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ABREVIATURAS

SAMR: Staphylococcus aureus meticilino resistente

SAMR-hosp: Staphylococcus aureus meticilino resistente hospitalario

SAMR-com: Staphylococcus aureus meticilino resistente comunitario

SAMS: Staphylococcus aureus meticilino sensible

SCCmec: del inglés, “Staphylococcal Cassette Chromosome mec”

PVL: Leucocidina Panton-Valentine

TSST-1: Toxina de Sindrome de Shock Toéxico 1

IPPB: Infecciones de Piel y Partes Blandas

ACME: del inglés, “Arginine Catabolic Mobile Element”

PBPs: del inglés, “Penicillin Binding Proteins”

MSg: Fenotipo de resistencia a macrolidos y estreptogramina B

MLS5: Fenotipo de resistencia a macroélidos, lincosamidas y estreptogramina B

iMLSg: Fenotipo inducible de resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptogramina B
cMSLg: Fenotipo constitutivo de resistencia a macrélidos lincosamidas y estreptogramina B

VSSA: del inglés, “Vancomycin Sensible Staphylococcus aureus”

VISA: del inglés, “Vancomycin Intermediate Staphylococcus aureus”

hVISA: del inglés, “Vancomycin Intermediate Staphylococcus aureus” heteroresistente
VRSA: del inglés, “Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus”

PAP-AUC: del inglés, “Population Analysis Profile- Area Under Curve”

PFGE: del inglés, “Pulsed Field Gel Electrophoresis™

MLST: del inglés, “Multilocus Sequence Typing”




ST: del inglés, “Sequence Type”

CC: Complejo clonal

CDC: del inglés, “Center for Disease Control and Prevention”
CLSI: del inglés, “Clinical and Laboratory Standard Institut”

ATCC: del inglés, “American Type Culture Collection”

NCTC: del inglés, “National Collection of Type Cultures”
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1- RESUMEN

Staphylococcus aureus (S. aureus) puede formar parte de la microbiota normal o ser agente
de infecciones, incluyendo procesos invasivos severos.

La resistencia a meticilina convirtié a este microorganismo en un agente frecuente de
infeccion nosocomial a escala mundial. En afios recientes un nuevo tipo de S. aureus
meticilino resistente (SAMR), diferente de aquel de origen hospitalario (SAMR-hosp), ha
emergido en la comunidad (SAMR-com), fundamentalmente como agente de infecciones
de piel y partes blandas y se ha extendido mundialmente.

El primer caso de SAMR-com se reportd en Uruguay en 2001 y en 2003 ocurrié6 un
extenso brote epidémico que se inicid en las carceles. Luego de diseminarse por todo el
pais y afectar a miles de personas, el nimero de casos fue descendiendo paulatinamente en
los afos subsiguientes.

En esta tesis se propuso caracterizar fenotipica y genotipicamente una coleccion de cepas
de SAMR aisladas de pacientes hospitalizados y de la comunidad, durante un periodo de
10 afios (2002-2012), para explorar su diversidad y su distribucion.

En los pacientes comunitarios, la mayoria de las infecciones fueron de piel y partes blandas
y la mediana de edad fue de 25 afios y medio. En los pacientes hospitalizados la mayoria
de las infecciones fueron invasivas y la mediana de edad fue de 60 afios.

Las cepas de pacientes hospitalizados mostraron un alto porcentaje de resistencia a
antibidticos, el fenotipo de resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptogramina B,
mayoritariamente constitutivo, a diferencia de las de pacientes comunitarios que mostraron
mayor porcentaje de sensibilidad y un 30% de fenotipo inducible.

Todas las cepas fueron sensibles a vancomicina por concentracion inhibitoria minima, pero
por método de tamizaje se detectaron 6 cepas con fenotipo heteroresistente de sensibilidad
disminuida a vancomicina.

Se comprobd la presencia mayoritaria en la comunidad, desde el afio 2003, de cepas
USA1100, con SCCmec tipo IV, leucocidina Panton-Valentine (PVL) y susceptibilidad a
la mayoria de los antibioticos. También se identificaron algunas cepas USA100.

En el hospital se detect6 el pulsotipo D, que corresponde al clon brasilero, con perfil de
multiresistencia a los antibi6ticos (incluido trimetroprim/sulfametoxazol), SCCmec tipo III
y sin PVL. También se detectaron cepas USA100; asi como cepas con el mismo perfil del
clon cordobés y de USA1100 aunque estas ultimas probablemente correspondan a casos

adquiridos en la comunidad.




Staphylococcus aureus meticilino resistente

2- INTRODUCCION

2.1-Importancia del tema

Staphylococcus aureus es un importante patégeno del hombre, capaz de causar una gran
variedad de infecciones, desde impétigo hasta infecciones severas con riesgo de vida.
También es un integrante habitual de la microbiota de portadores asintomaticos, quiénes
constituyen una fuente de dispersion. La trasmision de este microorganismo puede ser por
contacto de persona a persona, a través de objetos contaminados o por animales
domésticos, como ganado vacuno, cerdos y mascotas de compaiia.

Traumas accidentales o provocados por intervenciones médicas que dafian la barrera
constituida por la piel, asi como otras enfermedades de base (diabetes, enfermedad renal
crénica) o diferentes niveles de inmuno-compromiso constituyen factores predisponentes
para las infecciones estafilococicas.

S. aureus es naturalmente sensible a todos los antibidticos, pero ha demostrado poseer una
extraordinaria habilidad para adquirir resistencia, ya que han sido desarrollados por este
microorganismo mecanismos contra la mayoria de los antibioticos disponibles.

Esta resistencia representa una carga considerable para el sistema de salud,
fundamentalmente por las infecciones y brotes hospitalarios causados por SAMR-hosp. En
2007 se registraron en Europa, aproximadamente 170.000 infecciones hospitalarias por
SAMR, las cuales implicaron un millén de dias extras de internacién (European Centre for
Disease Prevention and Control, 2013).

Ademas de la elevacion de los costos, estas infecciones aumentan la carga de enfermedad y
la mortalidad. En 2005 se registraron 94.000 infecciones hospitalarias por SAMR en
Estados Unidos, con mas de 18.000 muertes (Klevens et al., 2007).

Por lo tanto, se recomienda realizar cultivos de vigilancia para identificar pacientes
colonizados por SAMR al momento del ingreso al hospital, de manera de instrumentar
medidas de aislamiento e impedir la transmision a otros pacientes. Se estima que el 85% de
esos pacientes colonizados por SAMR no serian detectados por los cultivos realizados para
diagnodstico. Ademas, un tercio de los pacientes colonizados desarrollaran una infeccion
por SAMR durante o en los meses posteriores a su hospitalizacion, por lo que también se
recomienda que sean “descolonizados” (Davis et al., 2004). Esta doble estrategia de
busqueda y descolonizaciéon ha logrado reducir las tasas de infeccion por SAMR en

algunos paises como Reino Unido.
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Sin embargo, una nueva amenaza surgi6 a partir de la década del noventa: SAMR-com.
Estos aislamientos se diseminan mdés velozmente, dando lugar a epidemias de enormes
proporciones, como las ocurridas en Estados Unidos y mas recientemente en Uruguay. Son
capaces de causar, en algunos casos, cuadros clinicos de inusitada gravedad y muerte,
cuadros que no habian sido observados anteriormente, como la neumonia necrosante, en
pacientes jovenes sin factores de riesgo. SAMR-com posee atributos de virulencia

especificos, como la leucocidina Panton-Valentine.

2.2- Staphylococcus aureus y su relevancia clinica

2.2.1- Microorganismo

Staphylococcus aureus ssp. aureus pertenece al género Staphylococcus de la familia
Staphylococacceae. Las bacterias pertenecientes a este género son cocos Gram positivos de
0.5 a 1.5 um de didmetro, que se agrupan en racimos (Figura 1) y son cultivables en
medios microbiologicos simples. Las colonias de S. aureus son usualmente grandes
(didmetro mayor a 1 mm), circulares, levemente elevadas, lisas y generalmente con
e pigmentacion amarilla.

S.  aureus se caracteriza por ser un
microorganismo anaerobio facultativo, no movil,
no formador de esporas y que se identifica por ser

positivo para los ensayos de catalasa, coagulasa y

ADNasa (estos dos ultimos ensayos permiten

diferenciarlo del resto de las especies del género

Figura 1. Tincion de Gram de 5. aureus
Staphylococcus).

2.2.2- Relacion huésped — microorganismo

En su relacion con el hospedador, S. aureus puede formar parte de la microbiota normal o
ser agente de infecciones, incluyendo procesos invasivos severos.

Ya en el afio 1882, Ogston nombro a los cocos en racimos que observo en materiales
purulentos de abscesos humanos, como Staphylococcus (del griego, “staphyle” racimos de
uva) para diferenciarlos de los cocos en cadena del género Streptococcus (Ogston, 1882).
Posteriormente, en 1884, Rosenbach aislo cepas pertenecientes al género, que nombro

Staphylococcus aureus (del latin, “aurum” oro) por la pigmentacion de sus colonias.
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El principal nicho ecoldgico de S. aureus lo constituyen las narinas, pero el
microorganismo puede ser aislado de otros sitios himedos como axilas, vagina, recto o
perineo. S. aureus coloniza aproximadamente al 30% de la poblacidon en general y mas de
50% de diabéticos, usuarios de drogas intravenosas o personal de la salud (Archer, 1998).
La portacién asintomdtica constituye un reservorio para la infeccion del hospedador
(Kluytmans et al., 1997), asi como también para la transmisiéon de persona a persona
(Wertheim et al., 2005). S. aureus no solamente coloniza y causa infeccion en humanos,
sino también en algunos animales domésticos y de granja, los cuales también actian como
vehiculos en la transmision (Lowy, 2011).

El rango de huésped esta condicionado por las vias que el microorganismo utiliza para la
adquisicion de hierro, a través de un receptor bacteriano que tiene mayor afinidad por la
hemoglobina humana que por la de otros huéspedes. Esta caracteristica puede transferirse
horizontalmente y permite saltos interespecificos (Pishchany et al., 2010).

