estudio de los aislamientos de SARM por MLST

Con el objetivo de conocer que linajes circulaban en nuestro pais en la poblacion
pediatrica se realizd la técnica de MLST en todos los aislamientos de SARM (n=46).
Como se observa en la figura 33, el 45,6% (n=21) de los aislamientos de SARM
pertenecian al tipo de secuencia ST8, que agrupaba los genotipos de ECP F, G, H e I.
Los siguientes STs encontrados con més frecuencia fueron ST125 (n=6; 13,0%) y ST5
(n=5; 10,8%), ambos pertenecientes al complejo clonal CC5. Estos aislamientos se
agruparon en los genotipos de ECP C, D y E. Los 16 aislamientos de SARM restantes
se consideraron minoritarios (<10%) y pertenecian a 7 diferentes tipos de ST: 4 (8,6%)
pertenecian al tipo de secuencia ST22, 3 (6,5%) a ST72, 2 (4,3%) a ST30, 2 (4,3%) a
ST1,1(2,1%) a ST80, 1 (2,1%) a ST121 (mecA -), y 1 (2,1%) a ST398 (cepa porcina).
Este ultimo aislamiento fue del que no se obtuvo un perfil electroforético con la técnica

de ECP, ya que el ADN de esta cepa no se digiere con la enzima de restriccion Smal.

FIGURA 33: ESTUDIO DE LOS 46 AISLAMIENTOS DE SARM POR MLST.
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5.3. Determinacion del tipo de SCCmec por PCR

La determinacion del tipo de SCCmec se realiz6 en 45 de los 46 aislamientos de
SARM recogidos en el estudio. En la cepa ST121 no se realizé la técnica debido a que a
pesar de ser resistente a meticilina no era portadora del gen mecA. El estudio mostrd
que todas las cepas eran portadoras del SCCmec tipo 1V a excepcion de la cepa ST398

(cepa porcina) que era portadora del SCCmec tipo V (Tabla 30).

TABLA 30: TIPOS DE SCCmec ASIGNADOS A LOS LINAJES DE SARM

ST8 SCCmeclV
ST5 SCCmeclV
ST125 SCCmeclV
ST22 SCCmeclV
ST72 SCCmeclV
ST30 SCCmeclV
ST1 SCCmeclV
ST80 SCCmeclV
ST398 SCCmecV

5.4. Estudio de los aislamientos portadores de LPV por electroforesis en campo

pulsado

Se llevo a cabo un analisis genotipico mediante ECP en los 75 aislamientos que
fueron portadores de la toxina LPV (Figura 34). El analisis comparativo de los perfiles
de ADN proporcion6 27 genotipos o patrones electroforéticos diferentes que se
identificaron con letras mayUculas de la A a la Z.

El genotipo que agrupd un mayor namero de aislamientos fue el genotipo N
(n=23, 30,6%), sequido del genotipo A (n=10, 13,3%) y del genotipo U (n=7, 9,3%). En

el resto de los genotipos se agruparon un nimero mucho menor de aislamientos. En los
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genotipos I, W y Z se agruparon 3 aislamientos respectivamente (4,0%), en los
genotipos H, P, Q, S e Y se agruparon 2 aislamientos respectivamente (2,6%), y en el
resto de los genotipos (B, C, D, E, F, G, J, K, L, M, N, O, R, T, V y X) se agrup6 1
aislamiento en cada uno de ellos (1,3%).

Algunos de los genotipos presentaron subtipos, que se denominaron con la letra
que define al genotipo al que pertenecen y un subindice numérico. El genotipo A
presentd 6 subtipos (A1, Az A3, As, Asy Asg) el genotipo H presentd 2 subtipos (Hy y
H.), el genotipo | presentd 2 subtipos (I1 e 1), el genotipo N, el mas prevalente,
presentd 15 subtipos (N1 a Njs), en el genotipo Q encontramos 2 subtipos (Q1 y Q>), el
genotipo S presento 2 subtipos (S1y S»), el genotipo U present6 6 subtipos (Ui, U, ,U3,
U4 Usy Ug), en el genotipo W encontramos 3 subtipos (W1, W, y W3), en el genotipo Y

encontramos 2 subtipos ( Y1 e Y>) y el genotipo Z presento 3 subtipos (Z1, Z»y Z3).
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FIGURA 34: DENDOGRAMA CON LOS PATRONES ELECTROFORETICOS Y LAS CARACTERISTICAS DE
LOS AISLAMIENTOS PORTADORES DE LA TOXINA LPV.

RESISTENCIA N*MUESTRA  ADQUISICION PROCECENCIA TIPO DE CEPA

METICILINA

sSASM 153882 ac BARCELONA ST121-8004
SASM Z/asEn ac MADRID ST121-8004

sAsM 1788 aH BARCELONA ST121-8004

sSASu 2 ac MALLORCA ST121-8074

sASM sIS918 ac MALLORCA ST121-8004

SAsu 1754 ac BARCELONA ST121-8054

sSAsu Z7oag7E ac MADRID ST121-8074

SASM Z715ESS ac MADRID ST121-8054

SASu BN ISTHE ac BARCELONA ST121-8054

sSASu 1SmE ac BARCELONA ST121-8054

sSASH 158598 ac BARCELONA ST121-8074

sSASM 1S aH BARCELONA STS7S-ay2

SAsu ZMBZE7 ac MADRID ST121-8054

SASu 17| aH BARCELONA STZam

AR 128124 aH BARCELONA STEI-SCCme: W-apm
SASH 17157 ac BARCELONA STS7S-ay2

sSASu 186418 ac BARCELONA STIR1-ays

. sAsu 2837 ac MADRD STIR1-ays

sSAsu BT ac MADRID STIR1-ays

SASu ZmBne7 ac MADRID STIR1-ays

sSASu Z71aEm ac MADRD STIR1-ays

SASu DALMSCE ac BARCELONA Srzay

SASM S8 7 AC MALLORCA Sr2-agp

SASM Sam AH BARCELONA ST2-ag

sAsM 2B aH MADRD ST

B TS LS BARCELONA

saR s ac MADRID STE-SCCme: Wagr!
saR 1B ac BARCELONA STE-SCCme: Wagr!
saR 17mE ac BARCELONA STE-SCCme: Wagr!
sAR 7Ee ac BARCELONA STE-SCCme: Wagr!
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sAR 201598 ac MADRID STE-SCCme: Wagr!
sAR Zr1a7mEs ac MADRID STE-SCCme: Wagr!
AR Z71505a ac MADRID STE-SCCme: Wagr!
sARM 172034 ac BARCELONA STE-SComectv-agr
SARM Zees aH MADRID STE-sComeT Vg
SARM N7 ac MADRID STB-SCOmECV-agr
SARM SHaEm ac MALLORCA STE-SCOmeT IV-agr (ACMI
SARM SaEr aH MALLORCA STE-SCOmET V-agr (ACMI
SARM USASIN (ATCC155H) STB-SCOmET IV-agi (ACME
sASM 128977 ac BARCELONA STEay
sASM 18525 ac BARCELONA STEay

sASM 158827 ac BARCELONA STEay

sASM 19SS ac BARCELONA STEay

s3ASM 2 BSAS ac MADRID SRy J
SAS Pz A SRADRID SToyt

sASu N7 ac MALLORCA ST1-ays

sASu 7152 ac MADRID ST1-ays

SARM SEEE aH MALLORCA STE-SCCmeCV-agr
SARM ac MALLORCA STE-SCOmECV-agr
sASM FABMERS ac BARCELONA STSay2

sASu ac MADRID STSay2

sASM 71 ac MADRID STEay

sSASM 155 ac BARCELONA STB-ay

ASu 187223 ac BARCELONA STB-ay

sASM A7 IERS ac BARCELONA STB-ay

sASM 177372 aH BARCELONA STSnays

SASu ac MALLORCA STtays

sASM Z7EEe ac MADRID STSiays

sASM 2Rz ac MADRID STShays

SASu TRz ac MADRID STShays

| SASM ac MALLORCA STS0ays

sSASM 715G ac MADRID STSiays

sASM 7 ac BARCELONA STShays

sASu 107280 ac BARCELONA STa5-ay!

s3ASM SIS 1ES AH MALLORCA STes-ap

SARM Z7ESE7e AH MADRID STI0-SCCmeT W-agrs
SARM Z7ESs? ac MADRID STSI-ECCmET W-ars
sASM 14672 aH BARCELONA ST15-ay2

sASM 7R ac MADRID ST1S-ay2

sSASM 12883 aH BARCELONA ST1153-ay2

sASM 136G AH BARCELONA ST115S-ay2

sASM 11588 AH BARCELONA ST a2
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5.5. Estudio de los aislamientos portadores de la LPV por MLST

Con la finalidad de conocer a qué linajes correspondian los 75 aislamientos
portadores de LPV, tanto SARM como SASM, se estudiaron mediante la técnica de
MLST (Figura 35). El 34,6% pertenecian al tipo de secuencia ST8, siendo este el perfil
alélico mayoritario entre los aislamientos portadores de la toxina. EI 16% de los
aislamientos pertenecian al linaje ST121, y el 13,3% al linaje ST30. Los 27 aislamientos
de S. aureus restantes se consideraron minoritarios (<10%), y pertenecian a 11
diferentes tipos de secuencia: 5 (6,6%) pertenecian a ST1021, 3 (4%) a ST22, 3 (4%) a
ST1153, 3 (4%) a ST6, 2 (2,6%) a ST5, 2 (2,6%) a ST1, 2 (2,6%) a ST45, 2 (2,6%) a

ST15, 2 (2,6%) a ST152, y 2 (2,6%) a ST573 (2,6%), y 1 (1,3%) a ST80.

FIGURA 35: ESTUDIO DE LOS 75 AISLAMIENTOS PORTADORES DE LA LPV POR MLST

MLST DE LOS AISLAMIENTOS LPV+
* [z (N=75)

m NUMERO DE AISLAMIENTOS

5.6. Estudio de los aislamientos de SASM no portadores de la LPV

Con el objetivo de tener una vision global de todos los linajes aislados en el

estudio, y ver si algunos de los linajes correspondientes a los aislamientos LPV
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positivos se encontraban también entre los aislamientos LPV negativos, se estudiaron
mediante MLST una seleccién de 82 aislamientos de SASM LPV negativos. De estos
82 aislamientos, 45 fueron aislamientos obtenidos de hemocultivos, 27 fueron
aislamientos de muestras de IPTBs, 2 aislamientos obtenidos de infecciones de herida
quirdrgica, 4 obtenidos de infecciones 6ticas, 3 obtenidos de aspirados traqueales y 1 de
un exudado oral, estos 4 ultimos fueron considerados colonizaciones. Como queda
reflejado en la figura 36, el perfil alélico ST30 fue el més representado dentro de este
grupo (25,6%), seguido de ST15 (17,0%), ST5 (15,8%), y ST121 (13,4%). Los 23
aislamientos de SASM LPV negativos restantes se consideraron minoritarios (<10%) y
pertenecian a 7 diferentes tipos de secuencias: 8 (9,7%) pertenecian a ST8, 6 (7,3%) a
ST45, 3 (3,6%) a ST34, 2 (2,4%) a ST22, 2 (2,4%) a ST25, 1 (1,2%) a ST6, y 1 (1,2%)

a ST 97.

FIGURA 36: ESTUDIO DE UNA SELECCION DE 82 AISLAMIENTOS DE SASM NO PORTADORES DE LA
LPV POR MLST

MLST DE LOS AISLAMIENTOS DE SASM
- LPV- (N=82)
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15

10

ST30 ST15 ST5 ST121 ST8  ST4A5 ST34 ST22 ST25  ST6  ST97

B NUMERO DE AISLAMIENTOS
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5.7. Determinacion del tipo de agr por PCR

El sistema agr es un sistema esencial que regula la expresion de genes de
virulencia. En funcién de las secuencias de la region hipervariable se han descrito 4
tipos de agr. Con el fin de conocer el tipo de agr que poseia cada aislamiento se
determind mediante PCR el tipo de agr de los 181 aislamientos estudiados por ECP y
MLST (Tabla 31). En el estudio se observo que el tipo de agr es una caracteristica
constante de cada linaje, en la tabla 32 se muestra la correlacion del tipo de agr con

cada uno de los linajes del estudio.

TABLA 31: NUMERO DE AISLAMIENTOS CORRESPONDIENTES A CADA TIPO DE AGR

TIPO DE AGR NUMERO DE AISLAMIENTOS
AGR1 65
AGR2 47
AGR3 41
AGR4 28

TABLA 32: TIPO DE AGR ASIGNADO A CADA LINAJE

ST TIPO DE AGR
ST8
STS
ST125
ST30
ST34
ST22
ST72
ST1
ST80
ST121
ST398
ST1021
ST1153
ST6
ST45
ST15
ST152
STS573
ST25
ST97

RPRPNRPNNRPRPNORPRAROWRERE,DNWOWNN R
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5.8. Estudio de los linajes de S.aureus en funcion de la resistencia a meticilina, la

adquisicion vy la presencia de LPV

5.8.1. Comparacion de los linajes de S.aureus en funcién de la resistencia a meticilina

Del estudio de los aislamientos por MLST observamos que muchos de los
aislamientos tanto de SARM como de SASM pertenecian al mismo ST, por ello
quisimos conocer cuéles eran los STs méas representados en funcion de la resistencia a
meticilina y cuales eran los STs que estaban representados en ambos grupos. En la
figura 37 se muestran los STs asignados a los aislamientos estudiados en funcion de la
resistencia a meticilina.

La comparacion entre los perfiles alélicos de las cepas de SARM (n=46) y de
SASM (n=135) mostrd que los perfiles alélicos méas representados en el grupo de los
aislamientos de SARM eran ST8 (45,7%) y ST125 (13,0%), ambos asociados
significativamente a este grupo (p<0,001 respectivamente).

En el grupo de SASM los perfiles alélicos méas representados fueron ST30
(21,5%), ST121 (17,0%), y ST15 (11,9%), todos ellos asociados significativamente a
este grupo (p=0,007, p=0,010 y p=0,007 respectivamente).

Algunos perfiles alélicos se encontraron representados en ambos grupos (SARM
y SASM) como ST8, ST5, ST30, ST1, ST22 y ST121 (mecA negativo). Sin embargo,
hubo linajes que Unicamente se encontraban representados entre los aislamientos de
SARM como ST72, ST125, ST80 y ST398 y por el contrario, los linajes ST34, ST15,
ST45, ST1021, ST1153, ST6, ST152, ST97, ST573 y ST25 se encontraban

representados exclusivamente en el grupo de aislamientos de SASM.
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FIGURA 37: DISTRIBUCION DE LOS LINAJES EN FUNCION DE LA RESISTENCIA A METICILINA.

SARM (N=46) SASM (N=135)

ST152;2 ST573;2
ST80; 1 STL;2 ST25;2

'\ $T398; 1 .
ST121;1 ST1153;3 '

ST34;3

5.8.2.Comparacion de los linajes de S.aureus en funcién de la adquisicion

Con el objetivo de conocer que linajes circulaban causando infecciéon vy
colonizando a la poblacion pediatrica asociados a los distintos ambitos de adquisicion,
se compararon los linajes de los aislamientos analizados por MLST asociados a la
comunidad (106 de los 284 aislamientos totales) y los asociados al sistema sanitario (75
de los 241 aislamientos totales). En la figura 38 se muestran los STs asignados a los
aislamientos estudiados en funcién de la adquisicion. La comparacion de los perfiles
alélicos en funcion de la adquisicion mostré que los perfiles alélicos mas representados
en el grupo de aislamientos asociados a la comunidad fueron ST8 (27,4%), ST121
(19,8%), ST30 (16,0%) y ST15 (10,4%), de estos, ST8 y ST121 son los que se
asociaron a la comunidad de forma significativa (p=0,002 y p=0,002 respectivamente).

Por otro lado, los perfiles alélicos que encontramos en una mayor proporcion asociados
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al sistema sanitario fueron ST30 (18,7%), ST5 (17,3%), ST8 (9,3%) y ST45 (9,3%), de
estos, ST5 y ST45 se asociaron al sistema sanitario forma significativa (p=0,023 y
p=0,009 respectivamente).

La mayor parte de los linajes, los encontramos asociados tanto a la comunidad
como al sistema sanitario, aunque se encuentren mas representados en uno u otro
ambito. Cabe destacar el linaje ST30 que se encontraba ampliamente distribuido en
ambos ambitos. Algunos linajes los encontramos asociados Unicamente a la comunidad
o al sistema sanitario pero son un reducido nimero de aislamientos por lo que no
podemos determinar de un modo significativo que se encuentren asociadas a uno u otro
ambito, a excepcion de ST125 que se asocié significativamente (p=0,004) al sistema

sanitario y no encontramos ningun caso asociado a la comunidad.

FIGURA 38: DISTRIBUCION DE LOS LINAJES EN FUNCION DE LA ADQUISICION

COMUNIDAD (N=106) SISTEMA SANITARIO
ST45;1 (N=75)

ST97;1

ST573;1
STG;l_\\ | r5T25;1

ST80;

14

ST152;2
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5.8.3. Comparacion de los linajes de S.aureus en funcién de la LPV

Con el fin de conocer qué linajes eran portadores de la LPV y cuéles no, si
existian linajes que fueran portadores de la LPV en un porcentaje significativamente
mayor y qué linajes se encontraban representados en ambos grupos, se llevo a cabo la
comparacion entre los 75 aislamientos portadores de la LPV y 106 aislamientos de un
total de 450 que no eran portadores de la toxina (Figura 39).

La comparacion mostré que los perfiles alélicos mas representados en el grupo
de los aislamientos LPV positivos fueron ST8 (34,7%), ST121 (16,0%) y ST30 (13,3%).
ST8 se asocio de forma significativa a este grupo (p<0,001).

Los linajes mas representados entre los aislamientos LPV negativos fueron ST30
(19,8%), ST5 (17%), ST15 (13,2%) y ST121 (11,3%), de estos ST5 y ST15 se
asociaron significativamente a este grupo (p=0,002 y p=0,014, respectivamente).

Algunos linajes se encontraban representados Unicamente en el grupo de los
aislamientos LPV positivos como ST1153, ST152, ST573, ST80 y ST1021, este ultimo
se asocio significativamente a este grupo (p=0,011).

También encontramos linajes que Unicamente estaban representados entre los
aislamientos LPV negativos como ST72, ST97, ST398, ST25, ST34 y ST125 pero solo

los encontramos en un pequefio nimero de casos.
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FIGURA 39: DISTRIBUCION DE LOS LINAJES EN FUNCION DE LA LPV

LPV- (N=106) LPV+ (N=75)
ST1;2; /;_ sT97;1 sr152:2 211:7:2'\ rSTso;1

ST72;3

5.8.4. Estudio de los linajes de S.aureus en funcién de la adquisicién vy la resistencia a la

meticilina.

Tras estudiar los perfiles alélicos en funcion de la adquisicion quisimos conocer
los linajes que circulaban en ambos ambitos en funcion de la resistencia a meticilina.

En la figura 40 se muestran los STs asignados a los aislamientos asociados a la
comunidad en funcién de la resistencia a meticilina. La comparacién entre los linajes de
SARM-AC y SASM-AC mostré que el linaje de SARM que circulaba causando un
mayor nimero de casos en la comunidad fue ST8 (72,0%) que a su vez se asociaba
significativamente a este grupo (p<0,001).

En cuanto a los linajes de SASM, observamos que existia una mayor variedad, el
linaje mayoritario fue ST121 (25,9%), seguido de ST30 (19,8%) y ST15 (13,6%), estos
tres perfiles alélicos se asociaron de forma significativa al grupo de SASM-AC
(p=0,001, p=0,049 y p=0,043 respectivamente). Cabe destacar el linaje ST8 que lo
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encontramos también en un elevado nimero de los casos (13,6%) entre los aislamientos
sensibles a meticilina.

El analisis de los aislamientos asociados al sistema sanitario en funcion de la
resistencia a meticilina se muestra en la figura 41, donde se analizaron 21 aislamientos
de SARM-ASS y de 54 de los 220 aislamientos de SASM-ASS.

En el grupo de los aislamientos de SARM-ASS destacaron el linaje ST125 que
causo el 28,6% de los casos y que se asocio significativamente a este grupo (p=0,001) y
ST5 que causé el 19% de los mismos. ST22 y ST8 también los encontramos con
relativa frecuencia en el grupo de SARM-ASS (14,3% respectivamente).

En cuanto a los aislamientos de SASM-ASS, ST30 estaba muy representado en
este grupo (24,1%) y es el Unico linaje que se asociaba de forma significativa al mismo

(p=0,047). Otros linajes importantes en este grupo fueron ST5 (16,7%) y ST45 (13%).

FIGURA 40: DISTRIBUCION DE LOS LINAJES DE LOS AISLAMIENTOS ASOCIADOS A LA COMUNIDAD
EN FUNCION DE LA SENSIBILIDAD A METICILINA

SARM-AC (N=25/25) SASM-AC (N=81/259)

ST45;1 _ ST573; ST25;1

ST398; 1
ST22;1
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FIGURA 41: DISTRIBUCION DE LOS LINAJES DE LOS AISLAMIENTOS ASOCIADOS AL SISTEMA
SANITARIO EN FUNCION DE LA SENSIBILIDAD A METICILINA

SARM-ASS (N=21/21) SASM-ASS (N=54/220)

ST573;1

ST25;1
\r

ST121; 1

$T80; 1 ST97:1

ST152;2

ST12

5.8.5. Estudio de los linajes de S.aureus en funcion de la LPV vy de la resistencia a

meticilina

Con el objetivo de conocer qué linajes de S.aureus eran portadores de la LPV y
cudles lo eran en una mayor proporcién en funcion de la resistencia a meticilina, se
llevé a cabo un estudio comparativo de los STs asignados a los aislamientos sensibles y
resistentes a meticilina en funcion de la toxina.

En la figura 42 se observa la distribucion de los linajes de SARM en funcion de
la LPV y destaca la gran homogeneidad de los aislamientos de SARM portadores de la
toxina. ST8 fue el linaje de SARM portador de la LPV mayoritario (86,4%) y se asocio
significativamente a este grupo (p<0,001). También encontramos los linajes ST30 y
ST80 en un pequerfio porcentaje (9,0% Yy 4,5% respectivamente).

En cuanto a los aislamientos de SARM LPV negativos destacan los linajes
ST125 y ST5 como los mas representados en este grupo (25,0% y 20,8%

respectivamente), estos linajes en ningin caso fueron portadores de la toxina y se
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asociaron de manera significativa al grupo de los SARM LPV negativos (p=0,014 y
p=0,031 respectivamente).

El estudio de los 53 aislamientos de SASM LPV positivos y de 84 de los 426
aislamientos de SASM LPV negativos se muestra en la figura 43. En la figura se
observa que el linaje de SASM que encontramos mas representado entre los
aislamientos LPV positivos fue ST121 (22,6%), también encontramos otros linajes
portadores de la LPV en un nimero considerable de casos como ST30 (15,1%), ST8
(13,2%) y ST1021 (9,4%), este ultimo es el dnico linaje que se asocio
significativamente a este grupo (p=0,008). Hay una serie de linajes de SASM que
solamente los encontramos en el grupo de los LPV positivos como ST1, ST1021,
ST1153, ST152y ST573.

Por otro lado, observamos que ST30 (25,6%), ST15 (17,0%), ST5 (15,9%), y
ST121 (13,4%) fueron los linajes mas representados en el grupo de aislamientos de
SASM LPV negativos, pero solamente ST5 y ST15 se asociaron significativamente a
este grupo (p=0,029 y p=0,020).

Los linajes ST97 y ST25 los encontramos Unicamente en el grupo de los SASM

LPV negativos pero en un minimo nimero de casos.
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FIGURA 42: DISTRIBUCION DE LOS LINAJES DE SARM EN FUNCION DE LA LPV

SARM-LPV+ (N=22)

ST80; 1

SARM-LPV- (N=24)

ST398; 1
ST121;1

FIGURA 43: DISTRIBUCION DE LOS AISLAMIENTOS DE SASM EN FUNCION DE LA LPV
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5.8.6. Visién global de los aislamientos de S.aureus LPV positivos y negativos en

funcién de la resistencia a meticilina y de la adquisicién

Con el objetivo de tener una vision global de como se distribuyen en la
comunidad y en el sistema sanitario los linajes portadores y no portadores de la LPV en
funcién de la resistencia a meticilina, se llevé a cabo el estudio que se muestra en las
figuras 44 y 45.

En la figura 44 se muestra la distribucion de los aislamientos portadores de la
LPV en funcién de la adquisicion y la resistencia a meticilina donde se observa, que el
linaje de SARM-AC LPV positivo mas representado fue ST8 que representa la practica
totalidad de los casos (94%). En un pequefio porcentaje (6%) encontramos también el
linaje ST30 presente en la comunidad.

Del estudio de los 5 casos de SARM-ASS LPV positivos observamos, que
ST8 es también el linaje mas representado (60%) en este grupo y en un menor
porcentaje encontramos también los linajes ST30 y ST80 (20% respectivamente).

En cuanto a los aislamientos de SASM, observamos una mayor variedad ya que
encontramos 13 linajes distintos portadores de la toxina. En el grupo de los aislamientos
de SASM-AC LPV positivos el linaje mas representado fue ST121 que comprende el
25% de los casos, otros linajes también muy representados en este grupo fueron ST30
(16%), ST8 (16%) y ST1021 (12%).

En cuanto a los aislamientos de SASM-ASS LPV positivos, observamos que el

linaje ST1153 fue el linaje mayoritario (30%), seguido de ST152 (20%).
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FIGURA 44: DISTRIBUCION DE LOS LINAJES DE LOS AISLAMIENTOS PORTADORES DE LA LPV EN
FUNCION DE LA ADQUISICION Y DE LA RESISTENCIA A METICILINA

SARM-AC SARM-ASS
(N=17) (N=5)
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r
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El estudio de la distribucion de los aislamientos no portadores de la LPV en
funcion de la adquisicion y la resistencia a meticilina se muestra en la figura 45. En la
figura se observa, que en el grupo de los SARM-AC los linajes ST8 y ST1 destacaron
como los linajes mas representados (25% respectivamente).
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En cuanto a los aislamientos de SARM-ASS el linaje ST125 fue el linaje
mayoritario ya que comprendio el 37% de los casos, seguido de ST5 que comprendié el
25% los mismos. Otros linajes también muy representados en el sistema sanitario fueron
ST22 (19%) y ST72 (13%).

En cuanto a los aislamientos sensibles a meticilina, en el grupo de los
aislamientos de SASM-AC el linaje mayoritario fue ST121 (26%) y los linajes ST15 y
ST30 fueron también muy frecuentes ya que representaron el 24% de los casos
respectivamente.

Del estudio de los 44 casos causados por SASM-ASS destacé el linaje ST30
como el mas representado ya que comprendié el 27% de los casos, y otros perfiles

alélicos también muy presentes en este grupo fueron ST5 (21%) y ST45 (14%).