La piel y las mucosas sanas constituyen una barrera que previene la infeccion, sin
embargo, si S. aureus penetra en los tejidos subcutaneos por un trauma en dicha barrera, es
capaz de proliferar en esos tejidos blandos y también de causar una infeccion generalizada.
Las personas inmunocoprometidas o aquellas con dispositivos terapéuticos invasivos como

catéteres son particularmente vulnerables a la infeccion.

2.2.3- Factores de virulencia

S. aureus despliega un arsenal de factores de virulencia (Figura 2), estructurales y de
secrecion, los cuales juegan distintos roles en la patogenicidad.

Es importante destacar que no todas las cepas poseen los mismos factores de virulencia y
muchas veces la presencia de éstos se encuentra asociada a un determinado tipo clonal
(Peacock et al., 2002).

Los distintos factores de virulencia pueden agruparse en componentes de pared celular,
proteinas de superficie, enzimas y toxinas. Su expresion se encuentra regulada segin la
etapa de infeccion; asi, en el establecimiento del proceso infeccioso, cuando S aureus se
encuentra en fase de crecimiento exponencial, se expresan los factores asociados a la
adhesion y durante la infeccion se expresan enzimas y toxinas que permiten la invasion, la
destruccion de los tejidos y la formacion de metastasis en otros sitios del organismo. Las

toxinas son producidas en la fase estacionaria (Gordon & Lowy, 2008).
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Proteinas de superficie Proteinas de secrecion
A Coagulasa Enterotoxing
Prateina A ‘ ‘ TS57-1
- - ; l o- Toxina

Proteina de unidn
a elastina

 m

Proteina de union

al colégeno
Proteina de union Membrana
a fibronectina d citoplasmitica
Factor de aglutinacian L
Repetidos
Dominio unian-pared Daminio union-ligando
celular

Figura 2. Factores de virulencia de S. aureus. A, proteinas de superficie y de secrecion; B
y C, secciones de la envoltura celular. Adaptado de Lowy (Lowy, 1998)

2.2.3.1- Componentes de pared celular

La pared celular estd compuesta por una gruesa capa de peptidoglicano que mantiene la
rigidez de la misma, estimula la quimiotdxis, induce la formacion de anticuerpos
opsonizantes y participa en la activacion del complemento desencadenando la inflamacion.
Los 4acidos teicoicos unidos al peptidoglicano o a la membrana citoplasmatica, tienen
funcion antifagocitica.

La presencia de capsula polisacaridica es variable y se asocia a la evasion del sistema
inmune del huésped por su accidon antifagocitica (principalmente serotipos 5 y 8) (Gordon

& Lowy, 2008).

2.2.3.2- Proteinas de superficie, MSCRAMMs (del inglés, “microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules”)

Estas proteinas median la adhesion a los tejidos del huésped. La proteina A se une a la
porcion Fc de inmunoglobulinas (IgG) y previene la opsonizacion (Gordon & Lowy,
2008).

Otras proteinas de superficie involucradas en la adhesion y agregacion bacteriana son: la
proteina de union al colageno, la proteina de union a la fibronectina y el factor de

aglutinacion (coagulasa ligada) (Gordon & Lowy, 2008).
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2.2.3.3- Enzimas

Proteasas, lipasas, nucleasas, fofolipasa C y hialuronidasa se encuentran asociadas a la
invasion y destruccion de los tejidos (Gordon & Lowy, 2008).
La coagulasa libre al igual que el factor de aglutinacion, participa en la agregacion

bacteriana con formacion de coagulos.

2.2.3.4- Toxinas

Las hemolisinas (a, B, y y 6) poseen accion citolitica sobre variedad de células (leucocitos,
eritrocitos, fibroblastos) participando asi en la destruccion de los tejidos del huésped.

Las enterotoxinas (SEA a SEQ, no F) estan relacionadas con la intoxicacion alimentaria
(Gordon & Lowy, 2008).

Las exfoliatinas A y B causan lesion a la epidermis y son responsables del sindrome de la
piel escaldada (Prevost ef al., 2003).

La leucocidina Panton-Valentine es una citotoxina que dafia las membranas de los
leucocitos, formando poros (también genera necrosis de piel), por la accidon sinérgica de
dos proteinas, designadas S y F (LukS-PV y LukF-PV, respectivamente). Todas las cepas
PVL positivas, producen ambas proteinas S y F, asi como también tres proteinas para la y-
hemolisina (HlgA, HigB y HlgC) (Prevost et al., 1994).

Las proteinas LukS-PV y LukF-PV son codificadas por dos genes (lukS-PV'y lukF-PV,
respectivamente), separados por una timina, que se cotranscriben, y estan ubicados en un
bacteriofago (Kaneko et al., 1997, Prevost et al., 1995b, Prevost et al, 1995a).

La PVL ha sido detectada en menos del 5% de S. aureus aisladas de hospitales (Prevost et
al., 1995b). En contraste, ha sido detectada en 93% de cepas asociadas a forunculosis, 85%
de cepas asociadas a neumonia necrosante adquirida en la comunidad, 55% de cepas
asociadas a celulitis, 50% de cepas de abscesos cutaneos, 23% de cepas de osteomielitis y
en 13% de panadizos. La PVL no ha sido identificada en cepas asociadas a endocarditis,
mediastinitis, neumonia hospitalaria, infeccion urinaria ni al sindrome de shock toxico
(Lina et al., 1999).

Los aislamientos de SAMR de origen comunitario cominmente poseen los genes para
PVL, raramente detectados en las cepas de SAMR hospitalarias (Vandenesch et al., 2003,
Naimi et al., 2003).
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La toxina de sindrome de shock téxico 1 (TSST-1), codificada por el gen cromosdémico
tst, esta clinicamente asociada con el sindrome de shock toxico (Prevost et al., 2003, See &
Chow, 1989). Primariamente se la denomin6 enterotoxina F porque esta sintomaticamente
relacionada a las enterotoxinas, pero existe poca homologia de aminoacidos entre éstas
(Blomster-Hautamaa et al., 1986).

Tanto las enterotoxinas, como las exfoliatinas y la TSST-1 actiian como superantigenos
activando directamente a los linfocitos T, provocando una “tormenta de citoquinas”, lo que

puede conducir a un shock séptico (Gordon & Lowy, 2008).

2.2.4- Tipos de infeccion

S. aureus es agente causal de infecciones de piel y partes blandas; de procesos invasivos
(acceso al torrente sanguineo, formacion de abscesos metastasicos, sepsis) y de infecciones

mediadas por toxinas.

2.2.4.1- Infecciones de piel y partes blandas (IPPB): se trata de infecciones que afectan
la epidermis y la dermis, asi como también la grasa subcutanea, la fascia y el musculo. S.

aureus es el agente causal mas frecuente de IPPB (Dryden, 2010).

Impétigo: afecta la epidermis y consiste en una pequefia vesicula que luego se rompe con
diseminacion superficial, formandose una costra seca. El impétigo ampolloso se caracteriza
por grandes ampollas en el sitio de infeccion, que derivan en zonas costrosas. Es una

afeccion frecuente en ninos (Lopez & Sanders, 2004).

Foliculitis: afecta al foliculo piloso y aparece con mayor frecuencia en axilas, cara, cuello
y nalgas. Se trata de una infeccidn menor, que se manifiesta como péapulas eritematosas

con un componente pustuloso central (Lopez & Sanders, 2004).

Forunculosis: consiste en pequefios abscesos que aparecen en la region del foliculo piloso,
que suelen recidivar y convertirse en una enfermedad recurrente. Se presenta como un
nddulo inflamatorio doloroso que se extiende a la dermis. En general, los sujetos con
forunculosis recurrente suelen ser portadores nasales.

El cuadro clinico se denomina antrax cuando existe un grupo de fortinculos confluentes

que segregan pus de multiples fistulas, dolorosos y con fiebre. Otros abscesos cutaneos
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diferentes de forunculos y antrax, son los nddulos eritematosos subcutaneos asociados a

dolor y edema local (Lopez & Sanders, 2004).

Celulitis: consiste en un proceso infeccioso inflamatorio agudo que afecta la parte mas

profunda de la dermis y la grasa subcutanea.

Infeccion de heridas: especialmente quirirgicas o traumaticas (cortes, quemaduras).

Infeccion de piel debida a toxinas: en esta categoria se incluye el sindrome de la piel
escaldada, producido por el pasaje de la toxina exfoliatina del foco de infeccion al torrente
sanguineo y luego a la piel, generando ampollas con la subsiguiente descamacion de la

epidermis.

2.2.4.2- Infecciones invasivas: si la bacteria vence las diferentes barreras de defensa del
huésped y accede al torrente sanguineo, puede producirse diseminacion a otras regiones del
cuerpo normalmente estériles, ocasionando cuadros invasivos como neumonia Yy
endocarditis. La bacteriemia, definida como la presencia de bacterias viables en la sangre

puede evolucionar a sepsis con falla multiorgénica.

2.2.4.3- Infecciones mediadas por toxinas:

El sindrome de shock toxico es un cuadro clinico caracterizado por fiebre, hipotension,
exantema cutaneo en manos y pies y falla renal. El mismo puede evolucionar al shock

séptico en 48 horas.

Las intoxicaciones alimentarias son producidas por cepas productoras de enterotoxinas
termoestables, las cuales generan un cuadro transitorio de intoxicacion con diarrea y

vOomitos.

2.2.5- Genoma

El genoma de S. aureus posee un tamafio aproximado de 2.9 Mb con aproximadamente 7%

constituido por elementos genéticos moviles como transposones, islas gendmicas
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(patogenicidad, resistencia), plasmidos y profagos, los cuales codifican, entre otros,
determinantes de resistencia a los antibidticos y factores de virulencia.

En 2001 Kuroda y cols. secuenciaron el genoma de dos cepas de Staphylococcus aureus
meticilino resistente de origen hospitalario, N315 y Mu50 (aisladas en 1982 y 1997,
respectivamente). Ambas cepas poseen un casete cromosdémico denominado SCCmec (del
inglés, “Staphylococcal Cassette Chromosome mec”) tipo II, que contiene el gen mecA de
resistencia a meticilina, junto con genes de resistencia a otras familias de antibidticos.
También se identificaron genes de resistencia en plasmidos o en otros elementos genéticos
moviles. Ambas cepas poseen tres islas de patogenicidad, que codifican para la toxina de
shock toxico, enterotoxinas y exotoxinas (Kuroda et al., 2001).

En 2002, Baba y cols. publicaron la secuencia completa del genoma de una cepa de S.
aureus meticilino resistente adquirida en la comunidad, MW2, causante de septicemia fatal
y artritis séptica, que fue aislada en Dakota en 1998. MW?2 presentaba una nueva forma de
SCCmec que fue identificada como tipo IVa. El SCCmec tipo IVa no posee ningun otro
gen de resistencia a antibioticos aparte de mecA. La PVL fue localizada en un segmento
fagico, ademas de 19 genes adicionales de virulencia organizados en islas genomicas
(Baba et al., 2002).

Otro genoma secuenciado fue el de SAMS476, una cepa de S. aureus adquirida en la
comunidad, perteneciente al principal clon asociado con enfermedad de origen comunitario
que también contiene a MW2. SAMS476 es resistente a penicilina (genes que codifican -
lactamasas) y acido fusidico, pero susceptible a meticilina. Contiene un elemento SCC 74
similar tanto en estructura como en localizacion a SCCmec pero carente del gen mecA,
aunque posee un gen de resistencia al acido fusidico. También carece de la PVL presente
en MW2 (Holden et al., 2004).

En 2006 se publico el genoma completo de una cepa de SAMR denominada USA300,
agente de infecciones adquiridas en la comunidad en Estados Unidos, Canad4 y Europa.
Contiene diferentes elementos genéticos moviles: el SCCmec tipo IV con mecA y un gen
de resistencia a ciprofloxacina; la isla genomica ACME (del inglés, “Arginine Catabolic
Mobile Element”); islas de patogenicidad codificantes de enterotoxinas; profagos (entre
ellos el que codifica la PVL) y plasmidos de resistencia a otros antibidticos (Diep et al.,
2006).

Se destaca la habilidad de S. aureus para adquirir genes por transferencia horizontal; estos

elementos genéticos moviles que codifican determinantes de resistencia y de virulencia le
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confieren ventajas selectivas en la adaptacion a su huésped (Kuroda et al., 2001, Diep et

al., 2006).

2.3- Resistencia a los antibioticos

S. aureus es naturalmente susceptible a los antibidticos y la resistencia ha sido adquirida
generalmente por transferencia horizontal de genes desde una fuente externa a la especie.
Fue contra este microorganismo, por su susceptibilidad natural a la penicilina, que

Alexander Fleming desarroll6 sus primeros ensayos inaugurando asi la era antibiotica.

2.3.1- Resistencia a B-lactamicos

Los antibioticos P-lactdmicos inhiben la sintesis de pared celular por su unién a las
proteinas PBPs (del inglés, “Penicillin Binding Proteins”), las cuales participan en las

etapas finales de la sintesis del peptidoglicano.

2.3.1.1- Resistencia a penicilina

La resistencia a penicilina se debe a la produccion de una penicilinasa plasmidica (gen
blaZ), 1a cual hidroliza el anillo B-lactamico. La penicilinasa no hidroliza a las penicilinas
semisintéticas, ni a las cefalosporinas, ni a los carbapenems.

Inmediatamente después de la introduccion de la penicilina en 1941, se reportaron cepas de
S. aureus resistentes en los hospitales (1942), y una década mas tarde fueron aisladas en la
comunidad (Chambers & Deleo, 2009). Actualmente mas del 95% de las cepas de S.
aureus son productoras de penicilinasa por lo cual la penicilina se ha dejado de utilizar

para el tratamiento de las infecciones causadas por este microorganismo.

2.3.1.2- Resistencia a meticilina

La meticilina fue introducida en 1960 para el tratamiento de infecciones causadas por
cepas resistentes a penicilina. Ya en 1961 se reportaron las primeras cepas resistentes en
los hospitales; pero esta vez tardarian 3 décadas en aparecer cepas resistentes en la

comunidad (Chambers & Deleo, 2009).
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La resistencia a meticilina y a todos los B-lactamicos, esta determinada por la presencia del
gen mecA, el cual codifica para una PBP alternativa, la PBP2a de baja afinidad por estos
antibioticos (Hartman & Tomasz, 1981, Archer et al., 1994).

La PBP2a cataliza la formacion de la pared cuando las otras PBPs resultan inactivadas por
los B- lactamicos. El gen mecAd, altamente conservado, esta localizado en el elemento
genético movil variable SCCmec (Ito et al., 1999, Katayama et al., 2000).

Las cepas portadoras del gen mecA pueden presentar el fenotipo homotipico, en el cual
toda la poblacion presenta altos niveles de resistencia; o heterotipico donde solamente un
pequefio porcentaje de la poblacion presenta resistencia a concentraciones mayores a 10
ng/mL. Estos fenotipos pueden detectarse utilizando el disco de oxacilina. La
heteroresistencia se manifiesta como un doble halo o por la presencia de colonias
dispersadas uniformemente dentro del halo de inhibicién producido por la poblacién
sensible al antibidtico.

El SCCmec estd compuesto por el complejo ccr, el cudl codifica recombinasas; y por el
complejo mec que porta el gen mecA. Puede contener también genes de resistencia a otros
antibioticos no P-lactamicos en transposones o en copias integradas de plasmidos
(Katayama et al., 2000). Los segmentos adyacentes a los complejos ccr y mec se
denominan regiones J (J1-J3).

Los distintos tipos de SCCmec se definen seglin la combinacion del tipo de complejo ccr 'y
del tipo de complejo mec y han sido nombrados sucesivamente (a medida que han sido
identificados) con numeros romanos. También se han definido subtipos de SCCmec por las
variaciones en la estructura de la region J; por ejemplo SCCmec tipo IV ha sido
subdividido en IVa, IVb, IVc y IVd basado en diferencias en la region J1 (Hanssen &
Ericson, 2006).

El complejo ccr, cuya funcion es la integracion del SCCmec al genoma bacteriano, posee
en la mayoria de los casos, dos genes adyacentes, ccrd y ccrB para recombinasas sitio
especifico, o el gen ccrC (Chambers & Deleo, 2009). En funcion de las variantes que
presentan estos genes, los complejos ccr son designados ccrAB1, ccrAB2, ccrAB3, ccrAB4
y ccrC.

El complejo mec posee el gen mecA, elementos regulatorios (mecRI y mecl o AmecRI) 'y
secuencias de insercion (IS431, IS1272). Han sido identificadas 5 clases (A-E) de complejo
mec, con diferencias en la composicion de los elementos regulatorios y las IS (Katayama et

al.,2001) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquemadtica de los SCCmec tipos 1 a V. Adaptada de

Deurenberg (Deurenberg & Stobberingh, 2008).
Hasta el momento se han identificado 11 tipos de SCCmec (Ito et al., 2014).

La tabla 1 muestra la composicion de ccr y complejo mec de los SCCmec tipo I al VIII y

sus respectivos tamafios.

Tabla 1. Composicion de los SCCmec tipo [ a VIII

| II 111 IV A\ VI VII VIII

COMPLEJO mec B A A B C2 B Cl1/C2 A
COMPLEJO ccr ABI1 AB2 AB3 AB2 C AB4 C2yC8 AB4
TAMANO (kb) 34 53 67 21-24 28 24 41-49 32

(Chambers & Deleo, 2009)

El gen mecA ha sido identificado en varias especies del género Staphylococcus (S.
epidermidis, S. saprophyticus) conservando mas de 98% de homologia (Tsubakishita et al.,
2010). Sin embargo, ocasionalmente se han identificado genes similares a mecA4 cada vez
mas divergentes, entre ellos, una variante denominada mecC. Este gen presenta solamente
62% de homologia con mecA y fue descubierto en Europa, en cepas de S. aureus con
SCCmec tipo XI asociadas a fallas en el tratamiento (Shore et al., 2011). Esta variante
resistente puede no ser detectada por los ensayos de sensibilidad comerciales y de
deteccion de mecA convencionales, por lo que se hace necesario implementar nuevos

métodos para su deteccion (Laurent et al., 2012).
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Otro mecanismo de resistencia a meticilina, no asociado al gen mecA, debido a una
hiperproduccion de penicilinasa como resultado de mutaciones en el sistema de regulacion,

se encuentra a muy baja frecuencia y no ha sido identificado en nuestro pais.

2.3.2- Resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptogramina B

El mecanismo de accion de estos antibidticos es por inhibicion de la sintesis proteica al
unirse al ribosoma.

Uno de los fenotipos de resistencia observados es el que expresa resistencia a macrélidos
(eritromicina) y estreptogramina B pero no a
clindamicina, denominado fenotipo MSg  Este
mecanismo es mediado por el gen msrd que
codifica para un sistema de eflujo, capaz de
bombear al antibidtico fuera de la célula. En la

prueba de disco difusion este fenotipo se evidencia

como muestra la figura 4.

Figura 4. Prueba de disco difusion ) ) )
de eritromicina (E) y clindamicina Otro fenotipo es el que confiere resistencia a

(CC). Fenotipo de resistencia MSg
(Steward et al., 2005)

macrolidos,  lincosamidas  (clindamicina) vy
estreptogramina B, denominado MLSg; debido a la
presencia de una metilasa (codificada por genes erm) que modifica el ARNr 23S e inhibe
la unién de cualquiera de estas 3 familias de antibioticos.