FIGURA 45: DISTRIBUCION DE LOS LINAJES DE LOS AISLAMIENTOS NO PORTADORES DE LA LPV EN
FUNCION DE LA ADQUISICION Y DE LA RESISTENCIA A METICILINA

SARM-AC SARM-ASS
(N=8) (N=16)
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5.9. Relacidn entre los linajes de S.aureus v los sindromes clinicos

Con la finalidad de conocer si existia alguna relacion entre los distintos linajes
de S.aureus y los sindromes clinicos, decidimos llevar a cabo un estudio analizando que
linajes causaban mas frecuentemente los distintos sindromes clinicos. Es importante
tener en cuenta ciertas limitaciones, como por ejemplo no haber realizado la técnica de
MLST en todos los aislamientos incluidos en el estudio.

En la tabla 33 se muestra la frecuencia de los distintos STs implicados en los
sindromes clinicos mas frecuentes. En el caso de las IPTBs (superficiales y profundas)
ST8 era el causante del mayor nUmero de casos (26,8%), sequido de ST121 (19,6%) y
ST30 (15,5%). En cuanto a los casos de IPTBs mas profundas (abscesos y celulitis)
vuelve a destacar ST8 como causa del 36,5% de los casos, seguido de ST30 (20,6%) y
ST121 (14,3%). Como causa de bacteriemia el linaje mayoritario fue ST30 (28,6%),
seguido de ST5 (18,4%) y ST8 (16,3%). En las infecciones de herida quirirgica
destacaba ST30 como causa del 37,5% de los casos, y ST8 como causa del 25,0% de los

mismos. Los linajes que méas frecuentemente encontramos como causa de infecciones
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osteoarticulares eran ST121 (37,5%) y ST5 (25,0%). En cuanto a las infecciones
respiratorias hubo una gran variedad siendo ST5 y ST125 los linajes més relevantes.
Entre los sindromes clinicos méas frecuentes y con mas aislamientos estudiados
mediante MLST se encontraban las IPTBs y los cuadros de bacteriemia. La
comparacion de los porcentajes de los tipos de ST entre ambos sindromes clinicos se
muestra en la tabla 34 donde se observa que el linaje predominante en las IPTBs era
ST8 (26,8%) y en las bacteriemias ST30 (28,6%). Sin embargo, el linaje que se
encontro significativamente asociado a las IPTBs fue ST121 (19,6% vs. 6,1%, p=0,032)
y los linajes que se asociaron significativamente a las bacteriemias fueron ST5 (18,4%

vs. 6,2%, p=0,022) y ST45 (12,2% vs. 1,0%, p=0,005).

TABLA 33: FRECUENCIA DE LOS LINAJES DE S.AUREUS EN LOS DIFERENTES SINDROMES CLINICOS

IPTBs ABSCESOS Y BACTERIEMIA HERIDA OSTEOARTI RESPIRATORIAS OTROS
*N=97/255 CELULITIS N=49/51 QUIRURGICA CULARES N=9/16 N=8/73
N=63/118 N=8/51. N=8/9
STS 26 (26,8%) 23(36,5%) 8(16,3%) 2 (25,0%) 2 (25,0%)
ST30 15(15,5%) 13 (20,6%) 14 (28,6%) 3 (37,5%) 1 (12,5%) 1 (12,5%)
ST5 6 (6,2%) 3 (4,8%) 9 (18,4%) 2(250%) 2 @22.2%) 2 (25,0%)
ST125 2 (22,2%) 1 (12,5%)
ST121 19 (19,6%) 9 (14,3%) 3 (6,1%) 3 (37,5%) 1 (12,5%)
ST1021 5 (5.2%) 3 (4,8%)
ST22 3(3.1%) 2 (3.2%) 2 (4,1%) 1 (12,5%)
ST72 1 (1,0%) 1 (1,6%) 1 (12,5%) 1 (11,1%)
STI5 10 (10,3%) 3 (4,8%) 2 (4,1%) 1 (12,5%) 1 (11,1%)
ST34 2 (4,1%)
ST45 1 (1,0%) 6 (12,2%)
ST6 2 (2,.1%) 1 (1,6%) 1(2,0%) 1 (11,1%)
ST80
STI 3 (3,1%) 1 (1,6%) 1 (11,1%)
STI153 2 (2.1%) 1 (11,1%)
ST152 1 (1,0%) 1 (1,6%) 1 (12,5%)
ST573 2 (2,1%) 2 (3.2%)
ST97 1 (1,0%) 1 (1,6%)
ST25 2 (4,1%) 1(125%) 1 (12,5%)

*N= Ndmero de aislamientos analizados por MLST/ Nimero de aislamientos totales
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TABLA 34: COMPARACION ENTRE LOS LINAJES CAUSANTES DE IPTBs Y DE BACTERIEMIAS.

ST IPTBs BACTERIEMIA P
*N=97/255 N=49/51

STS 26(26,8%) 8(163%) 0,158
ST30 15(155%) 14 (28,6%) 0,061
ST5 6 (6,2%) 9 (184%) 0,022
ST125 0 0 -

ST121 19 (19,6%) 3 (6,1%) 0,032
ST1021 5 (5.2%) 0 0,124
ST22 3 (3.1%) 2 (4,1%) 0,545
ST72 1 (1,0%) 0 1,000
ST15 10 (10,3%) 2 (4,1%) 0,165
ST34 0 2 (4,1%) 0,111
ST45 1 (1,0%) 6(12,2%) 0,005
ST6 2 (2,1%) 1 (2,0%) 0,739
STS0 0 0 -

ST1 3 (3,1%) 0 0,550
ST1153 2 (21%) 0 0,550
ST152 1 (1,0%) 0 1,000
ST573 2 (2,1%) 0 0,550
ST97 1 (1,0%) 0 1,000
ST25 0 2 (4,1%) 0,111

*N= Numero de aislamientos analizados por MLST/ NUmero de aislamientos totales

6. ESTUDIO DEL CONTENIDO GENETICO (FACTORES DE VIRULENCIA Y
DE RESISTENCIA) DE LOS LINAJES MAS PREVALENTES EN LA

POBLACION PEDIATRICA

Con el objetivo de adquirir mas conocimientos acerca del contenido genético de
las cepas mas prevalentes en la poblacion pediatrica, se llevd a cabo la deteccidn,
mediante una técnica de microarrays de ADN, de algunos factores de virulencia y de
resistencia en una serie de aislamientos pertenecientes a los linajes que se encontraban

mas diseminados en la comunidad y en el sistema sanitario.
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6.1. Factores de virulencia y de resistencia de los linajes de SARM més prevalentes

Los linajes de SARM maés prevalentes en la poblacion pediatrica fueron ST8,
causante de la mayor parte de los casos asociados a la comunidad, y ST5 y ST125 que

fueron los linajes més prevalentes en los casos asociados al sistema sanitario.

6.1.1. Contenido genético de los aislamientos de SARM pertenecientes al linaje ST8

Se analiz6 el contenido genético de 20 de los aislamientos pertenecientes a ST8,
y de un aislamiento de la cepa USA300 (ATCC 1556) perteneciente al linaje ST8 y que
esta ampliamente diseminada en EEUU (Tabla 35).

En cuanto a los genes de resistencia destaca, que a pesar de ser ST8 un linaje
resistente a meticilina era muy sensible a los antibioticos no PB-lactdmicos ya que
encontramos en su genoma muy pocos genes de resistencia. Los genes de resistencia
que encontramos en todos los aislamientos analizados fueron el gen mecA, el operon
bla y el gen tetEfflux. En un pequefio porcentaje de los aislamientos se encontraron los
genes de resistencia a macrdélidos, mrsA y mpbBM, y el gen aphA, que codifica
resistencia a aminoglicésidos (10% respectivamente). El locus de resistencia al
mercurio se encontré en el 85% de los aislamientos.

En cuanto a los factores de virulencia, el 80% de los aislamientos analizados
tenian en su genoma los genes que codifican las enterotoxinas K y Q, mientras que solo
un aislamiento (5%) era portador de los genes entA, entD y entJ.

Los genes que codifican la LPV se encontraron en el 90% de los aislamientos, y
en cuanto a las hemolisinas, el 95% de los aislamientos tenian en su genoma los genes

que codifican las hemolisinas alfa y beta (truncada), y el 100% los genes que codifican
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la hemolisina delta. Al estar el gen de la hlb truncado, los genes que porta el
bacteriéfago que trunca este gen estan presentes en el genoma de ST8, de modo que, sak
se encontro en el 100% de los aislamientos estudiados, chp en el 95%, y scn en el 100%.
Las toxinas exfoliativas y las toxinas EDIN estaban ausentes en todos los aislamientos
analizados. Algunos genes de virulencia que estaban muy presentes en este linaje eran el
gen aur, que codifica la aureolisina (85%), asi como los genes que codifican las
serinproteasas A y B (splA y splB) (100%), y el gen que codifica la serinproteasa E
(splE) (90%). Los genes sspA, sspB y sspP se encontraron en el genoma todos los
aislamientos estudiados. El elemento ACME, caracteristico de la cepa USA300, se
encontro unicamente en 2 de los aislamientos estudiados (10%).

El serotipo capsular que caracterizé al perfil alélico ST8 fue el 5, y los genes que
codifican la formacion del biofilm icaA, icaC e icaD, se encontraron en todos los
aislamientos estudiados.

En cuanto a los factores de adhesion, encontramos una elevada presencia de
estos genes, de modo que, el 100% de los aislamientos eran portadores de los genes clfA,
ebh, eno, fib, ebps, fnbA, fnbB, map, sdrC, vwb, sasG, y el 90% de los genes bbp y clfB.
El gen cna no se encontro en ninguno de los aislamientos estudiados.

Los genes relacionados con la evasion del sistema inmune isaB, mprF, isdA,

imrP estaban presentes en todos los aislamientos analizados.

La comparacion de las caracteristicas genéticas de la cepa ST8 que circula en
nuestro pais con el de la USA300 que se ha diseminado en EEUU, mostré muchas
semejanzas y algunas diferencias (Tabla 35). Las principales diferencias que
encontramos en cuanto a los genes de resistencia eran los genes ermC y mupR presentes

en la cepa USA300 y ausentes en todos los aislamientos estudiados, y el gen tetK
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presente en el genoma de la cepa USA300 y que en cambio estaba Unicamente presente
en el 15% de los aislamientos estudiados. El locus de resistencia a mercurio y el operon
bla estaban presentes en el 100% y 85%, respectivamente, de los aislamientos
estudiados, sin embargo, no estaban presentes en la cepa USA300. Otras diferencias
encontradas en los genes que codifican factores de virulencia eran los genes hlgA y
lukX Unicamente presentes en el 35% y 45% de los aislamientos estudiados, y sin
embargo, presentes en la cepa USA300, y el elemento ACME que solo se encontré en 2
de los aislamientos de ST8 (10%), y que es un elemento caracteristico de la cepa

USA300.

6.1.2. Contenido genético de los aislamientos de SARM pertenecientes a los tipos de

secuencias ST5y ST125

Los linajes de S.aureus ST5 y ST125 ambos pertenecientes al CC5, eran los
linajes de SARM mas frecuentes como causa de infeccion asociada al sistema sanitario
en la poblacion pediatrica. Por ello, se estudié el contenido genético de 10 de los
aislamientos pertenecientes a estos linajes (Tabla 35).

El contenido genético de ambos linajes era muy parecido en cuanto a los genes
de virulencia y factores de adhesidén e inmunoevasion. Esto era esperable ya que estos
dos linajes pertenecen al mismo complejo clonal, y se diferencian en cuanto al MLST
en un unico nucleétido de uno de los alelos. Las mayores diferencias las encontramos en
los genes que codifican resistencias a los antibidticos. ST125 era portador de un mayor
namero de genes de resistencia, de este modo observamos que el 100% de los
aislamientos estudiados de ST125 eran portadores del gen tetEfflux, de los genes de

resistencia a macrolidos msrA y mpbBM, del gen de resistencia a aminoglucosidos aphA
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y ademas, el 80% de los aislamientos eran portadores de los genes aacA-aphD y aadD y
del gen mupR. Sin embargo, en ST5 no se encontraron estos genes de resistencia, con
excepcion del gen tetEfflux presente en todos los aislamientos analizados, el gen aadD
presente en el 20% de los aislamientos, y el gen ermC presente en el 40% de los mismos.

En cuanto a los factores de virulencia estas dos cepas eran muy homogéneas. El
cluster de enterotoxinas egc estaba presente en todos los aislamientos estudiados y la
enterotoxina A en el 60% de los aislamientos del linaje ST5 y en el 20% de los
aislamientos estudiados del linaje ST125.

Los genes que codifican las hemolisinas alfa, delta y gamma también estaban
presentes en el genoma de todos los aislamientos analizados. En cuanto a la hemolisina
beta truncada hubo méas diversidad, este gen lo encontramos en el 60% de los
aislamientos de ST5 pero no lo encontramos en ST125. Los genes que van en el fago
que trunca la hemolisina beta sak, chp y scn se encontraron en el 100%, 60% y 100% de
los aislamientos de ST5, y en cambio solo los encontramos en el 20% de los
aislamientos de ST125.

Otros genes de virulencia que estaban presentes en todos los aislamientos
analizados de ambos tipos de secuencia fueron: aur, spl, splIB, sspA, sspB y sspP vy los
genes que codifican la formacion de biofilm icaA, icaC e icaD. No se encontr6 ninguin
aislamiento portador del gen que codifica la serinproteasa E (splE), y tampoco del gen
bap implicado en la formacion del biofilm.

El serotipo capsular que caracterizo a los perfiles alélicos ST5 y ST125 fue el 5.

En referencia a los factores de adhesion, se encontrd también una gran
homogeneidad. Todos los aislamientos estudiados eran portadores de los genes clfA,
clfB, ebh, eno, fib, ebps, fnbA, map, SdrC y wvb. El gen sasG estaba presente en todos

los aislamientos de ST5 y en el 80% de los ST125.
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En cuanto a los genes implicados en la inmunoevasion isaB, mprF, isdrA e ImrP,

estaban presentes en todos los aislados analizados.
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TABLA 35: CONTENIDO GENETICO DE LOS LINAJES DE SARM MAS PREVALENTES

USA300
ATCC

N° de

1556

aislamientos
SCCmec \Y \Y [\ [\
agr 1 2 2

LPV

resistance locus

mecA Methicillin, Oxacillin and all Beta-Lactams, defining MRSA

blaZ /blal/blaR Bea-Lakamase + - + +
ermA Macrolide, Lincosamide, Streptogramin _ _ _ _
ermB Macrolide, Lincosamide, Streptogramin _ _ _ _
ermC Macrolide, Lincosamide, Streptogramin - + 2 (40,0%) -
linA Lincosamides - - - -
msrA Macrolide 2 (1010%) - - +
m ef A Macrolide - - - -
mpbBM Macrolide 2 (1010%) - - +
vatA Streptogramine - - - -
vatB Streptogramine - - - -
vga Streptogramine - - - -
vgaA Streptogramine - - - -
ng Streptogramine - - - -
aacA-aphD Aminoglycoside (Gentamicin, Tobramycin) _ - - 4 (8010%)
aadD Aminoglycoside (Tobramycin, Neomycin) _ - 1 (20’0%) 4 (8010%)
aphA Aminoglycoside (Kanamycin, Neomycin) 2 (10’0%) - - +
sat Streptothricin 1 (5’0%) - - +
dfl’ A Trimethoprim - - - -
far Fusidic acid - - - -
QGG D50 Putative Fusidic Acid Resistance Protein _ - - -
mupR Mupirocin - + - 4 (8010%)
tetk Tetacycine 3/20 (15,0%) + - -
tetM Tetracycline _ - - -
tetEfflux Tetracyclin Efflux Protein (Putative Transport Protein) + + + +
cat Chloramphenicol _ _ - -
fexA Chloramphenicol - - - -
Cfl’ Phenicols, Lincosamides, Oxazolidinones (Linezolid), _ - - -
fOSB Putative Marker For Fosfomycin, Bleomycin + + + +
vanA /vanB/vanC | Vancomycin - - - -
mercury Mercury resistance operon

tst-1 Toxic Shock Syndrome Toxin - - - -
entA Enterotoxin A 1 (5,0%) - 3 (60,0%) 1 (20,0%)
entB Enterotoxin B - - - -
entC Enterotoxin C - - - -
entCM14 Enterotoxin -like Protein (ORF CM14 of U10927.2) - - - -
entD Enterotoxin D 1 (5,0%) - - -
entE Enterotoxin E - - - -
entG Enterotoxin G - - + +
entH Enterotoxin H - - - -
entl Enterotoxin | - - + +
entd Enterotoxin J 1(5,0%) - - -
entk Enterotoxin K 16 (80,0%) + - -
entL Enterotoxin L - - - -
entM Enterotoxin M - - + +
entN Enterotoxin N - - + +
entN 1 Enterotoxin N - other than RF122 - - + +
entO Enterotoxin O - - + *
entQ Enterotoxin Q 16 (80,0%) + - -
entR Enterotoxin R - - - -
entU Enterotoxin U - - + +

egc-cluster

lukF

E i eg/sei n/sen/seo/seu

Haemolysin Gamma, Component B

lukS

Haemolysin Gamma, Component C
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lukS-ST22+ST45

Haemolysin Gamma, Component C, allele from ST22 and

Exfoliative Toxin A

ST45 1 (5,0%) - - -
hlgA Haemolysin Gamma, Component A 7 (35 0%) + + +
lukD Leukocidin D Component + + + +
lUKE Leukocidin E Component 19 (95 0%) + + +
lukX Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein 9 (45 0%) + + 4 (80 0%)
lukY-varl Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein 19 (95 0%) + + +
Leukocidin/H: lysin Toxin Family Protein, allele fi
lukY-var2 M;g:;lszm aemolysin  Toxin Family Protein, allele from j R R _
hi Hypothetical Protein similar to Haemolysin + + + +
hIa Haemolysin Alpha (Alpha Toxin) 19 (9510%) + + +
hid Haemolysin Delta (Amphiphylic 1e Toxin) + + + +
hilll Putative Haemolysin Il + + + +
hl Il Other than Putative Haemolysin Ill (other than RF122)
RF122 + + + +
hlb Haemolysine Beta (Phospholipase C) 19 (9510%) + 3 (60,0%) -
un-truncated hilb Haemolysine Beta (Phospholipase C / un-truncated) - - - 4 (80 0%)
sak Staphylokinase + + + 1 (20,0%)
chp(CHIPS) Chemotaxis Inhibitory Protein (CHIPS) 19 (9510%) + 3 (60’0%) 1 (20,0%)
scn Staphylococcal Complement Inhibitor (SCIN) + + + 1 (20 0%)

Aureolysin

etB Exfoliative Toxin B N - - -
etD Exfoliative Toxin D N - - .
edinA Epidermal cell differentiation inhibitor A N - - -
edinB Epidermal cell differentiation inhibitor B N " - -
edinC Epidermal cell differentiation inhibitor C N N - -

capsule-1

ACME-locus

Arginine catabolic mobile element

Capsule Type 1

17 (85,0%) + + +
SplA Serine Protease A + + + +
SplB Serine Protease B + + + +
SplE Serine Protease E 18 (90’0%) + - -
SSpA Glutamyl Endopeptidase / V8-Protease + + + +
SSpB Staphopain B + + + +

Staphopain A (Staphylopain A) + + + +

Capsule Type 5

capsule-5 + + + +
capsule-8 Capsule Type 8 _ - - -
icaA Intercellular Adhesion Protein A (N-glycosyltransferase) + + + +
icaC Intercellular Adhesion Protein C + + + +

Biofilm PIA Synthesis Protein D + + + +

clfA-all

Surface Protein Involved In Biofilm Formation

Clumping Factor A

clfB-all

Clumping Factor B

Collagen-Binding Adhesin

cha

ebh-all Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein + + + T
eno Enolase, Phosphopyruvate Hydratase + + + T
fib Fibrinogen Binding Protein + + T T
ﬁb-M R SA252 Fibrinogen Binding Protein, allele from MRSA252 _ _ - N
ebps Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein +

fnbA-all Fibronectin-Binding Protein A +

oL bronectin-Binding Protein B +

fan_ Fibronectin-Binding Protein B, allele from COL / MU50 / MW2
COL+Mu50+MwW2 + + + +
fan-MUSO Fibronectin-Binding Protein B, allele from MU50 _ _ + T
fan_ MW 2 Fibronectin-Binding Protein B, allele from MW2 _ _ - N

fnbB-ST15

Fibronectin-Binding Protein B, allele from ST15

fnbB-ST45-2

map

Fibronectin-Binding Protein B, allele from ST45

Major Histocompatibility Complex Class Il Analog Protein

sdrC-all

sdrD-COL+MW2

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding

Protein C

Protein D

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding

10 (50,0%)

sdrD-Mu50

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding

Protein D, allele from MU50

B 2 00%) [+
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sdrD-other

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding
Protein D, allele from Other

sdrD-
OtherThan252+12
2

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding
Protein D, allele from Other Than MRSA252 / RF122

17 (85,0%)
+

+

3 (60,0%)

vwb-all

Willebrand Factor - Binding Protein

+

+

sasG

S. aureus Surface Protein G

+

+

4 (80,0%)

+

Immunevasion / Mi

scelanea

isaB

Immunodominant Antigen B

+

mprF

Probable Lysylphosphatidylglycerol Synthetase (Defensin
Resistance)

15 (75,0%)

isdA

Heme/Transferrin-Binding Protein

+

ImrP

Putative Transporter Protein

+

+ |+ [+ |+

++ [+ |+

++]+ [+

6.2. Factores de virulencia y de resistencia de los linajes de SASM mas prevalentes

Los linajes de SASM que encontramos con mas frecuencia como causa de
infeccién en nifios fueron ST121 y ST30. Por esta razdn se estudié el contenido

genético de ambos linajes mediante microarrays de ADN.

6.2.1. Contenido genético de los aislamientos de SASM pertenecientes al linaje ST121

ST121 es uno de los linajes de SASM que con mas frecuencia se encontré como
causa de infeccidn en la comunidad en la poblacion pediatrica, por ello, se analizé el
contenido genético de 14 aislamientos de ST121 (Tabla 36).

En la tabla 36 se puede apreciar que los aislamientos de ST121 eran portadores
de muy pocos genes de resistencia a los antibioticos. De los 14 aislamientos estudiados
el 100% eran portadores del gen tetEfflux, 13 (92,8%) eran portadores del operon bla, 2
(14,2%) llevan en su genoma el gen de resistencia a macrolidos ermC, 1 (7,1%) era
portador del gen de resistencia a aminoglucosidos aphD, 1 del gen sat (7,1%), 2
(14,2%) del gen tetK y 13 (92,8%) del gen fosB.

En cuanto a los factores de virulencia, se encontraron varios genes que codifican

enterotoxinas muy presentes en ST121. El gen entB estaba presente en el 42,8% de los
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aislamientos, el gen entl en el 57,1%, mientras que los genes que conforman el cluster
de enterotoxinas egc estaba presente en todos los aislados estudiados. La toxina LPV se
detect6 en el 78,5% de los aislamientos, lo que confirma que un elevado porcentaje de
los aislamientos de linaje ST121 eran portadores de esta toxina. En cuanto a las
hemolisinas, los genes que codifican las hemolisinas alfa, beta (truncada) y gamma
estaban presentes en todos los aislados estudiados

Los genes que codifican factores de inmunoevasion, y que son llevados por los
fagos B-hemolysin -converting bacteriophages, sak y scn, estaban presentes en todos los
aislamientos analizados. Sin embargo, el gen chp no se encontré en ninguno de los
mismaos.

Los genes que codifican las toxinas exfoliativas A y B se detectaron en el
genoma de un pequefio porcentaje de los aislamientos. EI gen etA se encontro en el
genoma de un aislamiento (7,1%), y el gen etB en el de 2 (14,2%). En cuanto a la
familia de toxinas EDIN, se detectd la presencia del gen edinC en 2 aislamientos
(14,2%).

Otros genes de virulencia que con mucha frecuencia se encontraron en los
aislados pertenecientes a este linaje eran el gen aur y los genes sspA, sspB y sspP,
presentes en el 100% de los aislamientos analizados. En cuanto a los genes que
codifican las serinproteasas, splA estaba presente en el 64,2% de los aislamientos
analizados y el gen spIB en el 92,8%. Sin embargo, el gen splE no se encontrd en
ninguno de los aislamientos analizados.

El serotipo capsular que caracterizaba al linaje ST121 era el 8. Los genes que
codifican la formacién de biofilm icaA, icaC e icaD estaban presentes en el genoma del
92,8% de los aislados. Sin embargo, el gen bap no estaba presente en ninguno de los

aislamientos estudiados.
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Los genes implicados en la adhesion se encontraron en la mayoria de los
aislamientos estudiados de modo que los genes cna, bbp, clfA, clfB, ebh, eno, fib, ebpS,
fnbA, fnbB, map, sdrC y D y vwb estaban presentes en todos ellos. Cabe destacar el gen
cha, que codifica una proteina de adhesion al colageno, que a diferencia de otros linajes
estudiados, estaba presente en todos los aislamientos estudiados pertenecientes a ST121.
Por otra parte, observamos que el gen que codifica la proteina de superficie G, sasG a
diferencia de los otros linajes estudiados, estaba ausente en todos los aislamientos de
ST121.

Los genes relacionados con la inmunoevasion isaB, mprF, isdrA e ImrP estaban

presentes en todos los aislados analizados.

6.2.2. Contenido genético de los aislamientos de SASM pertenecientes al linaje ST30

Otro linaje de SASM que con mucha frecuencia encontramos como causa de
infeccion tanto asociado a la comunidad como al sistema sanitario es ST30. ST30
ademas, es un linaje que con frecuencia es portador de la LPV, por todo ello,
analizamos el contenido genético de 24 aislamientos.

El contenido genético del linaje ST30 se muestra en la tabla 36 donde se observa,
que los aislados pertenecientes a ST30 son en general muy sensibles a los antibi6ticos.
De los 24 aislamientos estudiados encontramos pocos aislamientos portadores de genes
de resistencia. El operon bla, el gen tetEflux y el gen fosB los encontramos en todos los
aislados estudiados, el gen ermA en 3 (12,5%), el gen linA en 1 (4,1%), el gen aadD en
1 (4,1%), el gen tetK en 2 (8,3%), el gen tetM en 1 (4,1%) y el gen mupR en 1 de los

aislamientos analizados (4,1%).
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En cuanto a los genes que codifican factores de virulencia, cabe destacar el gen
tst-1 que codifica la toxina del sindrome del shock toxico, que lo encontramos presente
en el genoma del 50% de los aislamientos analizados y que no lo encontramos en
ninguno de los otros linajes estudiados. En cuanto a los genes que codifican
enterotoxinas encontramos los genes entG, entl, entM, entN, entU pertenecientes al
cluster egc en todos los aislamientos, el gen entA en el 54,1%, el gen entC en el 8,3% y
el gen entL en el 8,3% de los aislados estudiados. Los genes que codifican la LPV
estaban presentes en 8 aislamientos (33,3%) de los 24 analizados.