El fenotipo MLSg puede ser constitutivo (¢c(MLSg), por expresion continua de la metilasa o
inducible (iMLSg) cuando se expresa in vitro en presencia de un macrolido como
eritromicina. En la prueba de disco difusion se puede detectar la variedad de fenotipos de
resistencia, colocando los discos de eritromicina y clindamicina, a una distancia de 15-26
mm de borde a borde (Prueba de induccion). El fenotipo inducible se manifiesta como un
achatamiento del halo de inhibicion de clindamicina, en forma de “D”.

Los dos fenotipos de induccion se denominan D y D+, y los constitutivos R y HD (Figura
5), dependiendo de si presentan un comportamiento homotipico o heterotipico, en cada

caso respectivamente.

15



Staphylococcus aureus meticilino resistente

Figura 5, Prueba de disco difusion. Fenotipos MLS; v sus
genotipos asociados. Adaptado de Steward (Steward er al., 2005).

2.3.3- Resistencia a glicopéptidos

Los glicopéptidos (vancomicina, teicoplanina) inhiben la sintesis de la pared celular al
unirse al pentapéptido naciente por su terminal D-Ala-D-Ala.

La vancomicina es la terapia de eleccidon en pacientes con cuadros severos por S. aureus,
por la alta prevalencia de cepas hospitalarias multiresistentes.

Un aislamiento se define resistente a vancomicina y se denomina VRSA (del inglés,
“Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus”) cuando posee una concentracion
inhibitoria minima (CIM) mayor o igual a 16 pg/mL. Si el aislamiento posee una CIM
entre 4-8 png/mL se define como de sensibilidad disminuida o intermedia y se nombra
VISA (del inglés, “Vancomycin Intermediate Staphylococcus aureus”). Se define como
sensible a vancomicina y se denomina VSSA (del inglés, “Vancomycin Sensible
Staphylococcus aureus ) cuando posee una CIM menor o igual a 2 ug/mL.

El mecanismo de resistencia alta a vancomicina se debe a la presencia del locus vand, que

se habia diseminado previamente en cepas de Enterococcus faecalis. Este locus contiene
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genes que codifican para enzimas que sintetizan D-Ala-D-Lac en lugar de D-Ala-D-Ala,
terminal del pentapéptido que no es reconocida por el antibiotico.

El fenotipo heteroresistente de VISA (hVISA) presenta una CIM a vancomicina clasificada
como susceptible, pero contiene subpoblaciones que pueden crecer a concentraciones
mayores, lo que hace necesario implementar nuevos métodos para su deteccion.

Las cepas hVISA no presentan el locus vanAd y se desconoce el mecanismo de resistencia
exacto, pero se ha hipotetizado sobre un mecanismo de “trampas de afinidad” donde la
vancomicina se uniria a “blancos falsos” en la pared celular en lugar de a la terminal D-
Ala-D-Ala del pentapéptido (Sieradzki et al, 1999). Fenotipicamente, las cepas VISA y
hVISA se diferencian de las cepas sensibles por crecer mas lentamente y presentar
variaciones de tamafo y de pigmentacion de las colonias en cultivo.

El método de referencia para identificar hVISA es el analisis poblacional “PAP- AUC”
(del inglés, “Population Analysis Profile- Area Under Curve”) pero existen varios métodos
de tamizaje mas accesibles para laboratorios de diagnéstico. Uno de estos es el
macrométodo epsilométrico, el cual se basa en tiras de plastico con un gradiente del
antibidtico. Normalmente se utiliza para determinar la CIM pero en este caso, utilizando un
indculo mayor y un tiempo mas prolongado de incubacion, permite identificar estos

aislamientos con susceptibilidad disminuida a vancomicina.
2.4- Evolucion de la resistencia en S. aureus

Desde el inicio de la era antibidtica, S. aureus ha ido adquiriendo genes de resistencia, pero
el mayor impacto clinico corresponde a los sucesivos pasos de adquisicion de resistencia a
B-lactamicos que, segun Chambers, podrian equipararse a “ondas de resistencia” (Figura 6)
(Chambers & Deleo, 2009). La primera se evidencia luego de la introduccion de la
penicilina, con la apariciéon de cepas resistentes al antibiotico. La segunda, luego de la
introduccion de la meticilina con el aislamiento de la primera cepa SAMR, que contenia el
gen mecA en un casete SCCmec de tipo 1. La tercera onda corresponde a la emergencia de
cepas de SAMR con SCCmec tipos 11 y 111, que incorporaron resistencia a otras familias de
antibidticos y se distribuyeron ampliamente en los hospitales. La cuarta onda comenz6 con
la emergencia de SAMR en la comunidad, cepas sensibles a la mayoria de los antibidticos

no B- lactamicos, con SCCmec tipo IV y PVL.
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El segundo mecanismo de resistencia en importancia clinica corresponde a los
glicopéptidos, en especial vancomicina, ya que en muchos casos era la Uinica opcion de
tratamiento de S. aureus multiresistentes.

La vancomicina fue introducida en el afio 1958 y recién en 1995 se reporto en Francia el
primer aislamiento VISA (Ploy et al., 1998). En 1996 y 1997 se reportaron los primeros
casos en Japon y en Estados Unidos, respectivamente. En el afio 2002 se documentaron dos
casos de VRSA en Estados Unidos (Minnesota Department of Health, 2004).

En America Latina no habian sido reportados casos de VRSA hasta marzo del afio 2013
cuando en el marco del “XIII Workshop de Resistencia Bacteriana” se notifico el primer
aislamiento de una cepa VRSA en Brasil, que fue aislada de bacteriemia, en un paciente
tratado con glicopéptidos y colonizado por Enterococcus faecalis (E. faecalis); esta cepa

posee el gen vanA y pertenece a un clon comunitario (Rossi & Arias, 2013).

! A
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Resistencia SAMR-com
Introduccion VRSA
Meticilina VISA
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Penicilina
SAMR Il y 11l
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Resistenciaa
Penicilina
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Figura 6. Evolucion de la resistencia en S. aureus. Adaptado de Chambers (Chambers &
Deleo, 2009)

La Red Nacional de Vigilancia de la Resistencia a Antimicrobianos en Uruguay reporto
porcentajes de resistencia a diferentes antibidticos en aislamientos de S. aureus

hospitalarios (Tabla 2). Entre 2003 y 2005 las cepas SAMR hospitalarias representaban
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aproximadamente el 50% de los aislamientos de S. aureus. Entre 2006 y 2008 se observo
una tendencia decreciente, que en 2008 alcanz6 el 30%. Generalmente, las cepas SAMR
presentaban también resistencia a eritromicina y clindamicina y en menor medida a
ciprofloxacina y gentamicina. Los porcentajes de resistencia a trimetroprim/sulfametoxazol
y rifampicina eran bajos y no se detectaba resistencia a vancomicina (OPS, 2003-2008). La
resistencia a meticilina se detectd mediante el uso de los discos de oxacilina y cefoxitin; la
oxacilina resulta mas estable que la meticilina en las pruebas in vitro y el cefoxitin

promueve un mayor nivel de expresion de mecA.

Tabla 2. Porcentajes de resistencia en cepas de S. aureus. Uruguay (2003-2008)

ANO /n OXA %R FOX%R ERI%R CLI%R CIP%R SXT%R GEN%R VAN%R RIF%R

2003/220 47 55 29 27 17 25 0
2004/1431 62 44 17 16 7 14 0 6
2005/741 56 54 43 25 24 12 21 0
2006/327 41 38 33 28 21 4 11 0
2007/300 39 38 41 36 24 5 14 0 4
2008/172 30 30 21 20 19 6 20 0 0

OXA: oxacilina; FOX: cefoxitin, ERI: eritromicina; CLI: clindamicina; CIP:
ciprofloxacina; SXT: trimetroprim/sulfametoxazol; GEN: gentamicina; VAN:

vancomicina; RIF: rifampicina. Se incluy6 la categoria de sensibilidad intermedia en la de

resistencia (OPS, 2003-2008).

2.4.1- Staphylococcus aureus meticilino resistente: origen y evolucion

SAMR se aislé por primera vez en Inglaterra en 1961, un afio después que la meticilina se
habia incorporado al tratamiento y desde 1970 se ha convertido en una de las principales
causas de infecciones nosocomiales en todo el mundo.

La evidencia sugiere que SAMR ha surgido debido a eventos de transferencia horizontal
entre especies del género Staphylococcus. En Staphylococcus sciuri se identificd un gen
mecA homologo al de S. aureus. Si bien esta cepa era naturalmente susceptible a los B-
lactamicos, los mutantes generados en presencia de altas concentraciones de meticilina

mostraban un aumento drastico en la tasa de transcripcion de mecA (mutacion puntual del
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promotor). Ademas se comprobd que este gen introducido en una cepa de S. aureus
meticilino sensible revertia el fenotipo a resistente (Wu et al., 2001).

Otra evidencia de transferencia horizontal dentro del género Staphylococcus fue el
hallazgo de una cepa de SAMR que contenia un gen mecA idéntico al que presentaba un
Staphylococcus epidermidis del mismo paciente (Wielders ef al., 2001).

Algunas secuencias presentes en los SCCmec de SAMR también han sido detectadas en
otras especies del género, como la IS§7272 de los tipos 1 y IV en Staphylococcus
haemolyticus.

Si bien el gen mecA posee una secuencia altamente conservada, la diversidad de SCCmec
evidencia que los distintos linajes serian el resultado de multiples eventos de introduccion
del gen mecA en linajes exitosos de SAMS (Enright et al., 2002). Primariamente se
postulaba que todas las cepas de SAMR habian evolucionado de un ancestro unico que

habia adquirido mecA en un solo evento (Kreiswirth et al., 1993).

2.4.2- Métodos de estudio

Entre las técnicas utilizadas para comprender el origen y la diversidad de los distintos
clones de SAMR, se destacan la electroforesis en campos pulsados (PFGE, del inglés,
“Pulsed Field Gel Electrophoresis”), la tipificacion de secuencias multilocus (MLST, del
inglés, “Multilocus Sequence Typing”) y la tipificacion de SCCmec.