En cuanto a las hemolisinas, el gen que codifica la hemolisina alfa lo
encontramos en el 95,8% de los aislamientos, la hemolisisna beta (truncada) en el
41,6% de los mismos, la hemolisina delta en el 100% y de los genes que codifican la
hemolisina gamma el 100% de los aislamientos fueron portadores de los genes lukF y
IukS y el 65% del gen hlgA. Los genes implicados en la inmunoevasion sak y scn se
detectaron en el genoma de todos los aislamientos analizados y el gen chp en el 95,8%
de los mismos.

El serotipo capsular que caracterizo este linaje es el 8 y en cuanto a los genes
implicados en la formacion del biofilm icaA, icaC e icaD, los encontramos en todos los
aislamientos sin embargo, no encontramos ningun aislado portador del gen bap.

En lo que se refiere a los factores de adhesion encontramos los genes clfA, clfB,
ebh, eno, ebps, fnbA, fnbB, map, sdrC, sdrD y vwb en todos los aislados y también
encontramos en todos ellos el gen cna presente también en el linaje ST121. Sin embargo,
los genes fib y sasG no los encontramos en ninguno de los aislamientos estudiados.

Los genes relacionados con la inmunoevasion isaB, isdrA e ImrP estaban

presentes en todos los aislados analizados y el gen mprF en el 87,5% de los mismos.
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TABLA 36: CONTENIDO GENETICO DE LOS LINAJES DE SASM MAS PREVALENTES
ST121

N° de aislamientos 14
agr 4
| LPV 11 (78,5%)
mecA Methicillin, Oxacilin and all Beta-Lactams, | .
defining MRSA )
blaZ /blal/blaR Beta-Lakiamase 13 (92,8%) +
ermA Macrolide, Lincosamide, Streptogramin R 7 3(12,5%)
ermB Macrolide, Lincosamide, Streptogramin N _ ‘
ermC Macrolide, Lincosamide, Streptogramin 2 (14,2%) -
linA Lincosamides - , 1(4,1%
msrA Macrolide " (4.1%)
mefA Macrolide - -
mpbBM Macrolide _ -
vatA Streptogramine - -
vatB Streptogramine N -
vga Streptogramine - -
vgaA Streptogramine - -
ng Streptogramine - -
aacA-aphD Aminoglycoside (Gentamicin, Tobramycin) - :
aadD Aminoglycoside (Tobramycin, Neomycin) - 1 (4 1%)
aphA Aminoglycoside (Kanamycin, Neomycin) 1 (7,1%) - ’
sat Streptothricin 1(7,1%) -
dfrA Trimethoprim -
far Fusidic acid - :
Q6GD50 Putative Fusidic Acid Resistance Protein - -
mupR Mupirocin - 1(4,1%)
tetk Tetracycine 2 (14.2%) 2 (8.3%)
tetM Tetracycline - 1 (4’ 1%)
tetEfflux Tetracyclin Efflux Protein (Putative Transport | 4 + ’
Protein)
cat Chloramphenicol -
fexA Chloramphenicol - :
cfr Phenicols,  Lincosamides,  Oxazolidinones | _
(Linezolid), )
fosB Putative Marker For Fosfomycin, Bleomycin 13 (92,8%) +
vanA /vanB/vanC Vancomycin - ’ -
| mercury resistance locus Mercury resistance operon - -
tst-1 Toxic Shock Syndrome Toxin - 12 (50,0%)
entA Enterotoxin A - 13 (54’1%)
entB Enterotoxin B 6 (42,8%) - ’
entC Enterotoxin C - 2 (8,3%)
entCM14 Enterotoxin -like Protein (ORF CM14 of | 4 - :
U10927.2)
entD Enterotoxin D -
entE Enterotoxin E - -
entG Enterotoxin G - ;.
entH Enterotoxin H -
entl Enterotoxin | 8 (57,1%) ;.
entJ Enterotoxin J -
entK Enterotoxin K -
entL Enterotoxin L
entM Enterotoxin M
entN Enterotoxin N
entN_1 Enterotoxin N - other than RF122
entO Enterotoxin O
entQ Enterotoxin Q
entR Enterotoxin R
entU Enterotoxin U
egc-cluster Enterotoxins seg/sei/sem/sen/seo/seu

11 (78.5%

lukF Haemolysin Gamma, Component B + +
lukS Haemolysin Gamma, Component C + +
lukS-ST22+ST45 Haemolysin Gamma, Component C, allele from 9
ST22 and ST45 2 (14.2%) i
higA Haemolysin Gamma, Component A + 13/20* (65,0%)
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JukD Leukocidin D Component 7 (50,0%) | -
JUKE Leukocidin E Component 13 (92,8%) B
lukX Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein + ‘ 20/22* (90,9%)
lukY-varl Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein 13 (92,8%) ‘ -
lukY-var2 Leukocidin/Haemolysin  Toxin Family Protein, | _ +
allele from MRSA252
hl Hypothetical Protein similar to Haemolysin + ‘ +
hla Haemolysin Alpha (Alpha Toxin) + ‘ 23 (95’8%)
hid Haemolysin Delta (Amphiphylic Membrane | 4+ +
Toxin)
hilll Putative Haemolysin Il T B
hl Il Other than RF122 Putative Haemolysin Ill (other than RF122) - ‘ +
hib Haemolysine Beta (Phospholipase C) + ‘ 10 (41,6%)
un-truncated hlb Haemolysine Beta (Phospholipase C / un- | 1 (7,1%) -
truncated) ’
sak Staphylokinase + ‘ +
chp(CHIPS) Chemotaxis Inhibitory Protein (CHIPS) R | 23 (95,8%)
schn Staphylococcal Complement Inhibitor (SCIN) + ‘ +
etA Exfoliative Toxin A (711%)
etB Exfoliative Toxin B (14,2%)
etD Exfoliative Toxin D -
edinA Epidermal cell differentiation inhibitor A
edinB Epidermal cell differentiation inhibitor B
edinC Epidermal cell differentiation inhibitor C 14,2%

aur Aureolysin + 23 (95,8%)
splA Serine Protease A 9 (64,2%) -

splB Serine Protease B 13 (92,8%) -

SplE Serine Protease E - 22 (91,6%)
SSpA Glutamyl Endopeptidase / V8-Protease

sspB Staphopain B

sspP

Staphopain A (Staphylopain A)

ACME-locus Arginine catabolic mobile element _

Sialoprotein-Binding Protein D, allele from Other

sdrD-OtherThan252+122

Ser-Asp  Rich  Fibrinogen-Binding, Bone

12 (85,7%)

capsule-1 Capsule Type 1 _ ‘ _

capsule-5 Capsule Type 5 _ ‘ _

capsule-8 Capsule Type 8 + ‘ +

icaA Intercellular ~ Adhesion ~ Protein A (N- | 13 (92,8%) +
glycosyltransferase) !

icaC Intercellular Adhesion Protein C 13 (92,8%) ‘ +

icaD Biofim PIA Synthesis Protein D 13 (92,8%) |+

bap Surface Protein Involved In Biofilm Formation - ‘ -

bbp-all Bone Sialoprotein-Binding Protein + ‘ 22 (91,6%)

clia-all Clumping Factor A + |+

cliB-all Clumping Factor B + ‘ +

cha Collagen-Binding Adhesin + +

ebh-all Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein + +

eno Enolase, Phosphopyruvate Hydratase + +

fib Fibrinogen Binding Protein + -

fib-MRSA252 Fibrinogen Binding Protein, allele from MRSA252 | _ +

ebpS Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein + +

fnbA-all Fibronectin-Binding Protein A +

fnbB-COL Fibronectin-Binding Protein B - -

fnbB-COL+Mu50+MW 2 Fibronectin-Binding Protein B, allele from COL / | 11 (78,5%) 8 (33,3%)
MU50 / MW2 ' '

fnbB-Mu50 Fibronectin-Binding Protein B, allele from MU50 - 9 (37,5%)

fnbB-MW 2 Fibronectin-Binding Protein B, allele from MW2

fnbB-ST15 Fibronectin-Binding Protein B, allele from ST15

fnbB-ST45-2 Fibronectin-Binding Protein B, allele from ST45

map Major Histocompatibility Complex Class Il Analog + +
Protein

sdrC-all Ser-Asp  Rich  Fibrinogen-Binding, ~ Bone | + +
Sialoprotein-Binding Protein C

sdrD-COL+MW 2 Ser-Asp  Rich  Fibrinogen-Binding, ~ Bone | _ -
Sialoprotein-Binding Protein D

sdrD-Mu50 Ser-Asp  Rich  Fibrinogen-Binding,  Bone | _ -
Sialoprotein-Binding Protein D, allele from MU50

sdrD-other Ser-Asp  Rich  Fibrinogen-Binding, ~ Bone | _ ‘ 22 (91,6%)

22 (91,6%)
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Sialoprotein-Binding Protein D, allele from Other
Than MRSA252 / RF122
vwb-all Willebrand Factor - Binding Protein + +

sasG S. aureus Surface Protein G
Inmunoevasion / Miscelanea

isaB Immunodominant Antigen B + +

mer Probable Lysylphosphatidylglycerol Synthetase + 21 (87 5%)
(Defensin Resistance) !

isdA Heme/Transferrin-Binding Protein + +

ImrP Putative Transporter Protein + +

*Numero de aislamientos positivos/ nimero de aislamientos interpretables

6.3. Comparacion del contenido genético de los aislamientos LPV positivos v

neqativos de los principales linajes portadores de la toxina

En el estudio de las caracteristicas clinicas de los aislamientos portadores de la
LPV se objetivd que estos aislamientos producian un namero significativamente mayor
de infecciones de piel y tejidos blandos profundas, como abscesos y celulitis, que los
que no eran portadores la toxina. Por ello, quisimos conocer si existian otros genes que
pudieran estar asociados a los aislamientos LPV positivos y que pudieran ser por si
mismos o de manera coordinada con la toxina LPV, la causa de la mayor virulencia
atribuida a los mismos. Para ello comparamos el contenido genético de aislamientos
portadores de la toxina LPV pertenecientes a los linajes ST8, ST30 y ST121, (que
fueron los linajes que con mas frecuencia fueron portadores de la LPV) con el contenido
genético de aislamientos pertenecientes a los mismos linajes pero que no producian la
toxina.

En la tabla 37 se muestran los resultados de la comparacion del contenido
genético de los aislamientos portadores y no portadores de la toxina LPV.

En el linaje ST8 observamos una serie de genes asociados significativamente a
los aislamientos LPV positivos, como los genes de resistencia mecA (72% vs. 25%,

p=0,035) y el locus de resistencia al mercurio (68% vs. 12,5%, p=0,011) y los genes de
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virulencia que codifican enteroxinas entK y entQ (80% vs. 25%, p<0,001) y el gen chp
que codifica la proteina CHIPS (96% vs. 25%, p<0,001).

En cuanto al linaje ST30, observamos también ciertas diferencias significativas
en el contenido genético de los aislamientos LPV positivos y LPV negativos. El gen hlb
que codifica la hemolisina beta truncada se asocié significativamente a los aislados
portadores de la LPV (90% vs. 18,7%, p<0,001) y también 2 alelos del gen fnb que
codifica una proteina de uniéon a la fibronectina, fnb-COL+Mu50+MW2 (70% vs.
12,5%, p=0,008) y fnb-Mu50 (80% vs. 12,5%, p=0,001).

Del anélisis de los aislamientos pertenecientes al linaje ST121 comprobamos
que el alelo del gen SdrD, SdrD other than 252+12, que codifica una proteina de union a
la sialoproteina del hueso, se encontraba asociado de forma significativa a los
aislamientos LPV positivos (83,3% vs. 20%, p=0,027).

Encontramos a su vez algunos genes asociados de forma significativa a los
aislamientos no portadores de la toxina. EI gen entA que codifica la enterotoxina A, lo
encontramos asociado de forma significativa a los aislamientos LPV negativos en los
linajes ST8 (62,5 vs 0%, p<0,001) y ST30 (75% vs 10%, p=0,004). El gen tst que
codifica la toxina del sindrome del shock toxico, se asocid significativamente a los
aislados LPV negativos del linaje ST30 (75% vs. 20%, p=0,013) y el gen hla que
codifica la hemolisina alfa se asocid a los aislados LPV negativos pertenecientes al

linaje ST121 (80% vs. 0%, p=0,002).
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TABLA 37: COMPARACION DEL CONTENIDO GENETICO DE LOS AISLAMIENTOS LPV POSITIVOS Y

NEGATIVOS DE LOS PRINCIPALES LINAJES PORTADORES DE LA TOXINA

ST121
LPV-
Ne de 25 8 10 16 12 5
aislamientos
Genes de resistencia
mecA Methicillin, - Oxacillin and 18 (72,0%) 2 (25,0%) 0,035 2 (20,0%) - 0,138 - -
all Beta-Lactams, defining
MRSA
blaz Beta-Laktamase + + + + 11 (91,6%) + 1,000
blal Beta Lactamase | + + + + 11 (91,6%) + 1,000
Repressor (Regulatory
Protein)
blaR Beta Lactamase | + + + + 11 (91,6%) + 1,000
Regulatory Protein
ermA Macrolide, —Lincosamide, B - - 3(18,7%) 0,261 - N
Streptogramin
ermB Macrolide, Lincosamide, - - - - - -
Streptogramin
ermC Macrolide, ~Lincosamide, | - 1 (12,5%) 0,242 - - - 2 (40,0%) 0,073
Streptogramin
linA Lincosamides - - 1 (10,0%) - 0,384 - -
msrA Macrolide 3 (12,0%) - 0,560 - - - -
mefA Macrolide - - - - - -
mpbBM Macrolide 3 (12,0%) - 0,560 R R R R
vatA Streptogramine - - - - - -
vatB Streptogramine - - - - - -
vga Streptogramine - - - - - -
vgaA Streptogramine - - - - - -
vgh Streptogramine - - - - - -
aacA-aphD Aminoglycoside ] 1 (4,0%) - 1,000 - - - -
(Gentamicin, Tobramycin)
aadD Aminoglycoside : 2 (8,0%) - 1,000 1(10,0%) - 0,384 - -
(Tobramycin, Neomycin)
aphA Aminoglycoside _ 2 (8,0%) - 1,000 - - 1(8,3%) - 1,000
(Kanamycin, Neomycin)
sat Streptothricin 1 (4,0%) - 1,000 - - 1 (8,3%) - 1,000
dfrA Trimethoprim - - N N R R
far Fusidic acid - - - - - -
Q6GD50 Putative  Fusidic ~ Acid - - - - - -
Resistance Protein
mupR Mupirocin 2 (8,0%) - 1,000 - 1 (6,2%) 1,000 - -
tetk Tetracycline 4 (16,0%) - 0,550 2 (20,0%) - 0,138 2 (16,6%) - 1,000
tetM Tetracycline - 1 (12,5%) 0,242 1 (10,0%) 1 (6,2%) 1,000 - -
tetEfflux Tetracyclin Efflux Protein + + + + + +
(Putative Transport
Protein)
cat Chloramphenicol - - - - - -
fexA Chloramphenicol - - - - - -
cfr Phenicols, Lincosamides, - - - - - -
Oxazolidinones (Linezolid),
fosB Putatve — Marker For | + + + + + 3 (60,0%) 0,073
Fosfomycin, Bleomycin
vanA/ vanB/ Vancomycin - - - - - -
vanC
mercury Mercury resistance | 17 (68,0%) 1 (12,5%) 0,011 - - - -
resistance operon
locus
gacA Unspecific efflux pump - - - - - -
gacC Unspecific efflux pump 1 (4,0%) - 1,000 - - - -
Factores de virulencia
tst-1 _I:rogic Shock Syndrome | - - 2 (20,0%) 12 (75,0%) 0,013 - -
oxin
entA Enterotoxin A - 5 (62,5%) <0,001 1 (10,0%) 12 (75,0%) 0,004 - -
entB Enterotoxin B - - 1 (10,0%) - 0,384 5 (41,6%) 1 (20,0%) 0,600
entC Enterotoxin C - - 2 (20,0%) 2 (12,5%) 0,625 - -
entCM14 Enterotoxin -like Protein - - - - + +
(ORF CM14 of U10927.2)
entD Enterotoxin D 5 (20,0%) 4 (50,0%) 0,169 - - - -
entE Enterotoxin E - - - - - -
entG Enterotoxin G - 1(12,5%) 0,242 + + 11 (91,6%) + 1,000
entH Enterotoxin H - - - - - -
entl Enterotoxin | - 1 (12,5%) 0,242 + + 5 (41,6%) 1 (20,0%) 0,600
entJ Enterotoxin J 5 (20,0%) 4 (50,0%) 0,169 - - - -
entk Enterotoxin K 20 (80,0%) 2 (25,0%) <0,001 1 (10,0%) - 0,384 - -
entL Enterotoxin L - - 2 (20,0%) 2 (12,5%) 0,625 - -
entM Enterotoxin M - 1(12,5%) 0,242 + + + +
entN Enterotoxin N - 1(12,5%) 0,242 + + + +
entN_1 Enterotoxin N - other than | - 1 (12,5%) 0,242 + + + +
RF122
entO Enterotoxin O - 1 (12,5%) 0,242 8 (80,0%) 13 (81,2%) 1,000 + 4 (80,0%) 0,294
entQ Enterotoxin Q 20 (80,0%) 2 (25,0%) <0,001 1 (10,0%) - 0,384 - -
entR Enterotoxin R 3 (12,0%) 1 (12,5%) 1,000 - - - -
entU Enterotoxin U - 1 (12,5%) 0,242 + + + +
egc-cluster Enterotoxins - 1(12,5%) 0,242 + + + +
seg/seilsem/sen/seo/seu
PVL Pantone-Valentine + N | + N + N
Leukocidin
lukF Haemolysin Gamma, | 24 (96,0%) + 1,000 + + + +
Component B
lukS Haemolysin Gamma, + + + + + +
Component C
lukS- Haemolysin Gamma, 1 (4,0%) - 1,000 1 (10,0%) - 0,384 1(8,3%) 2 (40,0%) 0,191
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ACME-locus

Arginine catabolic mobile
element

ST22+ST45 Component C, allele from
ST22 and ST45
higA CHae'TIO'YSi'"A Gamma, 9 (36,0%) 6 (75,0%) 0,101 5 (50,0%) 8 (50,0%) 1,000 11 (91,6%) 2 (40,0%) 0,191
omponent
lukD Leukocidin D Component + + - - 7 (58,3%) 2 /40’0%) 0,619
lukE Leukocidin E Component 22 (88,0%) + 0,560 - - 10 (83,3%) 4 (80,0%) 1,000
lukX Leukocidin/Haemolysin 13 (52,0%) 5 (62,5%) 0,699 9 (90,0%) 13 (81,2%) 1,000 11 (91,6%) 2 (40,0%) 0,052
Toxin Family Protein
lukY-varl Leukocidin/Haemolysin + 7 (87,5%) 0,242 - - 11 (91,6%) 4 (80,0%) 0,514
Toxin Family Protein
lukY-var2 Leukocidin/Haemolysin B - + n - -
Toxin Family Protein, allele
from MRSA252
hl Hypothetical Protein + + + + + +
similar to Haemolysin
hla THa_er;wlysin Alpha (Alpha [ 24 (96,0%) 7 (87,5%) 0,431 8 (80,0%) + 0,138 - 4 (80,0%) 0,002
oxin,
hid Haemolysin Delta | 24 (96,0%) + 1,000 + + + 4 (80,0%) 0,294
(Amphiphylic ~ Membrane
Toxin)
hili Putative Haemolysin II1 T + n " " -
hi_lll_Other Putative  Haemolysin Il 24 (96,0) + 1,000 + T N N
than RF122 (other than RF122)
hib Haemolysine Beta | + 7 (87,5%) 0,242 9 (90,0%) 3(18,7%) <0,001 + 4 (80,0%) 0,294
(Phospholipase C)
un-truncated Haemolysine Beta | 1 (4,0%) 1(12,5%) 0,431 - - - 1(20,0%) 0,294
hib (Phospholipase C / un-
truncated)
sak Staphylokinase 24 (96,0%) + 1,000 + + + +
chp(CHIPS) Chemotaxis Inhibitory | 24 (96,0%) 2 (25,0%) <0,001 8 (80,0%) + 0,138 - -
Protein (CHIPS)
scn Staphylococcal 24 (96,0%) + 1,000 + + + +
Complement Inhibitor
(SCIN)
etA Exfoliative Toxin A - - - - - 1 (20’0%) 0,294
etB Exfoliative Toxin B - - - - - 2 (40,0%) 0,073
etD Exfoliative Toxin D - - - - - -
edinA Epidermal cell | - R N N - -
differentiation inhibitor A
edinB Epidermal cell | - R N N - -
differentiation inhibitor B
edinC Epidermal cell - - - - - 2 (40’0%) 0,073
differentiation inhibitor C
aur Aureolysin 21 (84,0%) + 0,550 9 (90,0%) + 0,384 + +
splA Serine Protease A 23 (92,0%) 7 (87,5%) 1,000 - - 6 4 (80,0%) 0,338
splB Serine Protease B 23 (92,0%) + 1,000 - - 11 (91,6%) + 1,000
splE Serine Protease E 22 (88,0%) 7 (87,5%) 1,000 9 (90,0%) 15 (93,7%) 1,000 - -
SSpA Glutamyl Endopeptidase / + + + + + +
V8-Protease
sspB Staphopain B + + + + + +
sspP Staphopain Al + + + + + +
(Staphylopain A)

In Biofilm Formation

capsule-1 Capsule Type 1 - - - - N N

capsule-5 Capsule Type 5 + + - - - -

capsule-8 Capsule Type 8 - - + + + +

icaA Intercellular Adhesion + + + + + 4 (80,0%) 0,294
Protein A (N-
glycosy )

icaC Intercellular Adhesion |+ + + + + 4 (80,0%) 0,294
Protein C

icaD Bioflm PIA  Synthesis | + + + + + 4 (80,0%) 0,294
Protein D

bap Surface Protein Involved - - - - - -

bbp-all F?o?g Sialoprotein-Binding [ 22 (88,0%) T 0,560 n 14 (87.5%) 0.507 - 3 (60.0%) 0073
rotein
clfA-all Clumping Factor A T T " " m "

clfB-all

Clumping Factor B

23 (92,0%

1,000

+
+
+
+
+

cna Collagen-Binding Adhesin - - + + 11 (91,6%) 3 (60,0%) 0,191

ebh-all Cell  Wall  Associated + + + + + +
Fibronectin-Binding
Protein

eno Enolase, 24 (96,0%) + 1,000 + + + +
Phosphopyruvate
Hydratase

fib Fibrinogen Binding + + - - + +
Protein

fib- Fibrinogen Binding - - + + - -
Protein, allele from

MRSA252 MRSAZ52

ebps Cell  Wall  Associated + + + + + +
Fibronectin-Binding
Protein

fnbA-all Fibronectin-Binding 24 (96,0%) + 1,000 + + + +
Protein A

Protein B, allele from ST45
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fnbB-COL Fibronectin-Binding + + - - - -
Protein B

fnbB- Fibronectin-Binding + + 7 (70,0%) 2 (12,5%) 0,008 10 (83,3%) 2 (40,0%) 0,116

COL+Mu50+ Protein B, allele from COL

MW2 1 MU50 / MW2

fnbB-Mu50 Fibronectin-Binding - - 8(80,0%) 2 (12,5%) 0,001 - -
Protein B, allele from
MUS50

fnbB-MW2 Fibronectin-Binding - - - - - -
Protein B, allele from MW2

fnbB-ST15 Fibronectin-Binding - B N - - -
Protein B, allele from ST15

fnbB-ST45-2 Fibronectin-Binding - - - - - -




Resultados

map Major  Histocompatibility + + + + + +
Complex Class Il Analog
Protein
sdrC-all Ser-Asp Rich Fibrinogen- | 24 (96,0%) + 1,000 + + + +
Binding, Bone
Sialoprotein-Binding
Protein C
sdrD- Ser-Asp Rich Fibrinogen- 12 (48,0%) 6 (75,0%) 0,241
COL+MW2 Binding, Bone
Sialoprotein-Binding
Protein D
sdrD-Mu50 Ser-Asp Rich Fibrinogen- - 1 (12,5%) 0,242
Binding, Bone
Sialoprotein-Binding
Protein D, allele from
MU50
sdrD-other Ser-Asp Rich Fibrinogen- | - - + 14 (87,5%) 0,507
Binding, Bone
Sialoprotein-Binding
Protein D, allele from
Other
sdrD- Ser-Asp Rich Fibrinogen- 22 (88,0%) + 0,560 + 14 (87,5%) 0,507 10 (83,3%) 1 (20,0%) 0,027
OtherThan25 2!""1‘"9’! in-Bind Bone
ialoprotein-Bindin
2+122 Pro!e‘ljn D, :;1IIeI§l from
Other Than MRSA252 /
RF122
vwb-all Willebrand Factor - + + + + + +
Binding Protein
sasG S. aureus Surface Protein + +
G
Inmunoevasion / Miscelanea
isaB Immunodominant Antigen + + + + + +
mprF Probable 18 (72,0%) 6 (75,0%) 1,000 9 (90,0%) 14 (87,5%) 1,000 + 4 (80,0%) 0,294
Lysylphosphatidylglycerol
Synthetase (Defensin
Resistance)
isdA Heme/Transferrin-Binding T T ; " — —
Protein
ImrP Putative Transporter + + + + + +
Protein

6.4. Comparacion del contenido genético de los aislamientos LPV positivos vy

neqgativos estratificando por la resistencia a meticilina

Al comparar el contenido genético de los aislamientos LPV positivos vy
negativos de cada linaje individualmente, observamos una serie de genes asociados de
forma significativa a los aislamientos portadores de la toxina. Con el objetivo de
ampliar el nimero de aislamientos estudiados, y de que la resistencia a meticilina no
influyera en la comparacion, llevamos a cabo un estudio comparativo del contenido
genético de los aislamientos portadores de la toxina y los que no lo son,
independientemente de la cepa y estratificando por la resistencia a la meticilina.

En la tabla 38 se muestran los factores de virulencia de los 43 aislamientos de
SARM analizados (21 LPV positivos y 22 LPV negativos) y de los 107 aislamientos de
SASM estudiados (51 LPV positivos y 56 LPV negativos). De la comparacién se puede

destacar la existencia de varios genes que encontramos asociados a las cepas LPV
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positivas independientemente de la resistencia a meticilina. Los genes entK y entQ que
codifican las enterotoxinas K y Q se encontraron significativamente asociados a las
cepas LPV positivas (SARM: 76,2% vs. 4,5%, p<0,001) (SASM: 21,6% vs. 1,8%,
P=0,001) asi como también el gen hlb que codifica la hemolisina beta truncada (SARM:
95,2% vs. 59,1, p=0,009) (SASM: 74,5% vs. 50%, p=0,009).

Por otro lado, encontramos una serie de genes que Sse encontraron mas
representados en las cepas LPV negativas, estos son entG, entl, entM, entN y entU que
codifican las enterotoxinas I, M, N y U y que forman parte del cluster egc (SARM:
77,3% vs. 9,5%, p<0,001) (SASM: 82,7% vs. 60,8%, p=0,013). También se puede
apreciar que el gen entA que se encontraba asociado de forma significativa a los
aislamientos LPV negativos de los linajes ST30 y ST8 también en este caso se
encontraron en una mayor proporcion en los aislamientos LPV negativos tanto en las
cepas sensibles como resistentes a meticilina, aunque el analisis estadistico es
significativo para los aislados de SARM (22,7% vs 0%, p=0,048) pero no lo es para los
de SASM (40% vs. 23,5%, p=0,069). También es importante destacar, que el linaje ST5
se asocio de forma significativa a los aislamientos LPV negativos independientemente
de la resistencia a meticilina (SARM: 22,7% vs. 0%, p=0,048) (SASM: 19,6% vs. 2%,

p=0,004).
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TABLA 38: COMPARACION DEL CONTENIDO GENETICO DE LOS AISLAMIENTOS LPV POSITIVOS Y
NEGATIVOS ESTRATIFICANDO POR LA RESISTENCIA A METICILINA

MRSA \ MSSA

LPV+ LPV- P | LPV+ LPV- P
Ndmero de aislamientos 21 22 51 56
ST8 18 (85,7%) 2 (9,1%) <0,001 | 7/50 (14,0%) 7 (12,5%) 0,820
ST30 2 (9,5%) 0 0,233 8/50 (16,0%) 16 (28,6%) 0,123
ST121 0 0 12/50 (24,0%) | 5 (8,9%) 0,035
STS 0 5 (22,7%) 0,048 1/50 (2,0%) 11 (19,6%) 0,004
Otros STs 1 (4,8%) 15 (68,2%) <0,001 | 28/50 (56,0%) | 17 (30,4%) 0,007
AGR
Agrl 18 (85,7%) 10/21 (47,6%) | 0,009 14/44 (31,8%) | 17/53 (32,1%) | 0,978
Agr2 0 9/21 (42,9%) 0,001 9/44 (20,5%) 13/53 (24,5%) 0,633
Agr3 3 (14,3%) 2/21 (9,5%) 1,0 9/44 (20,5%) 18/53 (34,0%) | 0,139
Agrd 0 0 12/44 (27,3%) | 5/53 (9,4%) 0,021
Genes de resistencia
mecA ’\r’\lllstsh:nllm, Oxacillin and all Beta-Lactams, defining 21 (100%) 22 (100%) 0 0
blaZIR Beta-Lakiamase operon 21 (100%) 22 (100%) 47 (92,2%) 54 (96,4%) 0,421
ermA Macrolide, Lincosamide, Streptogramin 0 0 1/50 (2‘0%) 2/50 (4‘0%) 1,0
ermB Macrolide, Lincosamide, Streptogramin 0 0 0 0
ermC Macrolide, Lincosamide, Streptogramin *1/20 (5’0%) 5 (22’7%) 0,187 0 7 (12'5%) 0’013
msrA Macrolide 2 (9,5%) 6 (27,3%) 0,240 1(2,0%) 0 0,477
mefA Macrolide 0 0 0 0
aacA-aphD Aminoglycoside (Gentamicin, Tobramycin) 0 6 (27,3%) 0,021 1/49 (2,0%) 0/53 (0%) 0,480
aadD Aminoglycoside (Tobramycin, Neomycin) 0 7/20 (35,0%) 0,003 3 (5,9%) 1(1,8%) 0,346
aphA Aminoglycoside (Kanamycin, Neomycin) 2 (9,5%) 6 (28,6%) 0,238 1 (2,0%) 0/55 (0%) 0,481
dirA Trimethoprim 0 1 (4,5%) 1,0 0 0
far Fusidic acid 1 (4.8%) 0 0,488 0 0
mupR Mupirocin 0 5 (22,7%) 0,048 2 (3,9%) 1 (1,8%) 0,604
tetk Tetracycline 4 (19,0%) 1/21 (4,8%) 0,343 5/49 (10,2%) 1(1,8%) 0,095
tetM Tetracycline 1 (4,8%) 1 (4,5%) 1,0 0/49 (0%) 2/53 (3,8%) 0,496
tetEfflux F,Tri‘t’:igc“" Efflux Protein  (Putative  Transport | 21 (100%) 18 (81,8%) 0,108 45 (88,2%) 54 (96,4%) 0,148
Cfr (Eir;eer;ié:l‘i:;s): Lincosamides, Oxazolidinones 0 0 0 0
mercury resistance locus Mercury resistance operon 16 (76,2%) 1 (4,5%) <0,001 1 (2%) 0 0,477
Factores de virulencia
tst-1 Toxic Shock Syndrome Toxin 2 (9,5%) 0 0,233 0 16/55 (29,1%) <0,001
entA Enterotoxin A 0 5 (22,7%) 0,048 12 (23,5%) 22/55 (40,0%) | 0,069
entB Enterotoxin B 1 (4,8%) 0 0,488 7 (13,7%) 1/53 (1,9%) 0,030
entC Enterotoxin C 2 (9,5%) 3 (13,6%) 1,0 8 (15,7%) 6/55 (10,9%) 0,468
entD Enterotoxin D 0 1/21 (4,8%) 1,0 5 (9,8%) 5 (8,9%) 10
entE Enterotoxin E 0 0 0 0
entG Enterotoxin G 2 (9,5%) 13/21 (61,9%) | <0,001 | 24 (47,1%) 46/55 (83,6%) | <0,001
entH Enterotoxin H 0 2 (9,1%) 0,488 2 (3,9%) 2/54 (3,7%) 10
entl Enterotoxin | 2 (9,5%) 17 (77,3%) 0,001 25/49 (51,0%) | 43 (76,8%) 0,006
ent Enterotoxin J 0 1 (4,5%) 1,0 5 (9,8%) 5 (8,9%) 1,0
entk Enterotoxin K 16 (76,2%) 1 (4,5%) <0,001 | 11(21,6%) 1 (1,8%) 0,001
entL Enterotoxin L 2 (9,5%) 3 (13,6%) 1,0 8 (15,7%) 6 (10,7%) 0,446
entM Enterotoxin M 2 (9,5%) 17 (77,3%) <0,001 | 32 (62,7%) 47 (83,9%) 0,013
entN Enterotoxin N 2 (9,5%) 17 (77,3%) <0,001 | 29/50 (58,0%) | 46/55 (83,6%) | 0,004
entO Enterotoxin O 2 (9,5%) 17 (77,3%) <0,001 | 27/50 (54,0%) | 37 (66,1%) 0,205
entQ Enterotoxin Q 16 (76,2%) 1 (4,5%) <0,001 | 11 (21,6%) 1 (1,8%) 0,001
entR Enterotoxin R 0 0 3/50 (6,0%) 3/55 (5,5%) 1,0
entU Enterotoxin U 2 (9,5%) 16 (72,7%) <0,001 | 31 (60,8%) 47 (83,9%) 0,007
egc-cluster Enterotoxins seg/sei/sem/sen/seolseu 2 (9,5%) 17 (77,3%) <0,001 | 31 (60,8%) 43/52 (82,7%) | 0,013
lukF Haemolysin Gamma, Component B 21 (100,0%) 18 (81,8%) 0,108 45/50 (90,0%) 55 (98,2%) 0,098
lukS Haemolysin Gamma, Component C 21 (100,0%) 18 (81,8%) 0,108 44 (86,3%) 48/52 (92,3%) 0,322
higA Haemolysin Gamma, Component A 6/16 (37,5%) 14/20 (70,0%) | 0,051 31/46 (67,4%) | 39/51 (76,5%) | 0,319
lukY-varl Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein

19 (90,5%) 19/21 (90,5%) | 1,000 38/50 (76,0%) | 28 (50,0%) 0,006
lukY-var2 Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein, allele

from MRSAZ52 2 (9,5%) 0 0,233 | 9(17.6%) 25 (44,6%) 0,003

hl Hypothetical Protein similar to Haemolysin 21 (100%) 22 (100%) 49 (96,1%) 56 (100%) 0,225
hla Haemolysin Alpha (Alpha Toxin) 20 (95,2%) 18/21 (85,7%) | 0,606 46 (90,2%) 51 (91,1%) 1,0
hid Haemolysin Delta (Amphiphylic Membrane Toxin)

21 (100,0%) 21 (95,5%) 1,0 47/49 (95,9%) | 53 (94,6%) 1,0
hilll Putative Haemolysin i 21 (100,0%) 18 (81,8%) 0,108 48 (94,1%) 54 (96,4%) 0,668
hib Haermolysine Beta (Phospholipase C) 20 (95,2%) 13 (59,1%) 0,009 38 (74,5%) 28 (50,0%) 0,009
un-truncated hlb Haemolysine Beta (Phospholipase C / un-truncated)

0 6 (27,3%) 0,021 3 (5,9%) 4(7,1%) 1,0
sak Staphylokinase 21 (100,0%) 15 (68,2%) 0,009 44 (86,3%) 51 (91,1%) 0,432
chp(CHIPS) Chemotaxis Inhibitory Protein (CHIPS) 19 (90,5%) 11 (50,0%) 0,004 25 (49,0%) 38 (67,9%) 0,048
scn Staphylococcal Complement Inhibitor (SCIN) 15 (68,2%) 0,009 48 (94,1%) 53 (94,8%) 1,000

21 (100,0%)
etA Exfoliative Toxin A 0 0 0 2 (3’6%) 01496
etB Exfoliative Toxin B 0 0 0 2 (3,6%) 0,496
etD Exfoliative Toxin D 0 0 0 2 (3,6%) 0,496
edinA Epidermal cell differentiation inhibitor A 0 0 4 (7,8%) 0 0,048
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edinB | Epidermal cell differentiation inhibitor B | 1 (4,8%) I 0 | 0,488 | 2 (3,9%) | 2 (3,6%) | 1,0

edinC | Epidermal cell differentiation inhibitor C | 0 I 0 | 0 | 2 (3,6%) | 0,496

aur Aureolysin 18 (85,7%) 20/21 (95,2%) | 0,606 43/49 (87,8%) | 48/55 (87,3%) | 0,941

SplA Serine Protease A 19 (90,5%) 17 (77,3%) 0,412 25/50 (50,0%) | 26 (46,4%) 0,713

spiB Serine Protease B 19 (90,5%) 17 (77,3%) 0,412 32 (62,7%) 28 (50,0%) 0,185

splE Serine Protease E 19 (90,5%) 1 (40,5%) <0,001 | 21 (41,2%) 30 (57,6%) 0,200

SspA Glutamyl Endopeptidase / VB-Protease 21 (100%) 22 (100%) 51 (100%) 56 (100%)

sspB Staphopain B 21 (100%) 22 (100%) 51 (100%) 56 (100%)

sspP Staphopain A (Staphylopain A) 21 (100%) 22 (100%) 51 (100%) 56 (100%)

ACME-locus Arginine catabolic mobile element | 2 (9,5%) I 0 | 0,233 | 0 | 0 |

Capsula/ Biofilm

capsule-5 Capsule Type 5 18 (85,7%) 20 (90,9%) 0,664 24 (47,1%) 23 (41,1%) 0,533

capsule-8 Capsule Type 8 3 (14,3%) 2 (9,1%) 0,664 27(52,9%) 34 (60,7%) 0,417

icaA ntercelular  Adnesion  Proten A (N- | 21 (100%) 22 (100%) 51 (100%) 55 (98,2%) 1,000
glycosyltransferase)

icaC Intercellutar Adhesion Protein C 21 (100%) 22 (100%) 51 (100%) 55 (98,2%) 1,000

icaD Biofilm PIA Synthesis Protein D 21 (100%) 22 (100%) 51 (100%) 55 (98,2%) 1,000

bap Surface Protein Involved In Biofilm Formation 0 0 0 0

MSCRAMMSs / Factores de

adhesion

bbp-all Bone Sialoprotein-Binding Protein 19 (90,5%) 19 (86,4%) 1,0 48/49 (98,0%) | 45/55 (81,8%) | 0,008

clfA-all Clumping Facior A 21 (100%) 22 (100%) 51 (100%) 48 (85,7%) 0,006

cliB-all Clumping Facior B 19 (90,5%) 21 (95,5%) 0,607 51 (100%) 55 (98,2%) 1,000

cna Collagen-Binding Adhesin 2 (9,5%) 7 (31,8%) 0,132 30/50 (60,0%) | 28/55 (50,9%) | 0,349

ebh-all Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein 21 (100%) 18 (81,8%) 0,108 48 (94'1%) 54 (96,4%) 0,668

eno Enolase, Phosphopyruvate Hydratase 21 (100%) 21 (95,5%) 1,0 49 (96,1%) 56 (100%) 0,225

fib Fibrinogen Binding Protein 19 (90,5%) 17 (77,3%) 0,412 37 (72,5%) 29 (51,8%) 0,027

ebpS Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein 21 (100%) 22 (100%) 21 (100%) 22 (100%)

map Major Fistocompaitilly Compiex Ciass 1T Analog |21 (100%) 19 (86,4%) 0,233 48 (94,1%) 56 (100%) 0,105

sdrC-all e o parabinogenBndng. Bone 721 (100%) 21 (95,5%) 1,0 46 (90,2%) 56 (100%) 0,022

vwb-all Willebrand Factor - Binding Protein 21 (100%) 22 (100%) 50 (98,0%) 41/48 (87,5%) | 0,055

sasG S_aureus Surface Protein G 19 (90,5%) 19 (86,4%) 1,0 28 (54,9%) 21/48 (43,8%) | 0,267

Inmunoevasién / Miscelanea.

isaB Immunodorninant Antigen B 21 (100%) 22 (100%) 51 (100%) 56 (100%)

mprF Probable _ Lysylphosphatdylglycerol  Synhetase 18 (81,8%) 10 41/50 (82,0%) | 39/47 (83,0%) | 0,899
(Defensin Resistance) 17/20 (85,0%)

isdA Heme/Transferrin-Binding Protein 21 (100%) 22 (100%) 49/50 (98,0%) | 48/48 (100%) | 1,000

ImrP Putaive Transporter Protein 21 (100%) 22 (100%) 51 (100%) 56 (100%)

*Numero de aislamientos positivos/ nimero de aislamientos interpretables

6.5. Comparacion del

contenido genético de

los aislamientos causantes de

bacteriemia con el de los aislamientos causantes de otros sindromes clinicos

Las bacteriemias fueron en el estudio el segundo sindrome clinico mas frecuente

después de las IPTBs. En total 51 aislamientos fueron causantes de bacteriemia

constituyendo el 9,7% del total de los casos. Debido a la elevada frecuencia en nuestra

serie y a la importancia clinica de las bacteriemias, estudiamos el contenido genético de

48 de los 51 aislamientos causantes de bacteriemia y lo comparamos con el de 102

aislamientos causantes de otros sindromes clinicos, en su mayor parte IPTBs, con el

objetivo de conocer si existian genes asociados a las cepas causantes de bacteriemia.
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Los sindromes clinicos representados en el grupo de “otros sindromes clinicos” fueron
los siguientes: 72 IPTBs (70,5%), 11 colonizaciones (10,7%), 9 infecciones
respiratorias (8,8%), 4 otitis (3,9%), 2 infecciones osteoarticulares (1,9%), 2 infecciones
de herida quirargica (1,9%), 1 infeccion ocular (0,9%) y 1 infeccion de catéter (0,9%).

En la tabla 39 se muestra la comparacion de los genes de resistencia y de
virulencia asociados a las cepas causantes de bacteriemia y al resto de sindromes
clinicos y se observan algunas diferencias significativas en cuanto a contenido genético
de las mismas.

Como queda destacado en la tabla, las bacteriemias eran infecciones
significativamente asociadas al sistema sanitario y fue ST30 el linaje que de forma
significativa se asocié a los aislamientos causantes de bacteriemia (27,1% vs. 12,9%,
p=0,033).

En cuanto a los genes de resistencia, fueron los aislamientos sensibles a
meticilina los que se asociaron significativamente a este sindrome clinico, de modo que
el gen mecA se encontr0 Unicamente en el 6,3% de los aislamientos causantes de
bacteriemia frente al 40,2% de los aislamientos causantes de otro sindromes clinicos
(p<0,001).

Entre los genes de virulencia representados de forma significativa en los
aislamientos causantes de bacteriemia destacan, tst-1 que codifica la toxina del
sindrome del shock toxico (23,4% vs. 6,9%, p=0,004) y los genes que codifican
enterotoxinas entA (38,3% vs. 20,6%, p=0,022) y ent G, entl, entM, entN, entO y entU
que forman parte del cluster egc (77,8% vs. 57,4%, p=0,018), el gen luKY-var2 (43,8%
vs. 14,7%, p<0,001) y el antigeno capsular 8 (56,3% vs. 38,2%, p=0,038).

Por otro lado, encontramos una serie de genes presentes con mas frecuencia en

los aislamientos causantes de otros sindromes clinicos, en su mayor parte IPTBs. En
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cuanto a los genes de resistencia, las cepas resistentes a meticilina se asociaron de forma
significativa a este grupo (40,2% vs. 6,3%, p<0,001) asi como el gen de resistencia a
aminoglucésidos aphA (9% vs. 0%, p=0,031) y el locus de resistencia al mercurio
(15,7% vs. 4,2%, p=0,043). Los genes de virulencia que encontramos asociados de
forma significativa a estos aislamientos son la LPV (78% vs. 54,2%, p=0,003), los
genes que codifican las enterotoxinas Ky Q (26,5% vs. 4,2%, p<0,001), el gen spIB que
codifica la serinproteasa B (70,6% vs. 50%, p=0,014), el gen cIfA que codifica el factor
de agregacion A (100% vs 83,3%, p<0,001), el gen fib que codifica una proteina de
unioén al fibrindgeno (75,5% vs. 52,1%, p=0,004), el gen vwb que codifica una proteina
de unidn al factor Von Willebrand (99% vs. 85%, p=0,002), el gen sasG que codifica
una proteina de superficie (67,6% vs. 45%, p=0,013), el gen luKY-varl que codifica
una proteina de la familia de las leucocidinas y hemolisinas (78% vs. 54,2%, p=0,003) y

el antigeno capsular 5 (62,7% vs. 43,2%, p=0,029).
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TABLA 39: COMPARACION DEL CONTENIDO GENETICO DE LOS AISLAMIENTOS CAUSANTES DE

BACTERIEMIA Y DE LOS AISLAMIENTOS CAUSANTES DE OTROS SINDROMES CLINICOS

OTROS SINDROMES

BACTERIEMIAS

CLINICOS

48 102
NUmero de aislamientos

8 (16,7%) 26/101 (25,7%) 0,217
ST8
ST30 13 (27,1%) 13/101 (12,9%) 0,033
ST5 9 (18,8%) 8/101 (7,9%) 0,052
ST121 3 (6,3%) 14/101 (13,9%) 0,172
Otros STs 15 (31,25%) 61 (59,8%) 0,001
AGR
Agrl *18/47 (38,3%) 41/92 (44,6%) 0,479
Agr2 11/47 (23,4%) 20/92 (21,7%) 0,823
Agr3 15/47 (31,9%) 17/92 (15,2%) 0,133
Agrd 3/47 (6,4%) 14/92 (15,2%) <0,001
Adquisicion comunitaria 15 (31,3%) 67 (65,7%) <0,001
Genes de resistencia
mecA Methicillin, Oxacillin and all Beta-Lactams, defining MRSA 3 (6,3%) 41 (40'2%) <0,001
blaz Beta-Lakiamase 46 (95,8%) 98 (96,1%) 1,000
ermA Macrolide, Lincosamide, Streptogramin 1/43 (2,3%) 2/99 (2,0%) 1,000
ermB Macrolide, Lincosamide, Streptogramin 0 0
ermC Macrolide, Lincosamide, Streptogramin 5 (10’4%) 8/101 (7‘9%) 0‘757
msrA Macrolide 0 9 (8,8%) 0,058
mefA Macrolide 0 0
aacA—aphD Aminoglycoside (Gentamicin, Tobramycin) 0/47 7/98 (7'1%) 0,096
aadD Aminoglycoside (Tobramycin, Neomycin) 1(2,1%) 10/100 (10,0%) 0,104
aphA Aminoglycoside (Kanamycin, Neomycin) 0 9/100 (9|0%) 0,031
dfrA Trimethoprim 0/47 1/98 (1,0%) 1,000
Tar Fusidic acid 0 1/101 (1,0%) 1,000
mupR Mupirocin 1(2,1%) 7 (6,9%) 0,437
tetk Tetracycline 1(2,1%) 10/99 (10,1%) 0,103
tetM Tetracycline 2147 (4,3%) 2/98 (2,0%) 0,595
tetEfflux Tetracyclin Efflux Protein (Putative Transport Protein) 46 (95,8%) 92 (90‘2%) 0,339
Cfr Phenicols, Lincosamides, Oxazolidinones (Linezolid), 0 0
mercury resistance locus Mercury resistance operon 2 (4,2%) 16/ (15,7%) 0,043
Factores de virulencia
tst-1 Toxic Shock Syndrome Toxin 11/47 (23’4%) 7 (6|9°/0) 0,004
entA Enterotoxin A 18/47(38,3%) 21 (20,6%) 0,022
entB Enterotoxin B 1/45 (2,2%) 8 (7,8%) 0,276
entC Enterotoxin C 6/47 (12,8%) 13 (12,7%) 0,997
entD Enterotoxin D 5 (10,4%) 6/101 (5,9%) 0,333
entE Enterotoxin E 0 0
entG Enterotoxin G 37/47 (78,7%) 48/101 (47,5%) <0,001
entH Enterotoxin H 1/47 (2,1%) 5/101 (5,0%) 0,665
entl Enterotoxin | 35 (72,9%) 52/100 (52,0%) 0,016
entJ Enterotoxin J 5 (10,4%) 6 (5,9%) 0,330
entk Enterotoxin K 2 (4,2%) 27 (26,5%) <0,001
entL Enterotoxin L 6 (12,5%) 13 (12,7%) 0,966
entM Enterotoxin M 38 (79,2%) 60 (58,8%) 0,015
entN Enterotoxin N 38 (79,2%) 56/100 (56,0%) 0,006
entO Enterotoxin O 33 (68,8%) 47/100 (47,0%) 0,013
entQ Enterotoxin Q 2 (4,2%) 27 (26.5%) 0,001
entR Enterotoxin R 3/47 (6,4%) 3/101 (3,0%) 0,382
entU Enterotoxin U 38 (79,2%) 38 (56,9%) 0,008
egc-cluster Enterotoxins seg/sei/sem/sen/seo/seu 35/45 (77,8%) 58/101 (57,4%) 0,018
PVL Pantone-Valentine Leukocidin | 3 (6,25%) | 70 (68,62%) | <0,001
lukF Haemolysin Gamma, Component B 47 (97,9%) 92/101 (91,1%) 0,168
lukS Haemolysin Gamma, Component C 40/44 (90,9%) 91 (98,2%) 1,000
higA Haemolysin Gamma, Component A 34/43 (79,1%) 56/90 (62,2%) 0,052
lukY-varl Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein 26 (54'2%) 78/100 (78,0%) 0,003
JukY-var2 ’\Ill_;glfgédzmlHaemolysm Toxin Family Protein, allele from 21 (43,8%) 15 (14,7%) <0,001
hi Hypothetical Protein similar to Haemolysin 48 (100%) 100 (98,0%) 1,000
hia Faemolysin Alpha (Alpha Toxin) 46 (95,8%) 89/101 (88,1%) 0,228
hid Haemolysin Delta (Amphiphylic Membrane Toxin) 47 (97'9%) 95/100 (95'0%) 0,664
hilll Putative Faemolysin i 46 (95,8%) 95 (93,1%) 0,719
hib Haemolysine Beta (Phospholipase C) 27 (56,3%) 72 (70,6%) 0,084
un-truncated hlb Haemolysine Beta (Phospholipase C / un-truncated) 3 (6,3%) 10 (9,8%) 0,551
sak Staphylokinase 44 (91,7%) 87 (85,3%) 0,247
chp(CHIPS) Chemotaxis Inhibitory Protein (CHIPS) 35 (72'9%) 58 (56,9%) 0,059
scn Staphylococcal Complement Inhibitor (SCIN) 46 (95,8%) 91 (89,2%) 0,226
etA Exfoliative Toxin A 1 (2’1%) 1 (1'0%) 0,539
etB Exfoliative Toxin B 1 (2’1%) 1 (1'0%) 0,539
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) Exfolative Toxin D 2 (4,2%) 0 0,101
edinA Epidermal cell differentiation inhibitor A 0 4 (3,9%) 0,306
edinB Epidermal cell differentiation inhibitor B 2 (4’2%) 3 (2,9%) 0,655
edinC Epidermal cell differentiation mhibitor C 1 (2,1%) 1 (1,0%) 0,539
aur Aureolysin 42/47 (89,4%) 87/99 (87,9%) 0,794
spIA Serine Protease A 23 (47,9%) 64/101 (6,-4%) 0,074
splB Serine Protease B 24 (50,0%) 72 (70,6%) 0,014
SpIE Serine Protease E 25 (52,1%) 46 (45,1%) 0,424
SSpA Glutamyl Endopeptidase / V8-Protease 48 (100%) 102 (100%)

sspB Staphopain B 48 (100%) 102 (100%)

sspP Staphopain A (Staphylopain A) 48 (100%) 102 (100%)

ACME-locus

Arginine catabolic mobile element

2 (2,0%

capsule-5 Capsule Type 5 21 (43,8%) 64 (62,7%) 0,029
capsule-8 Capsule Type 8 27 (56,3%) 39 (38,2%) 0,038
icaA Intercellular Adhesion Protein A (N-glycosyltransferase) 47 (97,9%) 102 (100%) 0,320
icaC Intercellular Adhesion Protein C 47 (97’9%) 102 (100%) 0,320
icaD Biofilm PIA Synthesis Protein D 47 (97’9%) 102 (100%) 0‘302
bap Surface Protein Involved In Biofilm Formation 0 0
bbp_a” Bone Sialoprotein-Binding Protein 41 (85,4%) 90/99 (90.9%) 0,316
clfA-all Clumping Factor A 40 (83,3%) 102 (100%) <0,001
clfB-all Clumping Factor B 47 (97,9%) 99 (97,1%) 1,000
cna Collagen-Binding Adhesin 2447 (51,1%) 43/101 (42,6%) 0,334
ebh-all Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein 46 (95,8%) 95 (93‘1%) 0,719
eno Enolase, Phosphopyruvate Hydratase 48 (100%) 99 (97‘1%) 0,552
fib Fibrinogen Binding Protein 25 (52’1%) 77 (75‘5%) 0,004
ebps Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein 48 (100%) 102 (100%)
fnbA-all Fibronecin-Binding Protein A 47 (97,9%) 102 (100%) 0,320
map Major Histocompatibility Complex Class Il Analog Protein 48 (100%) 96 (94‘1%) 0,177
sdrC-all Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding 48 (100%) 96 (94 1%) 0,177
Protein C ! !
vwb-all Willebrand Factor - Binding Protein 34/40 (85,0%) 101 (99‘0%) 0,002
sasG S. aureus Surface Protein G 18/40 (45,0% 69 (67,6%); 0,013
isaB Immunodominant Angen B 40/40 (100%) 102 (100%)
Probable Lysylphosphatidyligl | Synthi Defensi
mprF probable  DSYPRCspRaISdyceral Syetse GRS |0 0o 79 £ 84/100(84,0%) 0,527
isdA Heme/Transferrin-Binding Protein 40/40 (100%) 102 (100%)
ImrP Putative Transporter Protein 40/40 (100%) 102 (100%)