El criterio para considerar a determinados aislamientos de SAMR como pertenecientes a
un mismo clon es que compartan un mismo secuenciotipo (ST, del inglés, “Sequence
Type”) y el mismo tipo SCCmec (Enright et al., 2002).

La PFGE posee un alto poder discriminatorio para analisis epidemioldgicos locales ya que
detecta pequefias variaciones generadas en periodos relativamente cortos de tiempo.
Estudia los polimorfismos electroforéticos de fragmentos de ADN del genoma completo,
generados por una enzima de restriccion de corte poco frecuente, como Smal. Este método
requiere una estricta estandarizacion de protocolos y sistematizaciéon de la nomenclatura
para poder comparar los resultados. Resulta menos apropiado para el estudio de la historia
evolutiva de los clones a nivel mundial (Aires de Sousa & de Lencastre, 2004).

El MLST se basa en la secuenciacion de 7 fragmentos de genes que codifican para enzimas
metabolicas esenciales. Cada aislamiento es definido por los alelos de los 7 genes que
configuran un perfil alélico o secuenciotipo. Un complejo clonal (CC) estd compuesto por

ST que comparten al menos 5 de los 7 alelos con al menos uno de los integrantes del CC.
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Esta técnica es adecuada para estudios del origen y evolucion de los clones y los resultados
generados se depositan en una base de datos internacional de libre acceso (Deurenberg et
al., 2007).

La tipificacion de SCCmec ha sido implementada por diversos protocolos, los dos mas
utilizados son la PCR multiple de Oliveira y cols., que detecta el gen mecA y diversos loci
en los SCCmec del I al IV y la PCR desarrollada por Ito y cols. que detecta la presencia de
diferentes ccr y determina la estructura del complejo mec (Oliveira & de Lencastre, 2002,

Ito et al., 2001).

2.4.3- Staphylococcus aureus meticilino resistente de origen hospitalario

La primera cepa de SAMR aislada en 1961 pertenecia al clon arcaico. Desde entonces las
infecciones por SAMR-hosp han sido ocasionadas por un numero limitado de clones que
se han diseminado internacionalmente. Los principales clones epidémicos causantes de
infecciones a nivel hospitalario (Tabla 3) se denominan en su mayoria segun el lugar donde
han sido descriptos inicialmente, aunque luego se hayan expandido a nivel mundial (Figura

7).

Tabla 3. Principales clones epidémicos de SAMR-hosp.

NOMBRE DEL CLON CC S SCCmec
Brasilero 8 239 I
Arcaico 8 250 I
Ibérico 8 247 I
Pediatrico 5 5 v
New York/Japon, USA100 5 5 I
EMRSA-16, USA200 30 36 I
Berlin, USA600 45 45 v
EMRSA-15 22 22 v

CC: complejo clonal; ST: secuenciotipo
Adaptada de Deurenberg (Deurenberg ez al., 2007)
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Figura 7. Esquema de distribucion de seis clones epidémicos de SAMR-hosp (Aires de
Sousa & de Lencastre, 2004).

Mas recientemente han surgido nuevos clones que han ido reemplazando a los anteriores,
¢éstos se caracterizan por poseer resistencia a menos antibidticos, como el caso del clon

cordobés (ST5, SCCmec 1) (Sola et al., 2002) y de EMRSA-15y 16.

2.4.4- Staphylococcus aureus meticilino resistente de origen comunitario

A partir de la década del '80 aparecieron algunos reportes puntuales de casos de
infecciones por SAMR en la comunidad, afectando a individuos inmunocomprometidos,
diabéticos y usuarios de jeringas (Bannerman, 2003). Es decir, no correspondian
estrictamente a la definicion de “comunitario” ya que las personas afectadas constituian
grupos de riesgo, probablemente sometidos a tratamientos y/o internados recientemente.

El primer reporte a nivel mundial de S. aureus meticilino resistente estrictamente de origen
comunitario fue en comunidades aborigenes de Australia en 1993 (Udo ef al., 1993). Estas
cepas fueron aisladas de infecciones de piel y partes blandas en individuos que no poseian
factores de riesgo. Desde entonces diversos clones se han expandido a nivel regional y/o

mundial.
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Desde la aparicion de S. aureus en la comunidad han ido surgiendo diversas definiciones,
de manera de diferenciar conceptualmente SAMR-com de SAMR-hosp.

El CDC define una infeccidon de origen comunitario por SAMR como aquélla en la cual se
obtiene un cultivo positivo del microorganismo dentro de las 48 horas de la admision del
paciente o si se evidencid una infeccion al momento de ingresar. Ademas el paciente no
debe haber sido vinculado el ambito hospitalario en el ultimo afio (cirugias, dialisis,
residencia por periodos prolongados, uso de catéteres o sondas), ni tener antecedente de
una infeccion anterior por SAMR, ni portacion (Gorwitz et al., 2000).

Un cultivo positivo después de las 48 horas de la admision si el paciente no presentaba
signos de infeccion al ingresar, asi como infeccion en pacientes que han estado internados
en el ultimo afio, define cldsicamente a una infeccioén de origen hospitalario.

Sin embargo, existen algunas limitaciones para aplicar estas definiciones. Por un lado se ha
observado que el estado de portador asintomatico puede persistir durante meses y que la
mayor parte de los pacientes colonizados desarrollan una infeccion por SAMR a posteriori
del alta hospitalaria. Por otro lado, se ha comprobado que la permanencia en asilos de
ancianos o casas de salud constituye un riesgo alto, similar al de la hospitalizacion. Por lo
tanto, las definiciones actuales de infeccion hospitalaria o comunitaria se basan mas en
factores de riesgo y requieren un cuestionario bastante exhaustivo para arribar a una
conclusion.

Una limitacion adicional al uso de las definiciones cléasicas es que SAMR-com ha
comenzado a propagarse también en los hospitales en los paises donde la prevalencia de
SAMR-com es elevada como en Estados Unidos, infectando a los pacientes que
tradicionalmente se infectaban por SAMR-hosp (Klevens ef al., 2006).

Otro criterio que podria utilizarse es el microbiologico, ya que SAMR-com es fenotipica y
genotipicamente diferente de SAMR-hosp, generalmente susceptible a la mayoria de los
antibioticos no P-lactamicos, aunque también han aparecido algunas cepas resistentes.
Entre los aislamientos de SAMR-hosp a su vez, han surgido cepas con un perfil de mayor
sensibilidad que las que predominaban en décadas pasadas. Por lo tanto, una diferenciacion
basada en la sensibilidad a los antibioticos no P-lactamicos, solo seria aplicable a las cepas
completamente sensibles o completamente resistentes.

La mejor opcion para la diferenciacion entre cepas de SAMR-com y SAMR-hosp es
basarse en marcadores moleculares. Asi, se ha demostrado mediante PFGE y MLST que
SAMR-com y SAMR-hosp son genéticamente diferentes y no comparten secuenciotipos

(Tablas 3 y 4) (Groom et al., 2001, Naimi et al., 2001).
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La mayoria de los aislamientos de SAMR-com poseen los casetes SCCmec tipo IV, V o
VII (Deurenberg & Stobberingh, 2008).

Tristan y cols. postularon que la asociacion entre la presencia de PVL y SCCmec tipo IV o
V podia ser utilizada como marcador genético de SAMR-com (Tristan ef al., 2007). Sin
embargo, existen estudios que describen cepas SAMR-com PVL negativas con SCCmec
tipo IV (Kim et al., 2007).

Respecto al origen de SAMR-com, la hipdtesis con mayor consenso propone que el
SCCmec ha sido adquirido por cepas meticilino sensibles en la comunidad (Okuma et al.,
2002).

En el caso de Australia, Robinson y cols. plantean que los aislamientos de SAMR-com y
SAMR-hosp de ese pais comparten un ancestro comun, el clon originariamente meticilino-
sensible ST30, PVL positivo. Este clon habria adquirido el SCCmec tipo IV y se habria
constituido en el principal clon de SAMR-com en ese pais. Por otro lado habria adquirido
SCCmec tipo Il y se habria convertido en el clon pandémico hospitalario EMRSA-16
(Robinson et al., 2005).

Se han identificado cinco clones principales de SAMR-com PVL positivos que se han

diseminado mundialmente (Tabla 4).

Tabla 4. Principales clones epidémicos de SAMR-com.

NOMBRE DEL CLON S SCCmec
Europeo 80 80 v
Suroeste del Pacifico,USA1100 30 30 v
USA400 1 1 v
USA300 8 8 AY
USA1000 59 59 IVoVI

CC, complejo clonal; ST, secuenciotipo
Adaptada de Deurenberg (Deurenberg & Stobbering, 2008).

El SCCmec tipo V, que también ha sido observado en linajes de SAMR-com se asocia a

ST8, 59 y 45 (Deurenberg & Stobberingh, 2008).
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2.4.5- Antecedentes nacionales de SAMR-hosp
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En el periodo 1996-1998, nuestro laboratorio participé de un estudio
cooperativo realizado en 5 paises latinoamericanos para caracterizar
genotipicamente cepas de SAMR-hosp. Se identificé al clon brasilero
(o clon sudamericano), uno de los clones internacionales, como el
principal causante de infecciones intrahospitalarias en esos 5 paises:
79% de 494 aislamientos de SAMR-hosp compartian el mismo perfil
de PFGE que el clon brasilero (Figura 8). Mientras que en Argentina,
Brasil, Chile y M¢éxico también se aislaron otros clones (incluso
algunos no descritos anteriormente), en Uruguay la totalidad de las
cepas estudiadas en ese periodo pertenecian al clon brasilero (Aires de

Sousa et al., 2001).

2.4.6- Antecedentes nacionales de SAMR-com

Tabla 5. SAMR-com en Servicio de Infecto-
Contagiosos, Hospital Pereira Rossell.