*Numero de aislamientos positivos/ nimero de aislamientos interpretables
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Discusion

El objetivo principal del estudio fue determinar las caracteristicas clinicas,
microbioldgicas y moleculares, de las infecciones causadas por S.aureus en la poblacion
pediatrica en nuestro pais, con especial atencion a las infecciones causadas por SARM-
AC. Los primeros casos de SARM-AC se describieron en el afio 2006 en el servicio de
urgencias pediatricas del Hospital 12 de Octubre en Madrid [210]. Desde entonces, se
han ido sucediendo en nuestro pais una serie de publicaciones en la literatura cientifica
que describen casos de infecciones causadas por SARM-AC, fundamentalmente en
nifios y adultos jovenes, muchos de ellos procedentes de paises de Sudamérica, sobre
todo de Ecuador [185, 211, 212]. Estos trabajos describen series de casos 0 casos
singulares de infeccion, y han contribuido a poner en evidencia la presencia de
infecciones comunitarias por SARM en nuestro pais. Sin embrago, no muestran la
prevalencia real de este tipo de infecciones. El Gnico estudio que hasta la fecha se habia
realizado de forma prospectiva para analizar la situacion de las infecciones causadas por
SARM-AC en nuestro pais en la poblacion pediatrica, fue realizado en nuestro hospital
en el afio 2007 por Daskalaki et al. [49]. El estudio se llevd a cabo en el servicio de
urgencias pediatricas y analizaba las infecciones de piel y tejidos blandos. Los
resultados mostraban un porcentaje relativamente elevado (13%) de SARM-AC como
causa de este tipo de infecciones. Este estudio, aunque se centraba en un Gnico sindrome
clinico y en el servicio de urgencias, es importante ya que muestra un porcentaje
elevado de infecciones por SARM-AC en la poblacion pediatrica. Los autores de la
investigacion sugerian, que la frecuencia de este tipo de infecciones probablemente
estaba infravalorada. Estos resultados, junto a la sucesion de publicaciones recientes de
series de casos que se han ido describiendo por la geografia de nuestro pais, sugieren
que las infecciones por SARM-AC puede que no se limiten Unicamente a casos aislados

0 se circunscriban a determinadas regiones geograficas, y justifica la necesidad de
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estudiar la prevalencia real de las infecciones por SARM-AC en nuestro pais. Para
poder abordar este objetivo era indispensable llevar a cabo un estudio multicéntrico, que
analizara la situacién en distintas areas geogréaficas, ya que solo de este modo, los
resultados del estudio podrian ser méas representativos de la situacién en nuestro pais.
Ademas, nuestro estudio se llevo a cabo durante un periodo de tiempo de un afio, con lo
que también se evitaban posibles sesgos y que situaciones puntuales como brotes,
pudieran alterar en exceso los resultados. El estudio se centra en los nifios, que es un
grupo poblacional muy afectado por las infecciones por S. aureus. Este punto también
lo diferencia de algunos de los estudios publicados en nuestro pais, que se refieren
indistintamente a la poblacion pediatrica y a la poblacion adulta [185]. Por todo ello,
este estudio responde a la necesidad de conocer la prevalencia de las infecciones por
S.aureus en la poblacién pediatrica, concretamente las infecciones por SARM-AC, y de
profundizar en su conocimiento, estudiando ademas las caracteristicas clinicas,

microbioldgicas y moleculares de las mismas

1. INFECCIONES POR S. AUREUS: RESISTENCIA A METICILINA Y A LOS

ANTIBIOTICOS NO S-LACTAMICOS

Staphylococcus aureus es un microorganismo con una gran capacidad de
adaptacion y en constante evolucién, que ha sido capaz de adquirir resistencias a los
antibioticos en un corto periodo de tiempo. De este modo en 1961, 2 afios después de la
introduccion de la meticilina en la practica clinica, se describié la primera cepa
resistente a este antibidtico [110]. El incremento de las cepas resistentes a meticilina
supuso un importante cambio en el manejo de las infecciones por S.aureus. Hasta los

afios 1990 estas cepas estaban confinadas al medio hospitalario. Sin embargo, la
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epidemiologia de SARM cambid cuando en el afio 1993 se describieron los primeros
casos en Australia de infecciones causadas por SARM de adquisicion comunitaria en
pacientes sin factores de riesgo. Desde entonces, se ha producido una explosién en el
namero de casos de infeccion por SARM-AC publicados, sobre todo en determinados
grupos de poblacién entre los que se encuentra la poblacion pediétrica.

Los resultados del estudio de resistencia a meticilina muestran una prevalencia
global de infecciones causadas por SARM del 8,6%, siendo este porcentaje variable en
funcién del hospital estudiado. De este modo, el hospital con un porcentaje de
infecciones por SARM mas elevado fue el Hospital Son Dureta con un 9,7%, seguido
del Hospital Vall d"Hebron con un 9%, y del Hospital 12 de Octubre con un 7,8%. El
hospital CHUAC presento un porcentaje de SARM de 5,6%, inferior que el resto de los
hospitales estudiados. Estos resultados no tienen mucha utilidad si no se analizan en
funcion de la adquisicion, ya que son muchas las caracteristicas clinicas, demograficas y
microbioldgicas que diferencian las infecciones por S.aureus en funcion del ambito de
adquisicion, como pudimos comprobar gracias a los resultados obtenidos de este estudio.
El analisis de los datos de resistencia a meticilina en funcion de la adquisicion mostro,
que el porcentaje de infecciones por SARM-AC fue del 9% y el porcentaje de
infecciones por SARM-ASS del 8%. Los datos de prevalencia de infeccion por SARM
en poblacion pediatrica en nuestro pais se desconocian por completo, tanto en las
infecciones asociadas a la comunidad como las asociadas al sistema sanitario, por ello
este estudio es un gran avance en el conocimiento de este tipo de infecciones en nuestro
pais.

El analisis de las resistencias a los antibioticos no B-lactdmicos es importante, en
tanto en cuanto también son utilizados para el tratamiento de las infecciones por

S.aureus, sobre todo en los casos en los que los B-lactdmicos no son una opcion de
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tratamiento. Los datos de sensibilidad a los antibidticos no B-lactamicos de los
aislamientos causantes de infeccion se analizaron en funcion de la resistencia a
meticilina, objetivandose una mayor resistencia a todos los antibi6ticos excepto al cido
fusidico en los aislamientos de SARM, y de forma significativa a la eritromicina (35,1%
vs. 13,2%, p<0,001), a las fluoroquinolonas (29,7% vs. 1,5%, p=0,001) y a la
gentamicina (10,8% vs. 2,3%, p=0,018).

Al analizar los datos de sensibilidad a los antibi6ticos no B-lactamicos de los
aislamientos de SARM en funcion de la adquisicién, se demostré como era esperable,
que los aislamientos de SARM-AC presentaban un patrdn mas sensible a todos los
antibioticos que los aislamientos de SARM-ASS, excepto a TM/ST, y de forma
significativa a las fluoroquinolonas (57,1% vs. 13,0%, p=0,006). Esta es una
caracteristica de las cepas de SARM-AC ya que la gran mayoria de estas cepas son
portadoras los elementos SCCmec de los tipos IV, V o VII [119, 120, 225-227] y al ser
estos cassettes de pequefio tamafo, generalmente solo llevan el gen mecA y no otros
genes de resistencia asociados como ocurre en las cepas hospitalarias. Un hecho a tener
en cuenta, es que las cepas pueden adquirir resistencias a los antimicrobianos mediante
la adquisicién de plasmidos y cada vez es mas frecuente, que los aislados comunitarios
presenten resistencia a eritromicina y a clindamicina por la adquisicion de los genes erm
y msrA, o a las tetraciclinas por la adquisicion de genes tet [184].

En nuestra serie nos parece importante resaltar el dato de la resistencia a la
clindamicina. EI porcentaje global de resistencia a la clindamicina en los aislamientos
de SARM causantes de infeccion fue del 18,9%. Al analizar este dato en funcién de la
adquisicion, observamos que el porcentaje de resistencias a la clindamicina de los
aislamientos de SARM-ASS era del 21,4% vy el de los aislamientos de SARM-AC del

17,3%. Es importante tener en cuenta la tasa de resistencia a clindamicina en los
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aislamientos de SARM, ya que es un antibiético ampliamente utilizado como alternativa
en el tratamiento de infecciones por SARM en pediatria, y ademas, al ser un antibiotico
inhibidor de la sintesis de proteinas, inhibe la expresién de la LPV y por ello es un
antibiético muy utilizado para el tratamiento de las infecciones causadas por S.aureus
de adquisicion comunitaria [228, 229]. Los expertos recomiendan la clindamicina como
tratamiento empirico siempre y cuando, la tasa de resistencia en el &rea geografica de
interés no sea mayor del 15% [230]. En nuestro pais, segun las recomendaciones y los
datos aportados en nuestro estudio, la clindamicina no seria una buena opcion para el
tratamiento empirico de las infecciones por SARM vya que supera el porcentaje del 15%
de resistencias. Seria conveniente vigilar como evolucionan las tasas de resistencia a la
clindamicina en un futuro, para valorar si este antibidtico es una opcion segura de
tratamiento. Otro resultado de interés, es la elevada resistencia a la eritromicina que
encontramos en los aislamientos de SARM, que es del 26,1% en SARM-AC y del 50%
en SARM-ASS.

Una buena opcidn de tratamiento podria ser el trimetroprim-sulfametoxazol, ya
que los porcentajes de resistencia encontrados son minimos tanto en SARM (2,7%)
como en SASM (1%). Este antibiotico aunque no estd aprobado por la FDA para el
tratamiento de infecciones por S.aureus, se considera un farmaco de eleccion para el
tratamiento de IPTBs de forma ambulatoria sin embargo, su uso no se aconseja en el
caso de infecciones invasivas ya que hay pocos estudios que hayan evaluado su eficacia
en nifios. En nuestro pais dado que los porcentajes de resistencia a clindamicina son
elevados, el trimetroprim-sulfametoxazol podria ser una opcion para el tratamiento de
las IPTBs causadas por S.aureus.

Un hallazgo que merece la pena puntualizar, es la presencia de un aislamiento

que mediante los métodos fenotipicos fue resistente a meticilina, pero que no poseia el
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gen mecA. Este aislamiento podria tener alguno de los mecanismos de resistencia a
meticilina distintos al gen mecA, como la hiperproduccion de penicilinasa denominada
BORSA, la produccion de una meticilinasa capaz de hidrolizar la meticilina [126-128],
una modificacion de las PBPs causada por mutaciones genéticas o la hiperproduccion
de éstas denominada MODSA [129]. Este aislamiento también podria ser portador de un
gen homdlogo del mecA (mecA cazs1) que ha sido descrito recientemente, y que no se
detecta por los métodos moleculares convencionales [130]. En nuestro caso, no
conocemos el mecanismo exacto de resistencia, ya que este no era un objetivo en
nuestro estudio, pero este hallazgo muestra que a la hora de detectar resistencias a
meticilina son importantes no solo los métodos moleculares si no tambien los

fenotipicos.

2. EMERGENCIA DE INFECCIONES PEDIATRICAS POR SARM EN LA

COMUNIDAD

Los resultados de nuestro estudio reflejan que el 9% de los aislamientos de
S.aureus que causaron infecciones asociadas a la comunidad en nifios, fueron resistentes
a meticilina. Este dato tiene relevancia, ya que demuestra claramente la existencia de un
porcentaje nada despreciable de infecciones causadas por SARM-AC. Los porcentajes
de SARM-AC varian ligeramente en funcién del hospital, de este modo, en el Hospital
12 Octubre este dato ascendié al 9,6%, en el Hospital Vall d"Hebron al 9,7%, en el
Hospital Son Dureta el porcentaje fue del 6,8%, y en el CHUAC ascendié al 10,0%.
Este Gltimo dato no es muy representativo, debido al escaso numero de muestras
recibidas procedentes del hospital CHUAC, con lo que parecen mas representativos los

datos obtenidos del resto de los hospitales, donde el nUmero de casos estudiados fue
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considerable. Como nos muestran los resultados del estudio, el porcentaje de
infecciones causadas por SARM-AC, en funcion del &rea geogréafica y del hospital
estudiado varian de forma ligera, a pesar de que las regiones estudiadas son muy
diferentes en cuanto a situacion geografica y densidad poblacional.

El dato aportado por el estudio del 9%, no lo podemos comparar con ningun dato
de prevalencia previo ya que no existen estudios al respecto en nuestro pais, con lo que
no sabemos si este porcentaje ha aumentado o se ha mantenido a lo largo de los afios. El
Unico estudio que aporta un dato de porcentaje de SARM-AC en poblacién pediatrica,
es el publicado por Daskalaki et al. en el afio 2010 [49], que detect6 que el 13,2% de las
IPTBs causadas por S.aureus, diagnosticadas en el servicio de urgencias pediatricas
durante el afio 2007, fueron causadas por SARM-AC. Este dato es mas elevado que el
detectado en nuestro estudio, pero solamente se refiere a un tipo de infeccion y a un
servicio concreto, con lo que los datos aportados son parciales aunque muy Utiles para
los clinicos que atienden este tipo de infecciones. Otro estudio publicado recientemene
en nuestro pais, referido a poblacién adulta, muestra que el 33,3% de las IPTBs
causadas por S.aureus diagnosticadas en el servicio de urgencias fueron causadas por
SARM-AC. En este caso el porcentaje de SARM-AC detectado es muy elevado, lo que
nos ha de poner en alerta, pero al igual que en el estudio publicado por Daskalaki et al.
los resultados son parciales ya que se refieren a un tipo de infeccion y un servicio
concreto y ademas se refieren a poblacion adulta, con lo que no son comparables con los
datos de resistencia mostrados en nuestro estudio [231].

El porcentaje de SARM-AC detectado en nuestra serie no es elevado, si lo
comparamos con estudios realizados en poblacion pediatrica en otros paises como
Grecia, donde el porcentaje de SARM-AC asciende al 44% [205], o en algunas areas

geogréaficas de EEUU donde el porcentaje de infecciones por SARM en la comunidad
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supera las infecciones causadas por cepas sensibles a meticilina, alcanzando el 70%
[173]. El porcentaje de SARM-AC detectado en nuestro estudio también es menor al de
un estudio llevado a cabo en Argentina, donde durante los afios 2004 a 2007 el
porcentaje SARM-AC causante de bacteriemias era del 47% [207]. Sin embargo,
nuestro porcentaje de SARM-AC es superior al detectado en otros paises de Europa
como el Reino Unido, donde se estima que el porcentaje de SARM-AC es inferior a un
1% [206]. El porcentaje de SARM-AC en nuestro pais se acerca mas al de paises como
Australia, donde estudios de vigilancia de infecciones por SARM-AC llevados a cabo
durante los afios 2000, 2002 y 2004, mostraron que el porcentaje de SARM-AC paso a
ser de un 4,7% en el afio 2000 a un 7,3% en el afio 2004. Los datos de prevalencia
fueron variables en funcion del area geografica estudiada, de modo que en algunas
regiones el porcentaje era del 2% mientras que en otras ascendia a un 10% [208].

Desde un punto de vista clinico, era importante determinar las caracteristicas
epidemiologicas, clinicas y microbiologicas de las infecciones por S. aureus, y mas
concretamente por SARM-AC. Un dato importante en nuestro estudio era que casi un
60% de las infecciones por S. aureus fueron comunitarias. Probablemente este dato
pudiera estar incluso infravalorado, ya que no siempre se toman cultivos
microbiolégicos de determinadas infecciones que desde un punto de vista clinico se
consideran leves.

En primer lugar, se analizaron las caracteristicas de las infecciones comunitarias
por S. aureus comparandolas con las de las infecciones asociadas al sistema sanitario.
Las caracteristicas que se asociaron de forma significativa a las infecciones
comunitarias son que se diagnostican en nifios mayores (media: 58,4 meses vs. 46,17,
p=0,025), en el servicio de urgencias (67,6%), y que la mayoria de estas infecciones son

IPTBs (76,2%), tanto infecciones profundas como abscesos y celulitis (38,3%) como
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superficiales (37,9%). Este hallazgo concuerda con lo descrito en algunas publicaciones
que han estudiado las infecciones por S.aureus asociadas a la comunidad en nifos,
como el estudio llevado a cabo por Kaplan et al. en el que mas del 90% de las
infecciones asociadas a la comunidad tanto las causadas por SARM como por SASM
fueron IPTBs [173]. Las IPTBs son el sindrome clinico mas representado y el Gnico que
se asocia significativamente a las infecciones comunitarias en nuestro estudio. Sin
embargo, también encontramos otros sindromes clinicos causados por S.aureus AC,
como otitis (9,8%), bacteriemia (7%), y en una pequefia proporcién otros sindromes
clinicos como infecciones oculares (4,7%), infecciones osteoarticulares (2,3%) o
infecciones respiratorias (2%). Es importante resaltar que el porcentaje de resistencia a
meticilina en infecciones comunitarias (9%) y asociadas al sistema sanitario (8%)
fueron similares.

Por otra parte, con el objetivo de definir mas concretamente las infecciones por
SARM-AC, se compararon estas con las producidas por SASM-AC. Las caracteristicas
que diferenciaban ambos tipos de infecciones son que las infecciones por SARM-AC se
produjeron méas frecuentemente en nifios de origen extranjero (60,9% vs. 29,2%,
p=0,001), se asociaron mas frecuentemente con IPTBs profundas (abscesos y celulitis)
(73,9% vs. 34,8%, p<0,001), y que con mas frecuencia las cepas de SARM-AC fueron
portadoras de la toxina LPV (69,6% vs 18,5%, p<0,001). Por lo tanto, ante la presencia
de una infeccién por S.aureus asociada a la comunidad, se podria sospechar de que se
trata de una infeccion causada por SARM-AC cuando afecta a un nifio de origen
extranjero y se trata de una IPPB profunda, como abscesos o celulitis. EI papel de la
toxina LPV sera discutido mas adelante.

En cuanto a la sensibilidad a los antibidticos no B-lactdmicos no existen

diferencias significativas entre los aislamientos de SARM-AC y los de SASM-AC, a
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excepcion de las fluoroquinolonas (13% vs 0,9%, p=0,005). Probablemente la
implicacion clinica de este hecho es limitada, ya que las fluoroguinolonas no se utilizan
en pacientes pediatricos.

Ademas, analizamos si las caracteristicas de las infecciones por SARM-AC eran
diferentes a las de las infecciones por SARM-ASS. Este analisis confirma que las cepas
de SARM-AC causan con mayor frecuencia IPTBs (87% vs. 21,4%, P<0,001),
principalmente infecciones profundas como los abscesos y celulitis (73,9% vs. 0%,
p=0,001). En cuanto a las caracteristicas microbioldgicas, la toxina LPV se asoci6 a las
cepas de SARM-AC de forma significativa, de modo que el 69,6% de los aislamientos
de SARM-AC fueron portadores de la toxina frente al 28,6% de los aislamientos de
SARM-ASS, este Ultimo dato merece la pena ser resaltado.

Este estudio nos aporta un conocimiento mas profundo sobre las
caracteristicas de las infecciones por S.aureus comunitarias en poblacién pediatrica
sobre todo las causadas por SARM-AC, y nos aporta un dato de incidencia de SARM-
AC desconocido hasta el momento en nuestro pais. El aspecto mas importante del
andlisis de la prevalencia de SARM-AC es qué actitud terapéutica tomar ante los
tratamientos empiricos tras conocer el dato del 9%. Aungue este porcentaje no es para
nada despreciable, no es lo suficientemente elevado como para que antibioticos como la
cloxacilina, la amoxicilina/clavulanico o las cefalosporinas de primera generacion,
dejen de ser tratamientos empiricos adecuados para tratar las infecciones por S.aureus
AC en nifios en nuestro pais. Una actitud que podria ser prudente conociendo estos
resultados, seria llevar a cabo cultivos microbioldgicos siempre que haya sospecha de
infeccidn por S.aureus y en caso de ser necesario cambiar el tratamiento si se tratase de
un caso de infeccién por SARM, y cuando se trate de una infeccion grave, no tratar con

antibioticos p-lactamicos hasta conocer el estudio de sensibilidad.
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Los resultados presentados en este estudio marcan un punto de inflexion y crean
la necesidad de llevar a cabo una vigilancia epidemioldgica de este tipo de infecciones,
pues en el caso de que el porcentaje de SARM-AC siguiese aumentando seria necesario
cambiar los tratamientos empiricos empleados hasta ahora. También seria necesario
definir estrategias de prevencion de la transmision de SARM-AC en la comunidad, para
evitar en la medida de lo posible la propagacién de estas cepas, ya que tenemos el
antecedente de lo ocurrido en otros paises como en EEUU, donde SARM-AC se ha

diseminado con asombrosa rapidez.

3. INFECCIONES POR S. AUREUS ASOCIADAS AL SISTEMA SANITARIO

Uno de los resultados mas relevantes del estudio es el dato de la resistencia a
meticilina en las infecciones asociadas al sistema sanitario. El estudio nos muestra una
prevalencia de un 8% de SARM-ASS, este dato es importante en tanto en cuanto es el
primer estudio que aporta un porcentaje de SARM-ASS en pediatria en nuestro pais.
Los estudios sobre la prevalencia de infecciones por SARM-ASS en pediatria son muy
escasos no solo en nuestro pais, sino en el resto del mundo. A excepcion de algunas
publicaciones que describen casos de brotes causados por SARM sobre todo en las
UCIs pediatricas y neonatales, en algunos casos causados por cepas que
tradicionalmente causan infecciones asociadas a la comunidad [232-234], se han llevado
a cabo muy pocos estudios sobre la prevalencia de SARM-ASS en los servicios
pediatricos. Esto probablemente se deba a que a excepcion de determinados brotes,
SARM-ASS no ha supuesto un problema en los hospitales y servicios pediatricos. El
dato del 8% ha de ser puntualizado, ya que este dato varia en funcion del hospital

analizado. De este modo, mientras que en el Hospital CHUAC no se detectd ningln
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caso, en el Hospital 12 de Octubre el porcentaje fue del 5,6%, en el Hospital Vall
d"Hebron del 7,7% y en el Hospital Son Dureta el porcentaje ascendié al 13,6%. Es
importante aclarar los datos obtenidos de los hospitales Son Dureta y CHUAC. En
primer lugar, el porcentaje tan elevado de infecciones por SARM-ASS del Hospital Son
Dureta se debe a un brote de SARM que ocurri6 en la UCI pediatrica durante el afio en
el que se llevo a cabo el estudio, y en segundo lugar el escaso nimero de casos enviados
desde el CHUAC hace que este dato sea poco representativo. Estos dos resultados hacen
que el porcentaje global estimado del 8% este sesgado, y parecen mas representativos de
la realidad los datos de los hospitales 12 de Octubre y Vall d"Hebron del 5,6 y 7,7%
respectivamente. Estos porcentajes no son comparables con los datos de SARM-ASS en
poblacion adulta, que ascienden en nuestro pais a un 25% segun los datos
proporcionados por el sistema de vigilancia EARSS y nos confirman que el porcentaje
de infecciones por SARM asociadas al hospital permanece relativamente bajo si lo
comparamos con los datos obtenidos en poblacién adulta.

Los resultados del estudio de las caracteristicas de las infecciones por S.aureus
en funcién de la adquisicion muestran, que las infecciones por S.aureus asociadas al
sistema sanitario son muy diferentes a las infecciones asociadas a la comunidad. Los
sindromes clinicos que se asociaron significativamente al sistema sanitario fueron las
infecciones de herida quirdrgica (29% vs. 0%, p<0,001), las bacteriemias (18,8% vs.
7%, p<0,001) y las infecciones respiratorias (6,3% vs. 2%, p=0,020). Estos resultados
contrastan con los obtenidos de las infecciones asociadas a la comunidad en las que el
anico sindrome que se asocié significativamente a las mismas fueron las IPTBs, lo que
nos muestra que el espectro de infecciones es totalmente distinto en funcion de la

adquisicion.
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Ademas, si analizamos las infecciones ASS en funcion de la resistencia a
meticilina, tanto las cepas SARM como las SASM eran responsables de los diferentes
tipos de infeccion, con excepcion de las infecciones respiratorias que fueron causadas
mas frecuentemente por las cepas de SARM-ASS (35,7% vs. 3,7%, p<0,001).
Probablemente esta asociacion se deba a que este tipo de infecciones hospitalarias
ocurren con mas frecuencia en pacientes de UCI, y en uno de los centros participantes
se detect6 un brote de SARM. Es importante destacar, que las cepas de SARM-ASS son
mas resistentes a los antibioticos. La comparacién con las cepas de SASM-ASS mostrd
que eran significativamente mas resistentes a la eritromicina (50% vs. 13,6%, p=0,002),
gentamicina (21,4% vs. 0,6, p=0,001), fluoroquinolonas (57,1% vs. 2,5%, p<0,001), y
mupirocina (14,3% vs 1,2%, p=0,032).También es importante destacar la mayor
presencia de la toxina LPV en los casos de infecciones por SARM-ASS en comparacion
con las causadas por cepas de SASM-ASS (28,6% vs. 4,9%, p=0,008). En el estudio
encontramos 4 casos de infeccidn ASS causadas por cepas de SARM portadoras de la
LPV, sobre este hallazgo discutiremos mas adelante.

Este estudio aporta un conocimiento méas profundo sobre las caracteristicas
clinicas y microbioldgicas de las infecciones asociadas al sistema sanitario y nos aporta
un dato de prevalencia de SARM-ASS en poblacion pediatrica, que se desconocia hasta
el momento. Los porcentajes de resistencia a meticilina encontrados, no sugieren
cambiar la actitud terapéutica, pero si nos obligan a permanecer en alerta y a llevar un
control de la transmision de estas infecciones, realizando estudios de colonizacion en
pacientes ingresados y llevando a cabo politicas de concienciacion sobre la higiene y el
lavado de manos entre el personal sanitario. En lo que a la resistencia a los antibidticos
no PB-lactdmicos se refiere, los aislamientos causantes de infeccion asociados al sistema

sanitario presentan mas resistencias, que los asociados a la comunidad. A su vez, los
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aislamientos de SARM-ASS eran mas resistentes también a los antibidticos no f-
lactamicos. Estos resultados tienen implicaciones clinicas a la hora de elegir
tratamientos alternativos de infecciobn por SARM, y también a la hora de utilizar

mupirocina empiricamente para la descolonizacion de pacientes con SARM.