El primer caso de S. aureus meticilino
resistente adquirido en la comunidad se

reportdé en Uruguay en 2001 en el

2001 1(3.8%) 25 26 Servicio de Infecto-Contagiosos del
2002 3(9.1 %) 30 33 Hospital Pereira Rosell (Galiana, 2003).
2003 33 (35.5%) 60 93 En los afios siguientes la situacion en ese
feb-04 10 (47.6%) 1 51 servicio fue evolucionando hacia un
aumento progresivo en el nimero de
Total 47(272%) 126 173 prog
casos registrados (Tabla 5).
(Galiana, 2003)

Durante el periodo Mayo-Noviembre de 2003 se documentd un brote de SAMR-com en

carceles del pais que se inicid como brote de escabiosis. Se constataron 890 infecciones de

piel y partes blandas en una poblacion carcelaria de 4250 presos. Se realizaron 58 cultivos

de los cuales 40 (69%) eran SAMR. Los 40 SAMR eran susceptibles a otros antibioticos,
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excepto eritromicina (93% de resistencia) y clindamicina (77% resistencia inducible)
(Mowszowicz et al., 2004). Probablemente este brote epidémico haya sido el elemento
desencadenante para una epidemia entre la poblacion en general.

En 2003 se documentaron en el pais, cuadros sépticos severos de origen diverso y
fundamentalmente neumonias necrosantes graves y rdpidamente mortales (Tabla 6) o

hiperagudas, en pacientes jovenes sin factores de riesgo (Galiana et al., 2004).

Tabla 6. Seis casos fatales de SAMR-com en Uruguay.

CASO 1 CASO2 CASO3 CASO4 CASO 5 CASO 6

EDAD 16 16 45 20 15 37
Piodermiti . .. Celuliti t-
ANTECEDENTES oot No  Piodermiis  No LIS POSE g inculo
facial picadura
SINDROME Neumonia Neumonia  Neumonia Sepsis Sepsis Neumonia
necrosante necrosante necrosante necrosante
MUERTE <24 horas <48 horas Dia 45 Dia 8 <24 horas <48 horas

(Galiana et al., 2004)

Durante el primer semestre de 2004 el tema cobro6 carécter publico, debido sobre todo a la
repercusion de los casos fatales, llegando a afectar la estructura sanitaria y politica del pais
dentro de la cual se dirimian competencias y responsabilidades.

También a partir de 2004 se reglament6 la obligatoriedad de las denuncias de todas las
infecciones por SAMR-com. Posteriormente, considerando el alto nimero de casos se
decidié denunciar tnicamente las infecciones invasoras y actualmente no son de denuncia
obligatoria (Departamento de Laboratorios de Salud Publica, 2013).

La mayor incidencia de infecciones por SAMR-com se observo en los departamentos del
sur del pais. El porcentaje de SAMR-com en muestras de S. aureus de policlinica y
emergencia en 2004 fue: en Montevideo, 62% nifios y 72% adultos; en Maldonado, 61%;
en Colonia, 58%; en Paysandt, 57%; en Salto, 29% y en Tacuarembd, 4% (Camou, 2004).
Estos datos refuerzan la hipotesis de que el brote de SAMR-com tuvo su origen en
Montevideo y desde alli se extendio a los otros departamentos. Entre 2005 y 2008 hubo

una disminucion de la morbi-mortalidad (Camou, 2004).
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Un estudio de SAMR-com en Uruguay (2002-2003) indicaba que estas cepas pertenecian
mayoritariamente a un unico clon que poseia PVL, SCCmec tipo [Vc, pulsotipo A y ST30.
Las cepas pertenecientes a este clon presentaron similitud con las cepas del clon circulante
en Australia (Ma et al., 2005).

Otro estudio de las cepas responsables de esta epidemia nacional concluyo que el 92% de
las cepas estudiadas de SAMR-com poseian SCCmec tipo [Ve, PVL y perfiles de PFGE
del tipo USA1100 (Benoit et al., 2008) (Figura 9).

Cepa Pulsotipo ST SCCmec
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Figura 9. Dendrograma de PFGE. UR: cepas de Uruguay; A803355, A823549 y
E802537: cepas de Australia; 81/108: cepa de Japon; MW2: cepa de Estados Unidos.
Adaptado (Ma et al., 2005)

2.5- Desarrollo de vacunas

El desarrollo de una vacuna segura y efectiva contra S. aureus es un objetivo que aun no se
ha podido concretar.

La vacuna StaphVAX® (Nabi Biopharmaceuticals) consiste en una vacuna compuesta de
los polisacaridos capsulares de tipos 5 y 8 conjugados a una exotoxina de Pseudomonas
aeruginosa. La misma fue desarrollada para prevenir bacteriemia en pacientes en dialisis,

pero no dio los resultados esperados (Deresinski, 2008).
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Otro intento, realizado con la vacuna V710" ha fallado en la proteccion de la poblacion de
interés (Fowler et al., 2013).

Hasta el momento, la estrategia de prevencidn por vacunas para S. aureus se ha basado en
provocar la produccion de anticuerpos opsonizantes, pero la inmunidad humoral puede ser
inadecuada o al menos insuficiente para prevenir las infecciones por este microorganismo
y seria necesario investigar en torno a la inmunidad mediada por células via TH17/IL-17

(Proctor, 2012).
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3- JUSTIFICACION

En los comienzos del presente siglo se desarroll6 en Uruguay un fendmeno epidemiologico
sin precedentes en la region: la aparicion y rdpida diseminacion de SAMR en la
comunidad, creando una critica situacion que tuvo consecuencias importantes en las
practicas médicas. Normalmente, al tratarse de una infeccion de piel y partes blandas no se
enviaban muestras al laboratorio, ya que se consideraba que un tratamiento empirico
estandar con un antibidtico P-lactimico, generalmente una cefalosporina de primera
generacion, era siempre adecuado. No obstante, estas infecciones causadas por SAMR no
respondian a ese tratamiento tradicional. Se observaba una mejora aparente, pero el
paciente sufria recidivas o podia evolucionar hacia un cuadro séptico que eventualmente
podia causarle la muerte.

Ante la nueva situacion epidemiologica se tornod imprescindible el diagnostico etiologico y
las pruebas de susceptibilidad, asi como una vigilancia nacional para monitorear la
evolucion de los patrones de susceptibilidad de este microorganismo en el tiempo.

En 2003 se documentaron en el pais, cuadros sépticos severos por SAMR-com y algunas
neumonias necrosantes graves y rapidamente mortales o hiperagudas

Estudios preliminares indicaban que los aislamientos de SAMR-com causantes de esa
epidemia en Uruguay formaban parte, mayoritariamente, de un unico clon, que poseia
atributos especiales de virulencia y eran mayoritariamente sensible a otras familias de
antibidticos.

En esta tesis se estudid una coleccion de cepas aisladas de pacientes comunitarios
(ambulatorios) durante un periodo de 9 afios (2003-2012), incluyendo, por lo tanto, cepas
desde el momento pico de la epidemia y de los afios sucesivos. Se explord la evolucion de
la diversidad genética en el tiempo en relacion a la presentacion clinica, los perfiles de
susceptibilidad, el tipo de SCCmec y la presencia de factores de virulencia.

En lo que refiere a SAMR-hosp, la situacién nacional permanecia invariable en cuanto a
incidencia, pero se habian registrado cambios en las caracteristicas fenotipicas de algunos
aislamientos, con la aparicion de perfiles menos resistentes, concretamente con
susceptibilidad a gentamicina y/o trimetoprim/sulfametoxazol. Interesaba entonces conocer
la diversidad genética de las cepas de SAMR-hosp circulantes en los tltimos afios para
comprobar la eventual presencia de nuevos clones, de variantes del “clon brasilero” que
predominaba en Uruguay a fines del siglo XX y/o de la introduccion de SAMR-com en los

hospitales.
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En consecuencia, en esta tesis también se incluyd una coleccion de cepas de pacientes
hospitalizados durante un periodo de 10 afos (2002-2012) con el mismo objetivo y
enfoque que para los aislamientos comunitarios.

El establecimiento de una linea de base que identifique los clones circulantes de SAMR en
el hospital y en la comunidad durante la ultima década, permitird reconocer eventuales

clones emergentes en el futuro.

30



Staphylococcus aureus meticilino resistente

4- OBJETIVOS

4.1- Objetivo general

Caracterizar cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistente aisladas de infecciones

en pacientes hospitalizados y en pacientes comunitarios durante el periodo 2002-2012.

4.2- Objetivos especificos

Confirmar la identificacion de Staphylococcus aureus y determinar la

susceptibilidad a los antimicrobianos.

Confirmar la presencia del gen mecA de resistencia a meticilina y determinar el tipo

de casete SCCmec.

Analizar la presencia/ausencia de factores de virulencia (PVL y TSST-1) y

relacionarla con los cuadros clinicos asociados.

Estudiar los perfiles electroforéticos de los genomas bacterianos para clasificar los
aislamientos en linajes filogenéticos relacionados o no a los clones internacionales
previamente descritos y explorar la evolucion de la diversidad genética en el

tiempo.

Analizar la distribucion de los clones de SAMR durante el periodo de tiempo
estudiado, conjugando la caracterizacion fenotipica y genotipica con los datos

demograficos de los aislamientos.
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5- MATERIALES Y METODOS

5.1- Material bioldgico

Se estudiaron 95 cepas de SAMR aisladas durante el periodo 2002-2012, provenientes de

diversas instituciones publicas y privadas de nuestro pais (Tabla 7).

Los datos disponibles de la coleccion de aislamientos no permitian aplicar las definiciones

clasicas o alternativas para diferenciar entre infeccion hospitalaria o comunitaria. Pero se

dividid la coleccion en esos dos grupos, en funcion de si los aislamientos provenian de

Tabla 7. Procedencia de los aislamientos

PROCEDENCIA n (%)

H. de Clinicas

H. Evangélico
HPR

CASMU

Medica Uruguaya
H. Maciel
COMCAR

F. N. de Recursos
H. de Melo

H. Pasteur

H. Militar

H. Filtro

H. de San José
H. de Paysandu

H. de Fray Bentos
CIMA

L. Martinez Prado
H. de Florida
Total

H.: Hospital; L.: Laboratdrio:
HPR: Hospital Pereira Rossell
CASMU: Centro Asistencial del Sindicato

Médico del Uruguay:

40 (42)
19 (20)
9(9)
6 (6)
3(3)
3(3)
2(2)
2(2)
2(2)
1(1)
1(1)
1(1)
1(1)
1(1)
1(1)
1(1)
1(1)
1(1)
95 (100)

COMCAR.: Complgjo Carcelario S.

Vazrquez: CIMA: Mutualista CIMA Espadia

pacientes en emergencia o  policlinica
(comunitarios) o de pacientes hospitalizados. De
esta manera, la coleccion comprendia 57
aislamientos de infecciones de pacientes
comunitarios y 38 aislamientos de infecciones
de pacientes hospitalizados.

Los cepas hospitalarias fueron aisladas entre los
afios 2002 y 2012; y las comunitarias entre los
afios 2003 y 2012.

En la mayoria de los casos se cont6 con el dato
de la fecha de aislamiento, edad y sexo del
paciente, tipo de muestra, cuadro clinico y
evolucion.

La mayoria (n= 26, 68%) de las infecciones con
origen en el ambito hospitalario eran invasivas,
en cambio la mayoria (n=43, 75%) de las
infecciones de origen comunitario eran de piel y
partes blandas. Los cuadros invasivos
incluyeron neumonia, endocarditis, bacteriemia
y sepsis. Los cuadros de piel y partes blandas
incluyeron forunculosis, abscesos, celulitis,

conjuntivitis y lesiones de piel. Las infecciones

de herida quirurgica y de heridas por catéter no
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fueron incluidas en los cuadros de piel y partes blandas, sino que constituyen un grupo
aparte (“infecciones de herida quirtrgica o por catéter”).

La lista completa de las cepas estudiadas y sus caracteristicas se presenta en el ANEXO I.
En los estudios fenotipicos se utilizaron como control de calidad las cepas ATCC®25923,
ATCC®29213, ATCC®43300 (“American Type Culture Collection”, EUA); OPS71 y
OPS76 (Aislamientos utilizados en el control externo de desempeiio de la red RELAVRA,
Organizacion Panamericana de la Salud) (Tabla 8).

En los estudios genotipicos se utilizaron como control las siguientes cepas: COL
(NRS100), MW2 (NRS123), N315 (NRS70) (“Network on Antimicrobial Resistance in
Staphylococcus aureus”); NCTC8325 (National Collection of Type Cultures, Inglaterra);
un aislamiento de S. aureus confirmado positivo para SCCmec tipo III cedido por Marta
Mollerach (Universidad de Buenos Aires) y un aislamiento de S. aureus confirmado
positivo para TSST-1 por el “Center for Disease Control and Prevention” (CDC, Atlanta,
EUA) (Tabla 8).

En la muestra analizada se incluyeron dos cepas: S10.03 (PFGE USA1100, SCCmec tipo
IVe, PVL positiva) y S18.04 (PFGE USA100, SCCmec tipo 11, PVL negativa) que habian

sido enviadas al CDC para su caracterizacion.

Tabla 8. Cepas de referencia y sus caracteristicas de interés

NOMBRE ESPECIE ORIGEN CARACT. FENOTIPICAS CARACT. GENOTIPICAS
ATCC25923 S.aureus Estados Unidos ~ Sensible a meticilina mecA -
ATCC29213 S.aureus Estados Unidos ~ Sensible a meticilina mecA -
ATCC43300 S.aureus Estados Unidos  Resistente a meticilina mecA +
0PS71 E. raffinosus Argentina
OPS76 S.epidermidis Argentina
COL S.aureus Estados Unidos ~ Resistente a meticilina mecA +; SCCmec Tipo I
N315 S.aureus Japon Resistente a meticilina mecA +; SCCmec Tipo IT
Cepa SCCmec 11 +  S.aureus Argentina Resistente a meticilina mecA +; SCCmec Tipo 111
MW2 S.aureus Estados Unidos Resistente a meticilina; PVL+ mecA +; SCCmec Tipo IV; lukS y F-PV +
NCTC8325 S.aures i Sensible a meticilina mecA -, perfil de restriccion con Smal usado

como control en PFGE

Cepa TSST-1 + S.aureus Uruguay Resistente a meticilina; TSST-1+  mecA +; tst +

E: Enterococcus

Todas las cepas estudiadas fueron conservadas en medio Skim milk a -70°C en el banco

histérico del Departamento de Laboratorios de Salud Publica.

33



Staphylococcus aureus meticilino resistente

5.2- Métodos

Las cepas fueron sembradas en medio agar tripticasa soja (TSA), a partir de la alicuota
congelada, e incubadas a 35°C durante 24 horas. Se realiz6 un reaislamiento en las mismas
condiciones y se procedio a la realizacion de los métodos fenotipicos y genotipicos.

Los protocolos completos se presentan en el ANEXO II.

5.2.1- Métodos fenotipicos

5.2.1.1- Identificacion

Se confirmo la identificacion de S. aureus mediante el analisis de la morfologia de las
colonias, tincion de Gram y las siguientes pruebas: catalasa, coagulasa y
desoxirribonucleasa (ADNasa) (Winn et al., 2008).

La prueba de catalasa, para diferenciar S. aureus de otros cocos Gram + (Streptococcus
spp. y Enterococcus spp.), fue realizada en un portaobjetos, colocando una gota de agua a
la cual se transfirieron células de una colonia aislada. Se agregaron unas gotas de peroxido
de hidrogeno al 3% observandose la rapida aparicion de burbujas producto de la
descomposicion del perdxido de hidrégeno en oxigeno y agua por la enzima catalasa de S.
aureus.

Se realizo la prueba de coagulasa en tubos mezclando una suspension de bacterias en
partes iguales con plasma de conejo. Luego de una incubacion total de 24 horas en bafio de
agua a 37°C, pudo observarse la formacion de un coagulo producto de la conversion del
fibrindgeno en fibrina. Esta prueba positiva para S. aureus permitié diferenciarla de otras
especies del género Staphylococcus.

Para la prueba de ADNasa se utiliz6 el medio ADNasa agar con verde metilo y se sembro
la placa en forma de botdn con el ansa cargada. Luego de una incubacién de 24 horas a
35°C, se verifico la formacion de un halo transparente alrededor del crecimiento bacteriano
como consecuencia de la depolimerizacion del ADN del medio por una enzima ADNasa
especifica de S. aureus.

En las tres pruebas se utilizd6 como control positivo la cepa ATCC25923. La cepa OPS71
fue utilizada como control negativo en la prueba de catalasa y la OPS76 como control

negativo en las pruebas de coagulasa y ADNasa.
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5.2.1.2- Susceptibilidad antimicrobiana

Los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de todas las cepas fueron determinados
mediante los ensayos de disco difusion, tamizaje de oxacilina y concentracion inhibitoria
minima (CIM) en agar, por el método epsilométrico (Etest”, Biomerieux).

Los antibioticos utilizados fueron los definidos por la Red de Monitoreo/Vigilancia de la
Resistencia a los Antibioticos en América Latina, coordinada por la Organizacion
Panamericana de la Salud.

Se utilizé la norma CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institut, 2013) tanto para la
realizacion de las pruebas como para su interpretacion. Inicialmente, cuando este estudio
comenzd, se utilizé la norma CLSI 2009; desde dicha edicion a la actual se han aprobado
varias modificaciones para S. aureus, tanto en la metodologia como en la interpretacion.
Por este motivo, finalmente se sigui6 el criterio de CLSI 2013, que recomienda cefoxitin
en lugar de oxacilina para determinar la susceptibilidad a 3-lactamicos.

En el ensayo de disco difusion se probaron los siguientes antibioticos: cefoxitin (FOX),
penicilina (PEN), gentamicina (GEN), -ciprofloxacina (CIP), rifampicina (RIF),
trimetroprim/sulfametoxazol (SXT), eritromicina (ERI), clindamicina (CLI) vy
cloranfenicol (CLO). El disco de oxacilina (OXA) fue ensayado para todas las cepas,
basado en versiones anteriores de CLSI pero también porque permitié visualizar el
fenotipo de heteroresistencia.

Se realiz6é una suspension bacteriana correspondiente a 0.5 de la escala McFarland y se
sembrd en agar Mueller Hinton. Luego de colocar los discos de antibioticos, se incubd a
35°C durante 18 horas (24 horas para OXA) se midieron los halos de inhibicion y se
realizo la interpretacion segiin CLSI. En este ensayo se utilizo la cepa ATCC 25923 como
control de calidad.

Los discos de eritromicina y clindamicina fueron colocados a una distancia de 15-26 mm
para la deteccion del fenotipo de resistencia inducible, el cual se evidencia por un
achatamiento del halo de inhibicion de clindamicina en forma de “D”.

El tamizaje en placas de agar con oxacilina fue realizado como confirmatorio de la
resistencia a meticilina. El ensayo consistié en sembrar los aislamientos en placas de agar
Mueller Hinton con 4% de NaCl y oxacilina en una concentracioén final de 6 pg/ml. La
expresion de la resistencia, ademas de ser termosensible, se ve favorecida por la hiper-
osmolaridad. Las suspensiones bacterianas al 0.5 McFarland se sembraron en forma de

botén con hisopo estéril y luego de una incubacion de 24 horas a 35°C, se verifico el
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crecimiento. La presencia de mas de una colonia fue interpretada como resistencia a
oxacilina. Las cepas ATCC 29213 y ATCC 43300 fueron utilizadas como controles
negativo y positivo, respectivamente.

Se determin6 la CIM para OXA y VAN de todos los aislamientos y para ERI y CLI s6lo de
los aislamientos resistentes. Se utilizo el método epsilométrico Etest™, que consiste en
enfrentar un cultivo bacteriano a un gradiente de concentracién del antibidtico, el cual
produce por difusion una elipse de inhibicion.