4. PAPEL DE LA TOXINA LPV EN LAS INFECCIONES POR S. AUREUS

Uno de los objetivos principales que nos planteamos en el estudio fue conocer
qué porcentaje de los aislamientos de S.aureus, SARM y SASM, eran portadores de la
toxina LPV, y la implicacion de la toxina en las infecciones por S.aureus. Este es un
tema que sigue siendo controvertido y sigue despertando un gran interés entre la
comunidad cientifica. La toxina LPV produce la destruccion de los leucocitos mediante
la formacidn de poros y necrosis tisular, y es uno de los determinantes de virulencia que
se ha asociado como causa de la diferencia en el espectro de infecciones producidas por
las cepas de SARM-AC y SARM-ASS, y de la elevada virulencia atribuida a las cepas
comunitarias [186]. Sin embargo, esta asociacion no esta del todo clara, ya que existe
cierta controversia entre la evidencia clinica y los resultados encontrados en los
diferentes modelos experimentales de infeccion [63, 65, 67].

En primer lugar, estudiamos la presencia de la toxina LPV en las cepas
causantes de infeccion en nifios, y encontramos que el 16,4% (71/432) de las mismas
fueron portadoras de la toxina. Los resultados del estudio muestran ademas, que un
porcentaje bastante elevado (54,1%) de los aislamientos de SARM causantes de
infecciébn en nifios eran portadores de la toxina, mientras que un porcentaje
significativamente menor (12,9%) de los aislamientos de SASM fueron portadores de la

misma. Estos resultados son bastante similares a los publicados por Chini et al. [235] en
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un estudio realizado en Grecia, en el que estudiaron una coleccion de 1.058 cepas y
encontraron que el 27% de las mismas fueron portadoras de la toxina LPV. Al igual que
en nuestro estudio, las cepas de SARM fueron portadoras de la LPV en un porcentaje
mucho mayor (45%) que las cepas de SASM (12%)).

Al analizar la distribucién de la toxina LPV en funcién de la adquisicion y de la
sensibilidad a meticilina, observamos que un porcentaje muy elevado (69,6%) de los
aislamientos de SARM-AC fueron portadores de la LPV, mientras que los aislamientos
de SARM-ASS fueron portadores de la toxina en un porcentaje significativamente
menor aunque para nada despreciable (28,6%). Estos datos nos confirman que la LPV
estd relacionada epidemioldgicamente con las cepas de SARM-AC. Sin embargo,
también nos pone en alerta, ya que un porcentaje relativamente elevado de los
aislamientos SARM-ASS también fueron portadores de la toxina. Este tipo de cepas al
estar relacionadas con el &mbito sanitario, afectan a una poblacion con una serie de
comorbilidades que la hace mas susceptible a las infecciones. Por ello, seria conveniente
llevar a cabo una vigilancia y un control para evitar la diseminacion de estas cepas en
los servicios pediatricos de los hospitales, fundamentalmente en aquellos en los que se
encuentran ingresados los pacientes con mas riesgo de infeccion como UCIs,
neonatologia o unidades de pacientes inmunodeprimidos, ya que ya se han descrito en la
literatura brotes causados por cepas SARM portadoras de la LPV sobre todo en las
UCls pediatricas y neonatales [232, 233, 236].

Por otro lado, cuando analizamos los aislamientos de SASM vemos que los
aislamientos de SASM-AC fueron portadores de la toxina en un porcentaje
significativamente mayor (18,5%) que los aislamientos de SASM-ASS (4,9%).
Tradicionalmente, se ha asociado epidemiolégicamente la toxina LPV a las cepas de

SARM-AC, y es cierto que el porcentaje de aislamientos portadores de la toxina es muy
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elevado (69,6%), pero también hay que tener en cuenta que un porcentaje nada
despreciable (18,5%) de los aislamientos de SASM-AC son portadores de la toxina,
luego la LPV no es para nada exclusiva de las cepas de SARM-AC.

En resumen, los resultados de nuestro estudio muestran que la toxina LPV se
asocia fundamentalmente a infecciones comunitarias producidas por S. aureus, y en
particular a las infecciones por SARM-AC. En este sentido, se podria considerar un
marcador de infeccién comunitaria.

Tras conocer el porcentaje de cepas portadoras de la LPV, estudiamos las
caracteristicas de las infecciones causadas por las cepas LPV positivas. Para ello, se
compararon las infecciones causadas por aislados productores y no productores de la
toxina LPV. Las caracteristicas asociadas a estas infecciones fueron: el origen
extranjero de los nifios (43,7% vs. 29,6%, p=0,020), que eran infecciones en su gran
mayoria asociadas a la comunidad (83,1% vs. 54,6%, p<0,001) y diagnosticadas en el
servicio de urgencias (64,8% vs. 45,7%, p=0,003), y que los cuadros clinicos que
producian las cepas portadoras de la LPV eran fundamentalmente IPTBs (87,3% vs.
50,7, p<0,001), en su inmensa mayoria infecciones profundas (67,6% vs. 19,4%,
p<0,001).

Aunque el sindrome clinico mayoritario causado por las cepas LPV positivas
fueron las IPTBs, y dentro de las mismas las infecciones mas profundas, también
encontramos que las cepas portadoras de la LPV fueron causa de otros sindromes
clinicos aunque muy minoritarios, como bacteriemias (4,2%), infecciones respiratorias
(4,2%), infecciones osteoarticulares (4,2%), otitis (1,4%) e infecciones oculares (1,4%).
Esta asociacion entre las cepas portadoras de la LPV y las IPTBs ya se ha descrito en la
literatura [48, 222]. También se ha asociado a las cepas portadoras de la LPV con la

produccién de neumonia necrosante [103] sobre todo a las cepas de SARM-AC [52,
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237], aunque también se han descrito casos de neumonia necrosante causados por
SASM-AC [51, 53, 54]. La toxina LPV también se ha encontrado en cepas causantes de
otros sindromes clinicos como infecciones osteoarticulares, en las que la LPV se ha
relacionado con una mayor proporcion de complicaciones y gravedad [55-57], y de
infecciones invasivas como la piomiositis o la fascitis necrosante [58-60]. A su vez
también se han descrito casos de infecciones bacteriémicas graves causadas por cepas
productoras de la LPV, tanto en aislamientos de SARM como de SASM [61, 238].
Estos datos nos muestran que las cepas de S.aureus portadoras de la LPV aunque estan
implicadas fundamentalmente en la produccion de IPTBs, también son capaces de
producir multitud de sindromes clinicos.

Los cuadros clinicos asociados a los aislamientos no productores de la LPV sin
embargo, fueron totalmente distintos. Si bien estos aislamientos también produjeron un
elevado porcentaje de IPTBs (50,7%) este porcentaje fue significativamente inferior al
de los aislamientos productores de la toxina, y estas en su mayoria fueron infecciones
superficiales (31,3% vs. 19,7%, p=0,050). Las entidades clinicas que encontramos
asociadas de forma significativa a los aislamientos LPV negativos fueron, las
bacteriemias (13,3% vs 4,2%, p=0,030), las infecciones de la herida quirdrgica (14,1%
vs 0%, p<0,001), y las otitis (10,2% vs 1,4%, p=0,016).

De este analisis concluimos que el espectro de infecciones causadas por los
aislamientos LPV positivos y negativos es totalmente distinto y que parece existir una
relacion entre las cepas productoras de la LPV y una mayor virulencia a la hora de
causar IPTBs. Sin embargo, encontramos que puede existir un sesgo en este analisis, ya
que los aislamientos resistentes a meticilina son portadores de la toxina LPV en un
porcentaje significativamente mayor que los sensibles (54,1% vs. 12,9%, p=0,001). Para

eliminar este sesgo, analizamos estos resultados estratificandolos por la resistencia a
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meticilina, y los resultados del estudio mostraron, que independientemente de la
sensibilidad a meticilina los aislamientos portadores de la LPV, fueron causantes de
IPTBs en un porcentaje significativamente mayor que los que no son portadores de la
toxina (SARM: 85,0% vs. 35,3%, p=0,002) (SASM: 88,2% vs. 51,5%, p<0,001).
Ademas, fueron las infecciones profundas y no las mas superficiales, las que se
asociaron a la toxina LPV (SARM: 70,0% vs. 17,6%, p=0,001) (SASM: 66,7% Vvs.
19,5%, p<0,001).

Los resultados de nuestra investigacion demuestran claramente la asociacion de
la toxina LPV con una mayor gravedad de las IPTBs, independientemente de la
resistencia a meticilina. Este hallazgo concuerda con los datos que aportan algunos
estudios como el publicado por Daskalaki et al. [49], en el que muestran que las cepas
causantes de IPTBs productoras de la LPV se asociaron mas frecuentemente con
infecciones profundas como abscesos y celulitis (75% vs. 38%, p=0,0028) y estas,
requerian mas frecuentemente incision y drenaje (75% vs. 21%, p=0,001) que las
causadas por cepas LPV negativas. Estos resultados se mantenian cuando se analizaban
Unicamente los aislamientos de SASM, ya que las infecciones causadas por cepas de
SASM portadoras de la LPV también requirieron intervencion quirtrgica en un
porcentaje significativamente mayor que las causadas por cepas de SASM no portadoras
de la toxina (71% vs. 23%, p=0,002). Nuestros resultados concuerdan también con los
publicados por Kaltsas et al. [50] que concluyeron que las IPTBs causadas por cepas
productoras de LPV, independientemente de la sensibilidad a meticilina, eran
infecciones mas graves y profundas, ya que estas presentaron un porcentaje mayor de
incisién y drenaje, que las causadas por cepas LPV negativas. Ademas observaron que

las infecciones causadas por cepas de SASM LPV positivas presentaron mas
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complicaciones como osteomielitis y bacteriemias y una mayor estancia hospitalaria que
las causadas por cepas de SASM LPV negativas.

Aungue desde el punto de vista clinico es evidente la relacion entre la toxina
LPV y una mayor gravedad a la hora de producir IPTBs, una aparente contradiccion es
el por qué los modelos experimentales no son capaces de demostrar esta implicacion y
muestran unos resultados, en algunos casos opuestos. Los primeros estudios in vivo que
evaluaron el papel de la toxina LPV en las IPTBs mostraron que la inyeccion
intradérmica de la toxina provocaba eritema y necrosis en conejos [239]. Posteriormente,
se llevaron a cabo estudios utilizando modelos murinos de neumonia e IPTBs que
demostraban una cierta implicacion de la LPV en la virulencia [67]. Por el contrario,
estudios recientes llevados a cabo en modelos murinos de neumonia, IPTBs y sepsis
mostraron, que no existen diferencias significativas en cuanto a la virulencia de las
cepas USA 300, USA 400 y sus variantes isogénicas a las cuales se les habia
deleccionado los genes que codifican la toxina LPV [63, 64, 65]. Recientemente, se ha
achacado como la razon de esta inconsistencia al modelo animal utilizado. Los
resultados de algunos estudios demuestran, que los neutrofilos de los ratones son
relativamente insensibles al efecto citotoxico de la toxina LPV. En cambio, los
neutrofilos humanos y los de los conejos, son sensibles a dicho efecto [240, 241]. Por
esta razon, el modelo animal de conejo parece ser el mas adecuado para el estudio de la
implicacién de la LPV en la patogenia de la infeccion. De hecho, un estudio publicado
en el afio 2011 y llevado a cabo utilizando conejos como modelo animal de infeccion de
piel, concluy6 que la cepa USA 300 que expresa la LPV produce lesiones en la piel
significativamente mas grandes y con un mayor area necrética que la misma cepa
isogenica a la que se le habia deleccionado la toxina LPV. Este estudio también mostrd

que las cepas portadoras de la LPV causaron infecciones mas profundas, llegando a
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causar necrosis en la capa muscular de los conejos, a diferencia de las cepas LPV
negativas que no la causaron [242]. Pero para afiadir mas controversia, otro estudio
reciente llevado a cabo también en un modelo experimental con conejos empleando al
igual que en el estudio de Lipinska et al la cepa USA300, no detectdé ninguna
implicacién de la LPV en la patogénesis de las IPTBs, aunque habria que estudiar
detenidamente si el modelo animal y las condiciones empleadas fueron exactamante las
mismas [243].

A pesar de la inconsistencia de los resultados que muestran los estudios
experimentales, nuestro estudio al igual que otros estudios publicados [49, 50], aportan
una evidencia clinica clara de que la toxina LPV esta implicada en la patogenia de las
IPTBs, y que las cepas portadoras de la toxina presentan una mayor virulencia a la hora

de producir este tipo de infecciones.

5. DIVERSIDAD CLONAL DE LAS CEPAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

RESISTENTES A METICILINA EN POBLACION PEDIATRICA

Uno de los principales objetivos planteados en el estudio era conocer la
epidemiologia molecular de SARM en la poblacién pediatrica en nuestro pais, y
determinar si las cepas que estan emergiendo en la comunidad son distintas a las
encontradas en el &mbito hospitalario. Para lo cual, se llevo a cabo el estudio mediante
ECP y MLST de todos los aislamientos resistentes a meticilina. Globalmente, los
resultados del estudio de los 46 aislamientos de SARM por ECP vy el posterior analisis
comparativo de los patrones de restriccion de los mismos, mostraron 15 perfiles
electroforéticos diferentes. Uno de los aislamientos no se pudo estudiar por ECP debido

a que no se digeria con la enzima Smal. El estudio realizado mediante MLST mostrd
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que estos 15 perfiles electroforéticos correspondian a 8 tipos de STs distintos, de los
cuales destaca el linaje ST8-SCCmeclV-agrl como el mas prevalente, ya que
comprende el 45,6% de los aislamientos de SARM. Los siguientes linajes mas
frecuentes entre los aislamientos de SARM fueron el ST125-SCCmeclV-agr2 (13%) y
el ST5-SCCmeclV-agr2 (10,8%). En un porcentaje inferior encontramos los linajes
ST22-SCCmeclV-agrl (8,6%), ST72-SCCmeclV-agrl (6,5%), ST30-SCCmeclV-agr3
(4,3%), ST1-SCCmeclV-agr3 (4,3%), ST80-SCCmeclV-agr3 (2,1%) y ST121-agr4
(2,1%) (mecA negativo). El aislamiento que no se pudo analizar por ECP se estudié por

MLST vy result6 ser el linaje ST398-SCCmecV-agrl (2,1%).

5.1. Epidemiologia molecular de SARM asociado a la comunidad

La emergencia de infecciones por SARM en la comunidad en poblacion
pediatrica plantea la cuestion de determinar si la existencia de algun tipo particular de
clon pudiera ser responsable de esta emergencia. Este estudio demuestra que el linaje de
SARM que circula causando un mayor numero de casos en la comunidad es ST8-
SCCmeclV-agrl, que comprende el 72% de los casos de SARM-AC. Este linaje que se
ha diseminado en la comunidad en nuestro pais, comparte algunas caracteristicas con la
cepa USA300 que se encuentra ampliamente diseminada en EEUU. Por un lado, la gran
mayoria de los aislamientos pertenecientes al linaje ST8, fueron portadores de los genes
que codifican la LPV, toxina presente en la cepa USA300, y por otro lado, este linaje al
igual que la cepa USA300 es portador del SCCmec tipo IV y del agr-1. Sin embargo,
hay una serie de caracteristicas que nos indican que no se trata exactamente del mismo
clon sino de una variante. El patrén electroforético obtenido mediante ECP, difiere en

una banda del patron electroforético de la cepa USA300. Ademas, como hemos visto al
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analizar los factores de virulencia, Unicamente encontramos 2 aislamientos de SARM
ST8-SCCmeclV-agrl portadores del elemento ACME, que caracteriza la cepa USA300.
En nuestro pais ya se habian descrito casos de infeccion causados por el linaje ST8 a lo
largo de los ultimos afios [49, 185, 210, 244], luego ya se sabia de la presencia del
mismo. Lo que llama poderosamente la atencion, es que este clon se haya diseminado
en Espafia, ya que, aunque se han descrito casos causados por el linaje ST8 en algunos
paises europeos como lItalia [245], Alemania [246], Austria, [247], o Dinamarca [248],
el linaje de SARM-AC predominante en Europa es ST80, denominado “clon Europeo”
[249]. Esta variante de la cepa USA300 que encontramos circulando en nuestro pais, ha
sido descrita en algunos paises de Latinoamérica [250, 251]. El hecho de que muchos de
los casos publicados en nuestro pais, se hayan descrito en pacientes procedentes de
Ecuador [185, 211] sugiere, que esta cepa podria haber sido introducida en nuestro pais
desde Sudamérica, ya que en los ultimos afios el flujo migratorio desde algunos paises
de Latinoamérica se ha incrementado de forma significativa.

La diseminacion del linaje ST8 en nuestro pais es preocupante, ya que aungue
no es exactamente igual a la cepa USA300, comparte muchas caracteristicas genéticas
con esta. A la cepa USA300 se le ha atribuido una elevada capacidad de transmision y
virulencia y se ha diseminado con asombrosa rapidez en un pais tan extenso y diverso
como EEUU [48], donde en algunas areas geograficas la cepa USA300 es la principal
causa de infecciones por S.aureus en la comunidad [173]. Si la cepa ST8 que esta
emergiendo en la comunidad en nuestro pais presentara la misma capacidad de
diseminacién que la cepa USA300 en EEUU, esto podria tener consecuencias graves
causando un problema de salud publica en nuestro pais. Por ello, parece imprescindible
mantener una vigilancia epidemioldgica de esta cepa en la comunidad, asi como

también es necesario definir estrategias de prevencion de la transmisién de SARM-AC,
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para evitar en la medida de lo posible la expansién de este clon en la comunidad en
nuestro pais.

También encontramos otros linajes de SARM-AC pero causando un pequefio
namero de casos. El 8% de los aislamientos de SARM-AC pertenecieron al linaje ST1-
SCCmeclV-agr3 y eran portadores de la toxina LPV. El tipo de secuencia ST1
pertenece al complejo clonal CC1 que comprende varios linajes de SARM-AC entre los
que se incluye la cepa USA400, que fue la primera cepa conocida de SARM portadora
de la LPV [172]. La cepa USA400 predominé en la comunidad en EEUU vy en algunas
regiones de Canada hasta finales de los afios 1990 [252, 253], cuando fue desplazada
por la cepa USA300 [254, 255]. Los linajes que pertenecen al CC1 se diferencian en
cuanto al elemento SCCmec que puede ser IV 0 V y la presencia o no de la toxina LPV
[256]. Los aislamientos detectados en el estudio son portadores del elemento
SCCmeclV y no son portadores de la LPV, al igual que las cepas que se han descrito en
la comunidad en la zona sur y oeste de Australia [257], en Inglaterra [258] y en Canada
[189].

Otro linaje de SARM-AC que encontramos en 1 caso es ST5-SCCmeclV-agrl
LPV negativo. A este linaje se le denomina ‘“clon pediatrico” y se asocia
fundamentalmente a infecciones hospitalarias. ElI “clon pediatrico” se encuentra
ampliamente diseminado en multitud de paises de Europa, Asia y América [178].

También encontramos entre los aislamientos de SARM-AC un caso causado por
el linaje ST30-SCCmeclV-agr3 portador de la LPV. El linaje ST30 pertenece al CC30
que desciende del clon 80/81 que fue un clon nosocomial muy prevalente en los
hospitales durante los afios 1950 y 1960. Estas cepas eran sensibles a meticilina, y a
menudo eran portadoras de la LPV [259]. Al linaje ST30-SCCmeclV portador de la

LPV se le conoce como “clon del sudoeste del Pacifico” y aunque en un principio su
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presencia se confinaba a Australia [260], desde mediados de los afios 90 se ha descrito
este clon con distintos patrones de campo pulsado, y caracteristicas genéticas, en
multitud de paises de todos los continentes [188, 226, 261-264].

Otros linajes de SARM que encontramos en una pequefia proporcién (1 caso) en
la comunidad son ST22-SCCmeclV-agrl y ST72-SCCmeclV-agrl, ambos LPV
negativos. El tipo de secuencia ST22-SCCmeclV-agrl pertenece al CC22 y es una de
las cepas pandémicas de este complejo clonal que se asocia tanto al &mbito hospitalario
como a la comunidad. A este linaje se le denomina EMRSA-15 y emergid a principios
de los afios 1990, convirtiéndose en un clon endémico en los hospitales del Reino Unido,
donde actualmente sigue siendo una cepa bastante prevalente [265, 266]. ST22 también
se ha detectado en otros paises como Italia [267], Irlanda [188], Alemania [268, 269],
Australia [270], Finlandia [271], Austria [272], Kuwait [273], e India [274].

El linaje ST72-SCCmeclV-agrl LPV negativo, lo encontramos en un caso en el
estudio. Este linaje pertenece al CC8 y se le ha denominado USA700. La presencia de
este linaje se ha detectado en paises como Alemania y Abu Dhabi [256].

Otro linaje de SARM que encontramos en un caso en la comunidad fue el
ST398-SCCmecV-agrl. A este linaje se le denomina “clon porcino” y se ha descrito
recientemente como causa de infeccion en cerdos y granjeros que trabajan en granjas
con estos animales. ST398 se caracteriza porque no se digiere con la enzima Smal y es
portador en la mayor parte de los casos descritos de los elementos SCCmeclV o V. El
linaje ST398 fue descrito por primera vez en los Paises Bajos y en Dinamarca [200, 275,
276] y esta cambiando la epidemiologia en estos paises, de modo que en el afio 2006 el
25% de los aislamientos de SARM de los hospitales holandeses pertenecian a este linaje
[198]. En los ultimos afios se han descrito numerosos casos de infeccion por este linaje

en diversos paises de Europa y del mundo [199], lo que es indicativo de la gran
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capacidad de transmision y diseminacion de este clon. Este hecho, unido a que se han
descrito aislamientos pertenecientes a este clon portadores del elemento SCCmeclll, de
la toxina LPV, y multirresistentes [201, 202], alertan sobre las graves consecuencias que
la diseminacion de este linaje podria tener en la comunidad. En nuestro caso el
aislamiento perteneciente a este linaje fue obtenido de un aspirado traqueal y fue
considerado como una colonizacion, Unicamente era resistente a la gentamicina y a la
tobramicina, y no era portador de la LPV (datos no mostrados). Este no es el primer
caso en nuestro pais, ya que recientemente se han descrito en la literatura varios casos
de infecciones por ST398 en Espafia [277, 278], lo que indica que este clon esta
circulando en nuestro pais. La presencia de este linaje nos ha de poner en alerta ya que
la emergencia y diseminacion del mismo en la comunidad, podria causar un problema
salud publica, al igual que lo ha hecho en otros paises del norte de Europa. Por ello, la
deteccidn y control de la transmision de este clon, sobre todo en granjas porcinas, puede

ser de gran importancia para prevenir la diseminacion de esta cepa en la comunidad.

5.2. Epidemiologia molecular de SARM asociado al sistema sanitario

En lo que se refiere a la epidemiologia de SARM-ASS encontramos una realidad
bien distinta a la que observamos en la comunidad. El linaje que con mas frecuencia
encontramos asociado al sistema sanitario fue el tipo de secuencia ST125-SCCmeclV-
agr2, que causd el 28,6% de los casos. Es importante puntualizar que de los 6
aislamientos encontrados 5 de ellos los encontramos en el Hospital Son Dureta de
Mallorca, en el que un brote en la UVI pediatrica hace que exista un sesgo en los datos
referentes a las infecciones por SARM-ASS. El otro aislamiento perteneciente a este

linaje, lo encontramos en el hospital Vall d"Hebron de Barcelona, lo que indica que este
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linaje no se encuentra Unicamente confinado al servicio pediatrico donde se produjo el
brote (datos no mostrados). El linaje ST125-SCCmeclV-agrl se describié por primera
vez en Espafia en un articulo publicado en el afio 2004 [279] y hoy en dia es el clon de
SARM predominante en los hospitales espafioles [280, 281, 282]. Este estudio
demuestra, que aunque en un porcentaje inferior y no comparable con las infecciones
por SARM-ASS en adultos, ST125-SCCmeclV-agrl también estd presente en los
servicios pediatricos de los hospitales y es causa de infecciones en nifios. Es importante
resaltar la elevada resistencia a los antimicrobianos de los aislamientos pertenecientes a
este linaje. La presencia en estas cepas de multirresistencia y la gran capacidad de
diseminacion y transmision que posee este linaje en el &ambito nosocomial, que en pocos
afios se ha convertido en endémico en los hospitales espafoles, hace que sea necesaria
una vigilancia, asi como extremar las medidas de higiene y control de la transmision de
la infeccion en los servicios pediatricos de los hospitales.

Otro linaje de SARM-ASS muy prevalente fue ST5-SCCmeclV-agr2 (19,0%). A
este linaje se le denomina “clon pediatrico” y pertenece al complejo clonal CC5 al igual
que ST125-SCCmeclV. Estos dos linajes se diferencian Unicamente en un alelo, y
concretamente en un nucledtido de la region amplificada del gen ygiL. ST5-SCCmeclV-
agr2 es un linaje ampliamente distribuido en multitud de paises y ha sido descrito con
anterioridad en los hospitales de nuestro pais [280].

ST22-SCCmeclV-agrl es otro de los linajes que encontramos en un porcentaje
considerable entre los aislados de SARM-ASS (14,3%), aunque Unicamente
encontramos este clon en Mallorca en el Hospital Son Dureta (dato no mostrado). Como
ya se ha comentado anteriormente, este clon es el denominado EMRSA-15 que tras
emerger en 1991 en el Reino Unido, desplazd rapidamente a otros clones de SARM y

actualmente es endémico en cientos de hospitales de este pais. En Espafia este linaje
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también ha sido descrito en un hospital y en centros asistenciales de larga estancia [279,
283]. El hecho de que este linaje solo lo encontremos en el Hospital Son Dureta de
Mallorca podria deberse a la gran afluencia de turismo de origen britanico que reciben
las Islas Baleares. Tampoco es de extrafiar que este clon también haya sido descrito en
Tenerife [279, 284], ya que las Islas Canarias también son un destino turistico para la
poblacién britanica, por lo tanto no sorprende que este linaje tan prevalente en el Reino
Unido se haya detectado en los hospitales de las Islas Baleares y Canarias. Este hecho
sugiere, que los intercambios poblacionales son la causa de la gran diseminacion y
globalizacion que en los Ultimos afios se ha observado en linajes que previamente se
confinaban a ciertos paises y que hoy dia se encuentran circulando en multitud de paises
del mundo.

El linaje ST8-SCCmeclV-agrl prevalente en la comunidad, también lo
encontramos asociado al sistema sanitario en un 14,3% de los casos, y ademas los 3
aislamientos encontrados eran portadores de la toxina LPV. Es de gran importancia
evitar que este clon se disemine en los hospitales como ya ha ocurrido en EEUU con la
cepa USA300 donde esta cepa estd empezando a suplantar en los hospitales a otras
cepas tradicionalmente nosocomiales [285].

Otros linajes de SARM-ASS que encontramos en un pequefio porcentaje de los
casos fueron ST80-SCCmeclV-agr3, ST72-SCCmeclV-agrl y ST30-SCCmeclV-agr3.
Estos dos ultimos también los encontramos asociados a la comunidad.

De estos datos de distribucidn de los linajes de SARM se pueden destacar dos
hallazgos. Primero, en lo referente a la distribucion geogréafica de los linajes de SARM-
AC LPV positivos. Hasta hace unos afios, los linajes de SARM-AC se encontraban
confinados a determinados paises, de modo que por ejemplo el “clon del sudoeste del

Pacificose encontraba en Australia, el linaje ST8 se encontraba confinado en EEUU, y
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ST80 en Europa. Estos linajes actualmente se encuentran diseminados en multitud de
regiones geograficas de todos los continentes, y nuestro estudio demuestra que estos
linajes también se encuentran circulando en nuestro pais. EI gran flujo migratorio
ocurrido en estos ultimos afios en Espafia, asi como el gran intercambio de poblacién
que existe entre los paises por motivos turisticos o de otra indole, hace que exista
también una globalizacion en lo que a las cepas se refiere, y que clones confinados en su
inicio a unos determinados paises se hayan diseminado por todo el mundo. De hecho se
ha demostrado, que los paises con un mayor intercambio poblacional, son los que mas
variedad de clones presentan circulando en la comunidad [178].

Un segundo hallazgo, es la introduccion en el hospital de clones de SARM
tradicionalmente asociados a la comunidad y portadores de la toxina LPV. En nuestra
serie, se encontraron 5 casos (4 infecciones y una colonizacion) asociados al sistema
sanitario, 3 causados por el linaje ST8-SCCmeclV, 1 por ST80-SCCmeclV, y otro por
ST30-SCCmeclV, todos ellos linajes que tradicionalmente se han asociado a la
comunidad. Desde el afio 2003 se han publicado en distintos paises brotes
intrahospitalarios causados por SARM-AC sobre todo en servicios pediatricos y
obstétricos, donde la prevalencia de SARM-AH suele ser baja. [233, 286-290]. Pero
ademas, publicaciones recientes sugieren que ciertos clones de SARM-AC LPV
positivos estan empezando a suplantar a los clones hospitalarios como causa de
infecciones nosocomiales. La mayor parte de las publicaciones que sugieren este hecho
se refieren a EEUU, donde la elevada prevalencia de la cepa USA300 en la comunidad
parece conllevar paralelamente un incremento de las infecciones nosocomiales por esta
cepa [291-293]. Pero este hecho no es exclusivo de EEUU ya que también se empieza a
detectar en otros paises como Grecia o Uruguay [235, 261]. La ruptura de barreras entre

la comunidad y el hospital es un hecho preocupante, en lo que concierne a que las cepas
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de SARM-AC portadoras de la LPV puedan introducirse y diseminarse en el hospital.
La introduccion de clones de SARM-AC portadores de la LPV en el hospital podria
tener implicaciones graves ya que pondria en riesgo a los pacientes hospitalizados, méas
susceptibles al desarrollo de infecciones. Ademas, eventualmente, se podria producir un
incremento de las tasas de resistencia a los antibidticos de las cepas de SARM-AC, al
estar estas sometidas a la presion antibidtica del medio hospitalario. Por ello, es
importante llevar a cabo una vigilancia epidemioldgica de las cepas de SARM no solo
en la comunidad sino también en el hospital, ya que a pesar de que el porcentaje de
cepas de SARM-ASS en los servicios pediatricos es relativamente bajo, es importante
conocer qué clones se encuentran circulando en los hospitales y centros sanitarios.

Un aspecto de la epidemiologia molecular que merece la pena sefialar es la
utilidad de conocer el tipo de elemento SCCmec para discriminar las cepas AC de las
cepas ASS. Clasicamente, las cepas de SARM-AC se han caracterizado por presentar en
su gran mayoria el elemento SCCmec de los tipos IV, V o VII [119, 120, 225-227]. Los
SCCmec de los tipos IV (20,9-24,3kb), V (28kb) y VII (35,9kb), son cassettes de
pequefio tamafio, por lo que generalmente sélo presentan el gen mecA y no otros genes
de resistencia asociados. Por el contrario, las cepas hospitalarias suelen ser portadoras
de elementos SCCmec del tipo I (34,3kb), 11 (53,0kb) o Il (66,9kb), los tipos Il y 1l
son cassettes de mayor tamafio y se caracterizan por llevar genes de resistencia a otros
antibioticos integrados dentro de plasmidos, como pUB110, pl258, pT181 o de
transposones como Tn554 y WTn554 [178, 294]. En nuestro estudio, con la Unica
excepcion del aislamiento perteneciente al clon porcino ST398-SCCmecV, tanto las
cepas de SARM-AC como las de SARM-ASS eran portadoras del elemento SCCmeclV.
Este resultado confirma que el tipo de SCCmec no es un criterio valido para la

diferenciacion entre cepas AC y ASS en nuestro pais [183].
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6. DIVERSIDAD CLONAL DE S.AUREUS PORTADOR DE LA TOXINA LPV

Otro de los principales objetivos planteados en el estudio fue conocer la
epidemiologia molecular de las cepas portadoras de la toxina LPV. Hasta ahora, la
mayoria de los estudios se habian focalizado en describir la epidemiologia molecular de
las cepas de SARM LPV positivas, y poco se conocia de las cepas de SASM LPV
positivas, cuando estas Ultimas son probablemente mayoritarias respecto al nimero de
casos que causan. En el estudio, 75 aislamientos fueron portadores de la toxina, 22
SARM y 53 SASM, vy el analisis genotipico mediante ECP y MLST mostrdé que una
gran variedad de linajes eran portadores de la toxina LPV. El analisis comparativo de
los perfiles de ADN proporciond 27 patrones electroforéticos, que correspondian a 14
tipos de secuencias distintos. El tipo de secuencia ST8-agrl fue el mayoritario (34,6%).
Otros linajes muy representados entre los aislamientos LPV positivos fueron ST121-
agrd (16%) y ST30-agr3 (13,3%). En menor proporcion se detectaron otros linajes
como ST1021-agr3 (6,6%), ST22-agrl, ST1153-agr2 y ST6-agrl (4%), ST5-agr2,
ST1-agr3, ST45-agrl, ST15-agr2, ST152-agrl y ST573-agr2 (2,6%) y ST80-agr3
(1,3%). La diversidad clonal observada se debe fundamentalmente, a la gran variedad
de linajes de SASM portadores de la toxina, ya que se encontraron 13 linajes distintos.
Sin embargo, la diversidad clonal en las cepas de SARM fue mucho menor,
encontrandose Unicamente tres linajes portadores de la toxina, que fueron ST8 (86,4%),
ST30 (9%) y ST80 (4,5%). La gran diversidad clonal observada entre los aislamientos
portadores de LPV podria indicar que los bacteriéfagos en los que se insertan los genes
que codifican la LPV, se transmitan horizontalmente con facilidad entre cepas distintas

genéticamente [14]. Si esta hipotesis fuera cierta, la transmision horizontal de estos
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bacteri6fagos a nuevas cepas, conllevaria el que estas adquieran la capacidad de
producir la toxina lo que aportaria mas virulencia a la cepa.

El linaje de SASM portador de la LPV mayoritario fue ST121 (22,6%). Este es
un linaje muy prevalente en la comunidad en algunos paises [295, 296] y se ha descrito
como el linaje de SASM LPV positivo més prevalente en paises como Latvia [297]. Es
importante resaltar que este linaje es muy frecuente entre los linajes de SASM causantes
de infeccién pediatrica en nuestro estudio, sin embargo solo encontramos un
aislamiento de SARM perteneciente a este linaje y no era portador del gen mecA.
Parece que a pesar de que CC121 es un linaje de SASM que se ha descrito con
frecuencia como causa de IPTBs [296, 298, 299] solo en raras ocasiones se han descrito
aislamientos de SARM pertenecientes a este complejo clonal [191, 258, 300, 301]. Por
otro lado, el linaje ST121 parece ser bastante virulento ya que se han descrito casos
graves y fatales de neumonia necrosante causados por cepas pertenecientes a este linaje.
[299, 302]. En Esparia también se ha descrito la presencia de este linaje en la comunidad
como causa de neumonia necrosante [244]. En nuestra serie, no encontramos ningun
caso de neumonia necrosante asociado a este linaje, de los 12 casos de infeccion
causados por el linaje ST121 LPV positivo, 10 fueron casos de IPTBs, 9 de ellas
infecciones profundas, un caso de bacteriemia y un caso de osteomielitis (datos no
mostrados). A pesar de que en el estudio no encontramos casos de neumonia, este linaje
parece ser bastante virulento, por lo que convendria mantener cierta vigilancia
epidemiologica sobre la posible diseminacion de este tipo clonal.

Otros linajes de SASM LPV positivos que encontramos en un elevado
porcentaje fueron ST30 (15,1%), ST8 (13,2%) y ST1021 (9,4%). De estos linajes, ST8
y ST30 se encontraron también entre los aislamientos de SARM portadores de la LPV.

Esto podria indicar que la adquisicion de la toxina LPV podria haber sido previa a la
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adquisicion del gen mecA. Los linajes que se hallaron en una proporcion menor fueron
ST22, ST1153, ST6, ST5, ST1, ST45, ST15, ST152 y ST573.

La gran diversidad clonal que presentan los aislados de SASM LPV positivos en
contraste con los aislamientos de SARM portadores de la toxina, ha sido descrita
también por otros autores. En un estudio publicado por Kaltsas et al. en el que se
estudio la epidemiologia de las cepas LPV positivas, se objetivd también una gran
homogeneidad entre los aislamientos de SARM LPV positivos encontrando Unicamente
2 linajes y siendo ST8 el linaje mayoritario (90%). En cambio, entre los aislamientos de
SASM LPV positivos habia una mayor diversidad clonal, ya que encontraron 6 linajes
diferentes [50]. En otro estudio llevado a cabo en Grecia, también se describe una
mayor diversidad clonal entre los aislamientos de SASM portadores de la toxina que
entre los aislamientos de SARM, de modo que al analizar los aislamientos LPV
positivos por ECP, todos los aislamientos de SARM pertenecian a un solo clon mientras

que los de SASM pertenecian a 9 clones distintos [235, 298].

7. ESTUDIO DEL CONTENIDO GENETICO DE LOS LINAJES MAS

PREVALENTES EN LA POBLACION PEDIATRICA.

La razon por la que unos linajes se diseminan desplazando a otros se desconoce,
probablemente el contenido genético de los linajes influya de manera determinante en la
patogénesis y en la capacidad de supervivencia y diseminacién de las cepas, y es
probable que sea la razon por la que unos grupos clonales predominan sobre otros. Por
ello, el conocimiento del contenido genético de las distintas cepas de S.aureus puede ser
importante para dilucidar qué genes estan asociados a una mayor virulencia, a un tipo de

infeccién o a un tipo de cepa [17]. Por esta razon y con el objetivo de adquirir mas
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conocimientos acerca del contenido genético de las cepas méas prevalentes en la
poblacién pediatrica, se llevo a cabo el estudio mediante una técnica de microarrays de
ADN, de algunos factores de virulencia y de resistencia en las cepas que se encuentran
mas diseminadas en la poblacion pediatrica en la comunidad y en el hospital en nuestro
pais.

Hay una serie de genes que parecen conformar el genoma de muchos de los
linajes de S.aureus, ya que observamos que se encontraban presentes en el genoma de
todos o préacticamente todos los aislamientos estudiados independientemente del linaje
al que pertenecieran. Entre estos genes destacan algunos que codifican factores de
adhesion como clfA, CIfB, ebh, eno, ebpS, fnbA, map, SdrC y vwb. Otros genes que
también se encontraron presentes en el genoma de la practica totalidad de los
aislamientos analizados son los genes que codifican la hemolisina gamma IukF y lukS,
el gen hld que codifica la hemolisina delta y el gen hla que codifica la hemolisina alfa.
También se detectd la presencia en practicamente todos los aislamientos analizados del
gen aur, que codifica la aureolisina, de los genes icaA, icaC e icaD, que codifican la
formacién de biofilm, de los genes sspA, sspB, sspP, y de los genes isaB, isdA, imrP,
mprF que codifican factores cuya funcion es evadir el sistema inmune del huésped. Sin
embargo, hay otros genes que parecen ser infrecuentes en las cepas que circulan en
nuestro pais en la poblacion pediatrica ya que no se detectaron en ninguno de los linajes
estudiados. Entre estos genes se encuentran el gen etb, que codifica una toxina
exfoliativa, los genes edinA, edinB, que codifican toxinas inhibidoras de la
diferenciacion de células epidérmicas, y el gen bap, involucrado en la formacion de
biofilm.

Aunque existe una gran homogeneidad en el contenido genético de ciertos genes,

encontramos que hay otros factores de virulencia que caracterizan cada linaje ya que

252



Discusion

estan presentes en la mayor parte de los aislamientos pertenecientes al mismo perfil
alélico. Algunos de estos genes son los que codifican el antigeno capsular, el sistema
regulador agr o los genes que codifican algunas enterotoxinas y adhesinas. Este
hallazgo concuerda con lo descrito por Monecke et al. que establece que algunos de los
genes que conforman el “core” y el “core variable” del genoma de S.aureus,
proporcionan la misma informacion filogenética que los fragmentos de los 7 genes
“housekeeping ” que se secuencian en la técnica de MLST. De este modo, el complejo
clonal al que pertenece un aislamiento puede ser determinado mediante la deteccion de
ciertos genes con la técnica de microarrays [303]. La presencia o ausencia de los genes
sasG, cna, fosB, lukK+lukD, el cluster de enterotoxinas egc, el gen seh, la identificacion
de las variantes alélicas de los genes agr, ssl/set,hysA, hsdS y los genes del antigeno
capsular, asi como algunas MSCRAMMS y algunas proteasas, se emplean en la técnica
de microarrays para determinar el complejo clonal al que pertenecen los aislados.

En otro articulo, Monecke et al. describe los genes que caracterizan y definen los
distintos complejos clonales, de modo que, el CC8 al que pertenece el linaje ST8 que es
el linaje de SARM-AC mas prevalente en el estudio, se caracteriza por poseer el agr
tipo 1, el antigeno capsular 5 y el factor de adhesion sasG. EI CC5 al que pertenecen los
tipos de secuencia ST5 y el ST125, que son los linajes de SARM-ASS mas prevalentes
en el estudio, se caracterizan por poseer el agr tipo 1, el antigeno capsular 5, el cluster
de enterotoxinas egc y el factor de adhesion sasG. En cuanto a las cepas de SASM,
CC121 al que pertenece ST121, que es el linaje de SASM-AC maés prevalente y el linaje
portador de la LPV mas frecuente en la poblacion pediatrica en el estudio, Monecke et
al. afirman que se caracteriza por poseer el agr tipo 1V, el antigeno capsular 8, el cluster
egc y el factor de adhesién cna. Mientras que el CC30 al que pertenece el perfil alélico

ST30, linaje ampliamente diseminado en la poblacién pediatrica, se caracteriza por
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poseer el agr tipo 11, el antigeno capsular 8, el cluster egc y el factor de adhesion cna
[256]. Los resultados publicados por Monecke et al. concuerdan con nuestros resultados,
de modo que los genes que definen de manera constante cada complejo clonal los
encontramos presentes en todos los aislamientos estudiados de cada linaje. Pero ademas
de estos genes, en nuestro estudio detectamos que hay otros genes que también definen
y caracterizan a los distintos linajes.

El contenido genético de ST8, lo estudiamos por ser este el linaje de SARM-AC
mas prevalente en la poblacion pediatrica. En el estudio encontramos que a pesar de ser
un linaje resistente a la meticilina es muy sensible al resto de los antibidticos, lo cual es
caracteristico de las cepas de SARM-AC. Los genes de resistencia que detectamos en
todos los aislamientos analizados son el mecA, el operon bla y el gen tetEfflux. Los
genes de resistencia a macrolidos mrsA y mpbBM y el gen aphA que codifica la
resistencia a aminoglicésidos, los encontramos en un 10% de los aislamientos, el gen
sat en el 5%, el gen tetK en el 15%, y el locus de resistencia al mercurio en el 85% de
los mismos. Del estudio del contenido en factores de virulencia destacamos los genes
entK y entQ, que codifican las enterotoxinas K y Q, que los encontramos en el 80% de
los aislamientos analizados, asi como los genes que codifican la LPV que se encuentran
en el 90% de los mismos. En un aislamiento encontramos un contenido en enterotoxinas
diferente al resto, ya que este era portador de los genes entA, entD, y entJ. En cuanto al
contenido en hemolisinas, el 95% de los aislamientos analizados eran portadores de los
genes que codifican las hemolisinas alfa y beta (truncada), el 100% los genes LukF y
LukS, y el 35% del gen hlgA, que codifican la hemolisina gamma. Al estar el gen de la
hlb truncado, los genes que llevan los bacteriéfagos denominados p-hemolysin—
converting bacteriophages que truncan el gen, estaban presentes en el genoma de ST8.

Estos genes son sak y scn presentes en el 100% de los aislamientos estudiados y chp
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presente en el 95% de los mismos. Otros factores de virulencia muy presentes en este
linaje son los genes que codifican las serinproteasas A y B (splA y spIB) detectados en
el 100% de los aislamientos y el gen que codifica la serinproteasa E (SplE) presente en
el 90% de los mismos. El elemento ACME, caracteristico de la cepa USA300, lo
encontramos presente Unicamente en 2 de los aislamientos estudiados (10%). En cuanto
a los factores de adhesion, encontramos una elevada presencia de estos genes al igual
que en el resto de los linajes estudiados. Los genes de adhesién que caracterizan a este
linaje son fib, fnbB, sasG que los encontramos en todos los aislamientos estudiados y el
gen bbp que lo encontramos en el 90% de los mismos

Al comparar el contenido genético del linaje de SARM ST8 que circula en
nuestro pais, con el de la cepa USA300 (ATCC 1556) que se encuentra ampliamente
diseminada en EEUU, observamos un contenido genético practicamente idéntico a
excepcion de una serie de genes que los diferencian. Estas diferencias que encontramos
en cuanto a los genes de resistencia, son los genes ermC y mupR presentes en la cepa
USA300 y ausentes en todos los aislamientos estudiados, y el gen tetK presente en el
genoma de la cepa USA300 y que en cambio solo lo encontramos en el 15% de los
aislamientos estudiados. El locus de resistencia a mercurio y el operon bla estan en el
100% y 85% respectivamente de los aislamientos estudiados, sin embargo no los
encontramos en la cepa USA300. También encontramos diferencias en algunos genes
que codifican factores de virulencia, como los genes hlgA y lukX gue estan presentes en
la cepa USA300 pero que solamente los detectamos en el 35% y 45% de los
aislamientos estudiados. Lo mismo ocurre con el elemento ACME, que es un elemento
que caracteriza la cepa USA300 pero que unicamente lo encontramos en 2 de los
aislamientos estudiados (10%). El elemento ACME se ha implicado en la patogenicidad

y la virulencia de la cepa USA 300, aunque esta implicacion todavia no se ha aclarado
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de manera irrefutable. A pesar de que algunos estudios relacionan el ACME con una
mayor virulencia y lo implican en el mayor “fitness” de la cepa USA300 [193], hay
otros estudios que no encuentran una implicacion de este elemento en la virulencia
[194]. Hay un estudio publicado en el que se especula que el elemento ACME podria
aumentar la transmisibilidad de la bacteria por contacto directo, ya que se piensa que
este elemento proporciona una mayor supervivencia de la bacteria cuando se encuentra
colonizando la piel [8]. A pesar de que el elemento ACME se ha implicado en la
virulencia y en la capacidad de transmision, parece que no es imprescindible para la
expansion del linaje ST8 ya que, no solo en nuestro estudio la gran mayoria de los
aislamientos del linaje ST8 carecen del ACME, sino que también una elevada
proporcion de los aislamientos de SARM del linaje ST8 que circulan en Australia [304]
y en Sudamerica [305] carecen de este elemento.

Las diferencias que hemos encontrado en el contenido genético y en el patron de
campo pulsado entre la cepa USA300 y el linaje de SARM ST8 que circula en la
comunidad en nuestro pais, corroboran el hecho de que parece que el clon que se ha
diseminado en nuestro pais no es exactamente el mismo que el que se encuentra
diseminado en EEUU, sino una variante del mismo.

Un hallazgo que merece la pena puntualizar, es el hecho de que uno de los
aislamientos de SARM perteneciente al linaje ST8 presenta algunas diferencias con
respecto al resto de los aislamientos. Este aislamiento posee los genes que codifican las
enterotoxinas A, D y J, y a su vez carece de la LPV. Este podria tratarse del denominado
clon Lyon o UK-EMRSA-2 [256]. Este linaje se encuentra muy diseminado en Francia
[306], y también se ha detectado esporadicamente en otros paises como Alemania,
Irlanda, Reino Unido, Noruega, Paises Bajos y Australia [256], y nuestro estudio

muestra que este linaje también se encuentra presente en nuestro pais.
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El contenido genético de los linajes de SARM ST5 y ST125, ambos
pertenecientes al complejo clonal CC5, y ambos diseminados en el entorno hospitalario
en la poblacion pediatrica, es muy similar. Esta similitud es esperable, ya que estas dos
cepas pertenecen al mismo complejo clonal y se diferencian en cuanto al MLST en un
unico nucle6tido de uno de los alelos. Las mayores diferencias las encontramos en los
genes que codifican resistencias a los antibiéticos. En los aislamientos del linaje ST125
detectamos un mayor nimero de genes de resistencia, de modo que todos los
aislamientos estudiados de este linaje fueron portadores del gen tetEfflux, de los genes
de resistencia a macrélidos msrA y mpbBM, del gen de resistencia a aminoglucésidos
aphA 'y del gen sat. Ademas, el 80% de los aislamientos fueron portadores de los genes
aacA-aphD y aadD, y del gen mupR. Sin embargo, en los aislamientos pertenecientes al
linaje ST5 no encontramos estos genes de resistencia a excepcion del gen tetEfflux
presente en todos los aislamientos analizados, el gen aadD que lo encontramos en el
20% de los aislamientos, y el gen ermC presente en el 40% de los mismos.

En cuanto al contenido en genes de virulencia estos dos linajes son muy
homogéneos, y poseen los genes descritos por Monecke et al. [256], que caracterizan al
CC5, a excepcion del gen de adhesion sasG que lo encontramos en todos los
aislamientos del linaje ST125 pero que solo lo encontramos en el 80% de los
aislamientos del linaje ST5. También encontramos otros genes muy frecuentes en estos
linajes como el gen entA (enterotoxina A) que estaba presente en el 60% de los
aislamientos de ST5 y en el 20% de ST125. En cuanto a los genes que codifican las
hemolisinas, los genes que codifican la hemolisina gamma se detectaron en el genoma
de todos los aislamientos analizados, pero en cuanto a la hemolisina beta truncada hay
mas diversidad, este gen lo encontramos en el 60% de los aislamientos de ST5 pero no

lo encontramos en ST125. Los genes que van en el fago que trunca la hemolisina beta
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sak, chp y scn los encontramos en el 100%, 60% y 100% de los aislamientos de ST5 y
en cambio solo los encontramos en el 20% de los aislamientos de ST125. Otros genes
de virulencia que encontramos en todos los aislamientos analizados de ambos linajes
son splA, spIB. Sin embargo, no encontramos ningln aislamiento portador del gen que
codifica la serinproteasa E (splE). En lo que a factores de adhesion se refiere,
encontramos también una gran homogeneidad. Todos los aislamientos estudiados
fueron portadores del gen fib, y el gen sasG, lo encontramos en todos los aislamientos
pertenecientes al linaje ST5 y en el 80% de los del tipo de secuencia ST125.

ST121 es uno de los linajes de SASM que con muchisima frecuencia
encontramos como causa de infeccion en la comunidad en la poblacion pediatrica.
Ademas, ST121 es el linaje portador de la LPV mas frecuente, por ello se estudio su
contenido genético. En lo que a genes de resistencia se refiere, este linaje fue portador
de muy pocos genes que codifican resistencia a los antibioticos. De los 14 aislamientos
estudiados el 100% eran portadores del gen tetEfflux, 13 (92,8%) eran portadores del
operon bla, 2 (14,2%) llevaban en su genoma el gen de resistencia a macrolidos ermC, 1
(7,1%) fue portador del gen de resistencia a aminoglucosidos aphD, 1 (7,1%) del gen
sat, 2 (14,2%) del gen tetK y 13 (92,8%) del gen fosB. En cuanto a los factores de
virulencia, encontramos varios genes que codifican enterotoxinas, el gen entB estaba
presente en el 42,8% de los aislamientos estudiados, el gen entl en el 57,1%, mientras
que los genes que conforman el cluster de enterotoxinas egc, estaban presentes en todos
los aislamientos estudiados. La LPV, toxina muy frecuente en este linaje, la
encontramos en el 78,5% de los aislados estudiados. En cuanto a las hemolisinas,
encontramos que los genes que codifican las hemolisinas alfa, beta (truncada) y gamma
estaban presentes en todos los aislados estudiados. Los genes gque van insertados en los

fagos denominados S-hemolysin—converting bacteriophages, sak y scn, los encontramos
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en todos los aislamientos analizados sin embargo, el gen chp no lo encontramos en
ninguno. Es importante destacar que ST121 es el Gnico linaje en el que encontramos
presentes, aunque en una pequefia proporcion de los aislamientos, genes que codifican
toxinas exfoliativas e inhibidores de la diferenciacion de células epidérmicas. EI gen etA
lo encontramos en el genoma de una cepa (7,1%) y el gen etB en 2 (14,2%), en cuanto a
la familia de toxinas EDIN encontramos el gen edinC en el 14,2% de los aislamientos
estudiados. En lo que se refiere a los genes que codifican serinproteasas, splA lo
encontramos en el 64,2% de los aislamientos y el gen spIB en el 92,8%; sin embargo el
gen splE no lo detectamos en ninguno de los aislamientos analizados. Los genes
implicados en la adhesion fib y cna los encontramos presentes en todos los aislamientos
estudiados.

Otro linaje de SASM que con mucha frecuencia encontramos como causa de
infeccién en nifios es ST30. Este es un linaje ampliamente distribuido tanto en la
comunidad como en el sistema sanitario. En cuanto a sus caracteristicas genéticas, ST30
fue en general muy sensible a los antibidticos ya que, de los 24 aislamientos estudiados
encontramos pocos aislamientos portadores de genes de resistencia en su genoma. El
operon bla, el gen tetEflux y el gen fosB los encontramos en todos los aislados, el gen
ermA en 3 (12,5%), el gen linA en 1 (4,1%), el gen aadD en 1 (4,1%), el gen tetK en 2
(8,3%) y el gen tetM y el gen mupR en 1 (4,1%). En cuanto a los genes que codifican
factores de virulencia, cabe destacar el gen tst-1 que codifica la toxina del sindrome del
shock tdxico, que lo encontramos presente en el genoma del 50% de los aislamientos
analizados y que no lo encontramos en ninguno de los otros linajes estudiados. En
cuanto a los genes que codifican enterotoxinas el cluster egc estaba presente en todos
los aislamientos, el gen entA en el 54,1%, el gen entC en el 8,3% y el gen entL en el

8,3% de los aislados estudiados. Los genes que codifican la LPV los encontramos en el
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33,3% de los aislamientos. En cuanto a las hemolisinas, la hemolisisna beta (truncada)
la encontramos en el 41,6% de los aislamientos y de los genes que codifican la
hemolisina gamma el 100% de los aislamientos fueron portadores de los genes IukF y
IukS y el 65% del gen hlgA. Los genes implicados en la inmunoevasion, sak y scn,
estaban presentes en el genoma de todos los aislamientos analizados, y el gen chp en el
95,8% de los mismos. El factor de adhesién cna se detecté en todos los aislados
analizados.

Los resultados obtenidos en el estudio del contenido genético de los distintos
linajes muestran, que los aislamientos pertenecientes al mismo linaje poseen un genoma
marcadamente conservado, a excepcion de algunos elementos genéticos méviles. Estos
elementos genéticos moviles ya sean bacteridéfagos, islas de patogenicidad, plasmidos o
transposones, en algunas ocasiones son portadores de genes que codifican factores de
virulencia y de resistencia y su pérdida o adquisicion por la bacteria altera de forma
significativa el potencial patdgeno y de resistencia a los antibiéticos de la misma [10].
En nuestro estudio se refleja, que algunos genes que se localizan en elementos genéticos
maviles parecen estar muy diseminados y presentes en el genoma de los distintos linajes
de S.aureus. Este es el caso de la enterotoxina A, que la encontramos en un porcentaje
variable de los aislamientos de los linajes ST8, ST5, ST125 y ST30, lo que muestra que
este gen no tiene restricciones a la hora de transmitirse e insertarse en los genomas de
distintos linajes. También encontramos que otros genes que se encuentran localizados
en bacteri6fagos, como los genes lukF-lukS, que codifican la LPV y los genes sea, sak,
chips y scn, se encuentran presentes con una frecuencia variable en todos los linajes
estudiados, lo que indica que la transferencia horizontal de este tipo de elementos es
bastante frecuente y no se encuentra restringida a un linaje determinado. Sin embargo,

existen otros genes que se localizan en elementos moviles pero que a pesar de ello,
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parece que se encuentran fuertemente relacionados con cada linaje y son bastante
estables, pues al parecer, podrian tener ciertas restricciones a la hora de transmitirse de
forma horizontal a otros linajes [9]. Este parece ser el caso de algunos genes como tst-1
que aungue se encuentra insertado en una isla de patogenicidad, solo lo encontramos en
el linaje ST30. También, los genes eta y etb que se localizan en un fago y en un
plasmido, respectivamente, y que Unicamente los encontramos en un pequefio
porcentaje de los aislamientos del linaje ST121.Y lo mismo ocurre con la familia de
toxinas EDIN, que aunque se localizan en elementos méviles (una isla de patogenicidad
y un plasmido) Unicamente hemos detectado el gen edinC en un pequefio porcentaje de
los aislamientos del linaje ST121.

Del estudio del contenido geneético se puede deducir que lo que define a un linaje
es un conjunto de genes de resistencia, de virulencia y de genes reguladores.
Probablemente el éxito evolutivo de algunos linajes a la hora de diseminarse y adaptarse
a los distintos ambientes no sea la presencia o ausencia de un gen concreto sino la
combinacion de una serie de genes. De este modo, la combinacién de ciertos alelos del
sistema regulador agr que regulan de forma Unica la expresion de los genes de
virulencia , de ciertos genes de virulencia que codifican ciertas proteinas y toxinas y un
determinado contenido genético, podria activar y expresar los genes que codifican los
factores de virulencia de una forma mas eficiente. Esta teoria ya fue sugerida por otros
autores que proponian que la unidad basica de la bacteria que es el clon o linaje debe su
éxito a que posee una serie de combinaciones de genes Unicas que le permiten la

diseminacion y la supervivencia [307].

8. ESTUDIO COMPARATIVO DEL CONTENIDO GENETICO DE LOS

AISLAMIENTOS LPV POSITIVOS Y NEGATIVOS.
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En nuestro estudio observamos una clara evidencia clinica de que las cepas
portadoras de la LPV eran causa de IPTBs mas profundas que las causadas por cepas no
portadoras de la toxina. Esta evidencia, unida a la hipotesis de que quiza no es la LPV
por si sola, sino en combinacion con otros genes, lo que contribuye a la mayor
virulencia de las cepas comunitarias, nos llevd a estudiar esta posibilidad. Para ello, se
compard el contenido genético de los aislamientos portadores y no portadores de la LPV
de los linajes ST8, ST30 y ST121. De dicha comparacion observamos ciertos genes que
se encontraron significativamente asociados a los aislamientos LPV positivos en cada
linaje. Sin embargo, no encontramos un consenso en estos genes ya que estos variaban
en funcion del linaje estudiado. En el linaje ST8, el gen de resistencia a meticilina mecA,
el locus de resistencia al mercurio y los genes de virulencia entK y entQ, que codifican
las enterotoxinas K y Q, y el gen chp, que codifica la proteina inhibidora de la
quimiotaxis CHIPS, los encontramos significativamente asociados a los aislamientos
LPV positivos. En el linaje ST30 encontramos también una serie de genes asociados a
los aislamientos portadores de la LPV, como el gen hlb que codifica la hemolisina beta
truncada, y 2 alelos del gen implicado en la adhesion fnb, que codifica una proteina de
union a la fibronectina. En el linaje ST121 un alelo del gen implicado en la adhesién
sdrD, que codifica una proteina de union a la sialoproteina del hueso, se encontraba
asociado de forma significativa a los aislamientos LPV positivos. Los resultados de este
estudio no nos muestran un consenso de genes asociados a los aislamientos LPV
positivos, ya que estos son distintos en funcion de cada linaje.

Nuestro estudio presentaba algunas limitaciones, como son el reducido nimero
de linajes estudiados y un namero de aislamientos estudiados de cada linaje no muy

amplio, asi como también que el analisis de los aislamientos no se estratifico en funcion
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de la resistencia a meticilina. Por ello, se realizd un andlisis mas amplio, esta vez
comparando el contenido genético de los aislamientos portadores de la toxina y los que
no los son, independientemente del linaje y estratificando por la resistencia a la
meticilina. Este estudio revela que los genes hlb (truncado) y los genes entK y entQ, que
codifican las enterotoxinas K y Q, se encuentran significativamente asociados a las
cepas LPV positivas, independientemente de la sensibilidad a meticilina. Es importante
destacar que el linaje ST8 esta mas representado entre los aislamientos de SARM LPV
positivos que en los negativos, y como hemos comentado con anterioridad, los genes
entK y entQ son parte constante del genoma de este linaje. Sin embargo, en el grupo de
aislamientos de SASM no encontramos una mayor representacion del linaje ST8 entre
los aislamientos portadores de la toxina, y al analizar estas cepas observamos también
una mayor frecuencia de los genes hlb, entK y entQ en los aislamientos LPV positivos,
lo que aporta méas solidez al hallazgo. Estos resultados podrian indicar que la mayor
virulencia atribuida a las cepas portadoras de la LPV no solo se deba a esta toxina de
forma aislada, sino que quizas podria ser la combinacion de varias toxinas las que
intervengan en la patogenicidad. La produccién por parte de la bacteria de enterotoxinas
es la causa del sindrome de intoxicacion alimentaria estafilococico, pero también se
atribuye a estas toxinas la capacidad de actuar como superantigenos. Esta capacidad
superantigénica les confiere la habilidad de estimular inespecificamente un gran nimero
de linfocitos T CD4+ en el huésped, provocando la liberacion masiva de citoquinas y
también poseen actividad pirdgena [68]. Puede que sea debido a estas habilidades o a
otras no conocidas, o la sinergia entre ambas toxinas, lo que pueda tener un efecto a la
hora de causar infecciones mas graves. El otro gen que encontramos asociado a la LPV
es el gen hlb truncado, este gen se trunca por unos fagos denominados f-hemolysin-

converting bacteriophages, que se insertan en el cromosoma de S.aureus en este gen
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truncandolo e inhibiendo la expresion de la B-hemolisina y a su vez, introducen en el
cromosoma de la bacteria los genes scn, chp, sak y entA en diferentes combinaciones en
funcién del fago que se inserte [13]. A pesar de que encontramos el gen hlb truncado en
una proporcién significativamente mayor en los aislamientos LPV positivos
independientemente de la sensibilidad a meticilina, no encontramos los genes scn, chp,
sak y entA en una mayor proporcion en los aislamientos de SASM LPV positivos,
Unicamente los encontramos en los aislamientos de SARM portadores de la toxina. Esto
indicaria que la presencia de los genes scn, sak y entA no estaria implicada en la mayor
virulencia que observamos en los aislamientos LPV positivos. Quizéa podria tener algo
que ver en la patogénesis el hecho de que al truncarse el gen hlb, la B-hemolisina no se
exprese, pero esta es solamente una hipotesis.

Por otro lado, en nuestro estudio encontramos una serie de genes que se
encontraron significativamente mas representados en las cepas LPV negativas
independientemente de la sensibilidad a meticilina. Estos genes son entG, entl, entM,
entN y entU, que forman parte del cluster egc. Estos resultados presentan un sesgo, y es
que el linaje ST5 se encuentra significativamente mas representado en los aislamientos
LPV negativos tanto en los aislamientos sensibles como resistentes a meticilina. Como
ya publicé Monecke et al. [256], y como hemos observado en este estudio, el cluster de
enterotoxinas egc es un elemento constante en el linaje ST5, asi que probablemente esta
sea la razon de que el cluster egc se encuentre mas representado en este grupo. El gen
entA también lo encontramos en una mayor proporcién en los aislamientos LPV
negativos tanto en las cepas sensibles como resistentes a meticilina, aunque el analisis
estadistico solo es significativo para los aislados de SARM. La razon de que este gen
esté presente en una mayor proporcién entre los aislamientos LPV negativos también se

puede deber a que el linaje ST5 esté mas representado en este grupo, ya que el gen entA
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es un componente frecuente del genoma del linaje ST5 ya que lo encontramos en el
estudio en el 60% de los aislamientos estudiados. Un hecho que aporta mayor solidez a
la asociacion entre el gen entA y los aislamientos que carecen de la LPV es que este gen
también lo encontrdbamos asociado de forma significativa a los aislamientos LPV
negativos de los linajes ST30 y ST8.

Nuestros resultados demuestran, aun con ciertas limitaciones, la mayor
representacion de algunos genes en las cepas portadoras de la LPV. Es posible que no
solo sea la toxina LPV de forma individual si no de forma sinérgica o coordinada con
otros factores de virulencia, los responsables de la mayor agresividad y virulencia que
clinicamente se observa en las infecciones causadas por los aislamientos portadores de
la LPV. Aunque este estudio muestra que los genes entK, entQ y hlb (truncado) se
encuentran asociados a la toxina LPV independientemente de la resistencia a meticilina,
probablemente sean necesarios otro tipo de estudios en los que se pueda estudiar la
expresion de estos genes, para poder ensayar la virulencia de los mismos en los distintos

modelos de infeccion.

9. ESTUDIO DE LOS GENES DE VIRULENCIA ASOCIADOS A LOS

AISLAMIENTOS CAUSANTES DE BACTERIEMIA

Cada vez existe mas interés en relacionar determinados linajes de S. aureus o
determinados perfiles genéticos con la capacidad de producir determinados sindromes
clinicos. En nuestro estudio, la bacteriemia fue el segundo sindrome clinico en
frecuencia, después de las IPTBs. La elevada frecuencia de este sindrome en la
poblacion pediéatrica, unido a la gravedad del mismo, es lo que nos impulsoé a estudiar el

contenido genético de 48 de los 51 aislamientos causantes de bacteriemia y compararlo
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con el de 102 aislamientos causantes de otros sindromes clinicos, en su mayoria IPTBs
(70,5%) con el objetivo de conocer si existian genes asociados a los linajes causantes de
bacteriemia.

El Unico linaje que encontramos asociado de manera estadisticamente
significativa a las bacteriemias fue ST30 que causo el 27% de los casos. Este linaje se
ha asociado a la produccion de endocarditis en un estudio publicado recientemente, en
el que se compararon los linajes y el contenido genético de una coleccion internacional
de aislamientos de SASM causantes de IPTBs, con aislamientos de SASM causantes de
endocarditis [308]. Los resultados del estudio muestran, que las adhesinas cna, clfB y
map/eap, la toxina tst-1, y las enterotoxinas A, D, E e | se encontraban asociadas a la
produccién de endocarditis infecciosa. Otros estudios también han relacionado el CC30
con un mayor indice de complicaciones hematdgenas [309] y con bacteriemia
persistente [310].

En nuestro estudio, entre los genes de virulencia representados de forma
significativa en los aislamientos causantes de bacteriemia destacan, tst-1, que codifica la
toxina del sindrome del shock téxico, y los genes que codifican enterotoxinas entA y el
cluster egc (entG, entl, entM, entN, entO y entU), el gen LuKY-var2, y el antigeno
capsular 8. Los genes tst-1, el cluster egc y el antigeno capsular 8, son genes que
conforman de forma constante el genoma de ST30 como demuestran los estudios
llevados a cabo sobre el contenido genético de este linaje [256], y los resultados
obtenidos en nuestro estudio, luego es ldgico que se encuentren mas representados. Esta
asociacion encontrada entre el linaje ST30 y las bacteriemias, puede que se deba al
contenido genético de este linaje, que posea una serie de genes de virulencia que
favorezcan y estén involucrados en la patogénesis de este sindrome clinico, o también

puede ser debido a que es el linaje de SASM mas diseminado en los hospitales.
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A algunos de los genes de virulencia que encontramos asociados a los
aislamientos causantes de bacteriemia se les ha atribuido una serie de propiedades y
funciones que podrian estar involucradas en la patogénesis de la bacteriemia de forma
individual o coordinada. Uno de los genes que encontramos asociado a los aislamientos
causantes de bacteriemia es tst que codifica la toxina TSST-1, que posee actividad
superantigénica. Esta actividad también la poseen los genes que codifican las
enterotoxinas entA y el cluster egc, y que también se asocian a la bacteriemia, por lo
que podria ser que esta actividad favorezca de alguna manera la patogénesis de este
sindrome clinico.

También encontramos que existen una serie de genes asociados con mas
frecuencia a los aislamientos causantes de otros sindromes clinicos, en su mayor parte
IPTBs (70,5%). Estos genes son la LPV vy los genes que codifican las enterotoxinas K y
Q, los genes spIB que codifica la serinproteasa B, clfA que codifica el factor de
agregacion A, fib que codifica una proteina de union al fibrinégeno, vwb que codifica
una proteina de union al factor Von Willebrand, sasG que codifica una proteina de
superficie y el antigeno capsular 5.

Los resultados del estudio muestran una serie de genes claramente asociados a
uno y a otro sindrome. Observamos también, que hay una asociacion de genes que se
mantienen en este estudio y en el estudio comparativo del contenido genético de los
aislamientos LPV positivos y negativos en funcidn de la resistencia a meticilina, y es
que los genes que codifican las enterotoxinas entK y entQ se asocian a los aislamientos
LPV positivos y que los genes egc y entA se asocian a los aislamientos LPV negativos.

Estos resultados apoyan la hipotesis de que el contenido de ciertos genes en el
genoma de S.aureus influye en la patogénesis, en la mayor virulencia de algunas cepas y

en el tipo de infeccidn, asi como también podria influir en la capacidad de supervivencia
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y diseminacion de las cepas y pueda ser la razén por la que algunos grupos clonales
predominen y desplacen a otros [17]. Seria importante llevar a cabo estudios que de
manera mas concreta estudiaran si estos genes pudieran estar involucrados en la mayor
virulencia y en la patogénesis de los sindromes clinicos. Otro punto importante seria
estudiar la expresion de estos genes en los linajes mas virulentos o causantes de ciertos
sindromes clinicos. El estudio del contenido genético nos proporciona un conocimiento
limitado de lo que ocurre en la realidad de una infeccion por S.aureus por ello, es
importante conocer como son regulados estos genes y Si Se expresan en una mayor o
menor medida durante el proceso de infeccion. Unicamente mediante la investigacion y
el estudio genético de S.aureus lograremos vencer a este versatil y virulento patégeno,
que ha sido capaz de adquirir con asombrosa rapidez resistencias a los antimicrobianos
y que posee la capacidad de evolucionar constantemente adaptandose a todos los

ambitos.

10. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Es importante sefialar que nuestro estudio tiene una serie de limitaciones.
Aunque uno de los puntos fuertes de nuestro estudio es el hecho de que se trata de un
estudio multicéntrico, es importante subrayar que no se incluyen datos de todas las areas
geogréficas, si no Unicamente de cuatro hospitales de distintas regiones de Espafia.
Probablemente, nuestro estudio no refleje de forma exacta lo que pueda estar ocurriendo
en todo el pais. Sin embargo, a pesar de esta limitacion, creemos que al ser cuatro zonas
geogréaficas muy distintas en cuanto a orientacion geogréafica y tipo de poblacién, y a

que el periodo del estudio fue un afio, lo que elimina muchos sesgos que se puedan
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introducir debido a situaciones puntuales, los resultados obtenidos pueden ser
extrapolables al resto del pais.

Otra de las limitaciones es el escaso nimero de casos recogidos en uno de los
hospitales participantes (CHUAC, n=18), lo que hace que quizd sean mas
representativos los datos obtenidos del resto de los hospitales, en los que el nUmero de
casos recogido fue mucho mas elevado. Ademas, durante el periodo del estudio ocurrié
un brote por SARM en la UCI pediatrica del Hospital Son Dureta, esto se refleja en el
elevado porcentaje de SARM-ASS (13,6%) detectado en este hospital. Este porcentaje
ha sido tenido en cuenta a la hora de calcular la incidencia global de SARM-ASS pero
para subsanar este sesgo, siempre se ha hecho hincapié en la existencia del mismo, y se
ha recalcado que eran datos més fiables los obtenidos de los hospitales 12 de Octubre y
Vall d"Hebron (5,6% y 7,7%).

El estudio de epidemiologia molecular también presenta algunas limitaciones
entre ellas, que no se han estudiado todos los aislamientos de SASM LPV negativos. El
estudio molecular se llevo a cabo en una representacion de 82 de los 426 aislamientos
de SASM LPV negativos, con lo que no hemos podido conocer toda la diversidad clonal
que presenta este grupo. Sin embargo, el estudio de 82 aislamientos nos permite
hacernos una idea sobre la epidemiologia molecular de este grupo y los linajes que
circulan en nuestro pais.

El estudio del contenido en genes de virulencia también presenta algunas
limitaciones. Una de ellas es el limitado numero de aislamientos estudiados mediante
microarrays de cada linaje. Se ha estudiado el contenido genético de 20 aislamientos de
SARM del linaje ST8, 10 de SARM del CC5 (5 de ST5y 5 de ST125), 14 aislamientos
de SASM pertenecientes al linaje ST121 y 24 aislamientos de SASM del linaje ST30.

Aunque no es un namero muy elevado de aislamientos, probablemente sean suficientes
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para hacernos una idea muy certera del contenido genético de los linajes mas
prevalentes de SARM y SASM que causan infecciones pediatricas en Espafia. Este
estudio por tanto, nos ha permitido profundizar y conocer méas acerca del contenido
genético de estos linajes y sobre el genoma de S.aureus en general.

Otra limitacion, es que Gnicamente hemos estudiado la presencia o ausencia de
algunos genes de virulencia y no la expresién de los mismos durante el proceso de
infeccion. El estudio del contenido genético es muy interesante en tanto en cuanto nos
permite conocer mas acerca del genoma de S.aureus, y de los linajes que predominan en
nuestro pais. Ademas, hemos encontrado una serie de genes asociados a la toxina LPV y
también detectamos que hay una serie de genes que parecen asociarse a las cepas en
funcion del sindrome clinico, de modo que algunos genes se asocian a las cepas
causantes de bacteriemia y otros a las causantes de otros sindromes en su mayoria
IPTBs. Sin embargo, si no se estudia la expresion de los genes no podemos conocer
como se regulan y en qué modo participan en el proceso de infeccion.

El estudio presentado a pesar de sus limitaciones, aporta datos de interés que
aumentan nuestro conocimiento sobre las infecciones por S. aureus en poblacion
pediatrica. Se aportan datos globales de prevalencia de SARM-AC y SARM-ASS,
desconocidos hasta la fecha en nuestro pais. Ademas, este estudio contribuye a tener un
conocimiento mas profundo sobre las caracteristicas de las infecciones pediatricas por
S.aureus en funcién de la adquisicidn de las mismas, de la resistencia a meticilina de las
cepas, y de la presencia de la toxina LPV. Por otro lado, este trabajo aporta un
conocimiento global sobre la epidemiologia molecular de S.aureus en la poblacion
pediatrica. Este estudio también aporta una evidencia clinica sobre la participacion de la
toxina LPV en la produccion de infecciones de piel y tejidos blandos, y en una mayor

agresividad a la hora de causar este sindrome clinico. Por dltimo, el estudio del
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contenido genético contribuye a un mayor conocimiento acerca del genoma de los
linajes méas frecuentes en nuestro pais y ademas nos revela que existen algunos genes
que se asocian de forma significativa a las cepas portadoras de la LPV, y que por lo
tanto podrian estar también implicados en la mayor virulencia atribuida a estas cepas.
También encontramos que el contenido en algunos genes de resistencia y de virulencia
es distinto en funcién del sindrome clinico, de modo que algunos genes se asocian a las
cepas causantes de bacteriemia y otros a las cepas causantes de otros sindromes clinicos
en su mayoria IPTBs. En este aspecto, este estudio es un primer paso en el
conocimiento del genoma de S.aureus y su implicacion en los distintos sindromes
clinicos, aunque son necesarios estudios de expresion de genes que corroboren estos

resultados.
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1-La prevalencia global de infecciones causadas por SARM en poblacion
pediatrica fue del 8,8%, siendo este porcentaje variable en funcion del hospital

estudiado. Esta tasa fue del 9% para SARM-AC y del 8% para SARM-ASS.

2-El estudio de sensibilidad a los antibidticos no B-lactamicos, mostré una
mayor resistencia de los aislamientos de SARM con respecto a los de SASM, en

concreto a eritromicina, fluoroquinolonas y gentamicina.

3-El porcentaje de aislamientos de SARM resistentes a clindamicina fue
relativamente elevado, del 18,9%. Sin embargo, el porcentaje de aislamientos resistentes
al trimetroprim-sulfametoxazol fue del 2,7%, por lo que este antibiotico podria ser una

buena alternativa para el tratamiento de las infecciones de piel y tejidos blandos

4-El 16,4% de los aislamientos de Staphylococcus aureus causantes de infeccion
fueron portadores de la toxina LPV. Este porcentaje varia sustancialmente en funcion de
la resistencia a meticilina, de modo que el 54,1% de los aislamientos de SARM fueron

portadores de la toxina, en comparacion con el 12,9% de los aislamientos de SASM.

5-Las infecciones pediatricas causadas por S.aureus presentaron caracteristicas
clinicas diferentes en funcion de la adquisicion. Las IPTBs fueron el sindrome clinico
mayoritario en las infecciones asociadas a la comunidad, mientras que las infecciones
de la herida quirdrgica, las bacteriemias y las infecciones respiratorias fueron los

sindromes clinicos asociados al sistema sanitario.
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6- Los nifios con infecciones causadas por SARM-AC fueron en su mayoria de
origen extranjero, las IPTBs fueron en su mayoria abscesos y celulitis, y las cepas
fueron mas frecuentemente portadoras de la toxina LPV vy resistentes a las

fluoroquinolonas.

7-La toxina LPV se asoci6 fundamentalmente con las cepas de S. aureus
causantes de infecciones comunitarias. En este sentido, se podria considerar como un
marcador de infeccibn comunitaria. Nuestro estudio también aporta una evidencia

clinica de la implicacion de esta toxina en la patogenia de las IPTBs.

8- El estudio de la epidemiologia molecular de los aislamientos de SARM
muestra importantes diferencias atendiendo al &mbito de adquisicion. En la comunidad,
el linaje mayoritario es ST8, mientras que en el &mbito hospitalario existe una mayor
diversidad, destacando tres linajes méas prevalentes: ST125, ST5, y ST22. Subrayar que
tres linajes de SARM LPV positivos, tradicionalmente asociados a la comunidad (ST8,
ST30 y ST80), fueron también responsables de infecciones asociadas al sistema

sanitario.

9-Nuestro estudio revela una mayor diversidad clonal en los aislamientos de
SASM LPV positivos que en los de SARM. La mayoria de los aislamientos de SARM
pertenecian al linaje ST8, y una pequefia proporcion a ST30 y ST80. Sin embargo, los
aislamientos de SASM pertenecian a 13 linajes distintos, siendo los mayoritarios ST121

ST30y STS.
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10-El estudio del contenido genético de los linajes mas prevalentes, muestra
que hay una parte del genoma bastante constante, conformada por genes que se
encuentran presentes en précticamente todos los aislamientos, destacando numerosos
factores de adhesion, genes implicados en la formacion de biofilm, genes que codifican
hemolisinas y factores de inmunoevasion. Otra parte del genoma, estad conformada por
una serie de genes que caracterizan cada linaje, como son los genes que codifican el
antigeno capsular, el sistema regulador agr o los que codifican algunas enterotoxinas y
adhesinas. Por ultimo, hay una serie de genes que se encuentran localizados en
elementos genéticos moviles, que se distribuyen de una forma més variable en los

distintos linajes.

11-El clon de SARM ST8 que circula en nuestro pais no es exactamente el
mismo que la cepa USA300. Ademas de algunas diferencias en cuanto al patron de
campo pulsado, también presenta diferencias en algunos genes de resistencia y de
virulencia entre los que destaca el elemento ACME, que Unicamente se detectd en el

10% de los aislamientos estudiados.

12-Los genes que codifican las enterotoxinas K y Q y el gen que codifica la
hemolisina beta truncada, se asociaron con la presencia de la toxina LPV.
Probablemente una combinacion de determinados genes sea la responsable de la mayor

virulencia atribuida a ciertas cepas de Staphylococcus aureus.

13-Nuestro estudio muestra que existen determinados linajes como ST30 que

causan mas frecuentemente bacteriemias, y que ciertos genes de virulencia como tst-1,
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entA, el cluster egc, el gen LuKY-var2, y el antigeno capsular 8, se encuentran

asociados de forma significativa a los aislamientos causantes de bacteriemia.
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