Las tiras de antibioticos se colocaron en placas de agar Mueller Hinton sembradas con una
suspension bacteriana correspondiente al 0.5 de la escala McFarland. Se incub6 durante 24
horas a 35°C para OXA y VAN vy durante 18 horas a la misma temperatura para ERI y
CLI. Transcurrido el tiempo de incubacion se leyo la CIM en el punto que el borde de la
elipse intersectd la tira. En este ensayo se utilizé la cepa ATCC 29213 como control de
calidad.

La mayoria de las cepas con una CIM de 2 pg/ml para VAN, fueron analizadas por el
macrométodo Etest™ (Satola et al., 2011), porque este tipo de cepas han sido asociadas con
fallas en el tratamiento y fenotipo hVISA. Se realiz6 una suspension bacteriana al 2
McFarland y se sembraron 200 ul en agar BHI. Luego de colocar una tira de Etest” de
VAN vy otra de teicoplanina (TEI), se incubd durante 48 horas a 35°C. Aquellas cepas con
valores equivalentes a CIM > 8 png/ml para ambos antibioticos o > 12 pg/ml para TEI,

fueron definidas como hVISA.

5.2.2- Métodos genotipicos

Para la realizacion de todos los ensayos de PCR, el ADN fue extraido mediante la
utilizacion de un sistema comercial basado en la precipitacion, “Genomic DNA

®s9

Purification Kit™” (Fermentas). El procedimiento fue realizado siguiendo las instrucciones

del fabricante.

5.2.2.1- Deteccion del gen mecA de resistencia a meticilina y determinacion del tipo de
casete SCCmec mediante PCR

La presencia del gen mecA fue evidenciada segiin Oliveira y col. (Oliveira & de Lencastre,
2002) utilizando la cepa MW2 como control positivo. La deteccion de mecA era parte de

una PCR multiple propuesta por estos autores para determinar el tipo de casete SCCmec
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del I al IV, y se utilizd inicialmente para definir el tipo de SCCmec. Este método presentd
problemas de inespecificidades o carencia de las bandas esperadas, por lo cual tuvo que ser
sustituido.

Es asi entonces que se realizdo una PCR multiple de deteccion del complejo cer (ccrAB1,
ccrAB2 y ccrAB3) con los cebadores descritos por Ito (Ito et al., 2001). Paralelamente a los
resultados obtenidos para dicho complejo, se realizo en cada caso la PCR correspondiente
a la clase de complejo mec (clase A o clase B) (Katayama et al., 2001, Gardella et al.
2011).

Se utilizaron las cepas COL, N315, un aislamiento caracterizado SCCmec tipo IIl y MW2
como controles positivos para los SCCmec tipo I, 11, Il y IV, respectivamente.

Aquellas cepas que dieron resultado negativo para los SCCmec tipo 1 al IV fueron

analizadas para la presencia del SCCmec tipo V (Zhang et al., 2005).

5.2.2.2- Deteccion de los genes para la leucocidina Panton-Valentine mediante PCR

La deteccion de los genes [ukS-PV y lukF-PV fue realizada con una adaptacion del
protocolo de Lina y cols. (Lina ef al., 1999) que consisti6 en la elevacion de la temperatura
de alineamiento para eliminar amplificaciones inespecificas.

Se utilizé como control positivo la cepa MW?2.

5.2.2.3- Deteccion del gen para la toxina del Sindrome de Shock Toéxico 1 mediante

PCR

La presencia del gen para la TSST-1 fue detectada segiin una adaptacién al protocolo de
Johnson y cols. (Johnson et al, 1991), que consistio en bajar la temperatura de
alineamiento ya que con la temperatura propuesta se obtenia una pobre amplificacion.

Se utilizd6 como control positivo un aislamiento caracterizado positivo para dicha toxina

por el CDC.

5.2.2.4- Electroforesis en campos pulsados

El ensayo de PFGE fue una adaptacion del protocolo de Chung y cols. (Chung et al.,
2000), modificando el método de formacion de los bloques de agarosa, ya que en esta tesis

fueron utilizados moldes comerciales. Ademas se sustituyo el uso del tampon PIV por TE
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porque se comprob6 que facilitaba la manipulacioén de la agarosa en la preparacion de los
bloques. El cromosoma bacteriano fue digerido con una enzima de restriccion de corte
poco frecuente, Smal y resuelto por electroforesis en campos pulsados. Se utilizd como
referencia la cepa de S. aureus NCTC8325.

Las cepas fueron inoculadas en caldo tripticasa soja (TSB) e incubadas durante toda la
noche en bafio de agua a 37°C. Se prepararon suspensiones celulares con TE, se mezclaron
con agarosa para PFGE al 1.5% y se colocaron en moldes para bloques (2 bloques por
cepa).

Los bloques fueron incubados en solucion de lisis durante 5 horas a 37°C y luego en
solucién ESP conteniendo proteinasa K, durante toda la noche a 50°C. Al dia siguiente se
realizaron varios lavados con TE para eliminar la proteinasa K.

Se transfiri6 un tercio de bloque por cepa a una solucion conteniendo solamente el tampon
de restriccion y se incubd durante una hora a 25°C. Luego se incubd en tampon de
restriccion con la enzima Smal, a 25°C durante toda la noche. Al dia siguiente, la reaccion
fue detenida agregando 5 pl de tampoén de carga.

Se prepar6 un gel de agarosa para PFGE al 1% y se incluyeron los bloques en el mismo.

La electroforesis fue realizada en un equipo CHEF —DR III (BioRad), en tampon TBE
0.5X a 11.3°C y 6 volts/cm durante 23 horas, alternando pulsos de 5 y 35 segundos.

Luego de teiiir el gel con bromuro de etidio a una concentracion de 1pg/ml y visualizarlo
con luz ultravioleta, se tom6 una fotografia que fue guardada en formato TIFF (del inglés,
“tagged image file format™) para su posterior analisis.

Los patrones de bandas obtenidos se designaron de acuerdo al criterio de Tenover
(Tenover et al., 1995) por el cual se consideraron como aislamientos idénticos aquellos que
no tenian diferencia de bandas, aislamientos estrechamente relacionados a los que diferian
en una a tres bandas, aislamientos posiblemente relacionados a los que tenian cuatro a seis
bandas de diferencia y aislamientos no relacionados a los que diferian en 7 o mas bandas.
Los aislamientos idénticos fueron identificados como un pulsotipo, con una letra
mayuscula y los estrechamente y posiblemente relacionados, como subtipos con la letra
mayuscula y un niimero.

Las imagenes de los geles fueron analizadas en el programa Gel Compar II 5.1 (Applied
Maths, Kortrijk, Bélgica) para verificar las relaciones entre los pulsotipos y sus subtipos.
Se utilizo el indice de DICE para generar matrices de similitud y se construy6 el
dendrograma con el algoritmo UPGMA (del inglés, “unweithed pair-group method of

averages algorithm”).
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6- RESULTADOS

6.1- Aspectos epidemiologicos

Se estudiaron 95 cepas que fueron confirmadas en su identificacion como S. aureus. De
este conjunto de cepas, 38 provenian de infecciones de pacientes hospitalizados y 57 de
infecciones de pacientes comunitarios.

Se contaba con el dato de edad de 35 pacientes hospitalizados (de los 3 restantes a los
cuales les faltaba este dato, dos eran adultos). La mediana de edad en este grupo fue de 60
afos (16-87 afios).

En el grupo de pacientes comunitarios se contaba con el dato de edad de 47 personas de las
cuales 5 eran nifios menores de 1 afio. La mediana de edad para los mayores de un afio fue
de 25.5 afios (4-87 anos). Entre las 10 personas sin dato de edad, se incluian 4 nifios y 5
adultos.

La distribucion de edades de cada grupo se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Distribucion de edades

(EDAD EN ANOS / n) <20 20-40 >40
PACIENTES HOSPITALIZADOS (n=35) 1 6 28
PACIENTES COMUNITARIOS (n=51) 20 24 7

Los aislamientos de pacientes hospitalizados provenian de procesos invasivos (n=26),
infecciones de herida quirargica o por catéter (n=8), infecciones de piel y partes blandas
(n=2) e infeccion urinaria (n=1) (Figura 10). El paciente restante era un trasplantado renal,
del que se obtuvo SAMR en una muestra de exudado nasal, como parte de los cultivos de
vigilancia para control de infecciones en esos pacientes. En cuanto a los procesos
invasivos, mayoritariamente fueron asociados a las practicas hospitalarias (didlisis,
cirugias).

En el grupo de pacientes comunitarios, 43 provenian de infecciones de piel y partes
blandas y 13 de procesos invasivos (entre los que se incluia la neumonia necrosante
comunitaria) y del restante no se obtuvo dato del cuadro clinico (Figura 10). La mayor

parte de los procesos invasivos se desarrollaron a punto de partida de una infeccion de piel
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y partes blandas. Cinco pacientes comunitarios fallecieron, dos de ellos presentaron
bacteriemia, dos presentaron sepsis con un cuadro anterior de infeccion de piel y uno
presentd neumonia necrosante. Se conocia el dato de edad de 4 de ellos, los cuales tenian

8, 15, 16 y 38 afios.

100% — Con=1
90%
80%

70%

60% n=43 u 1. URINARIA
I. H. QUIR. O CATETER
I. PIEL

El. INVASIVAS

50%
40%
30%
20%

10%

0% .
COMUNITARIOS HOSPITALIZADOS

Figura 10. Distribucion de tipos de infecciones. Comunitarios, n=56; Hospitalarios, n=37.
L.: Infeccion; I.H.Quir.: Infeccion herida quirurgica

6.2- Susceptibilidad antimicrobiana

El 100% de las cepas fue resistente a FOX, OXA y PEN. Se detectd el fenotipo de
heteroresistencia a oxacilina (disco difusioén) en 33 aislamientos de pacientes comunitarios
y en 5 de pacientes hospitalizados.

Los valores de CIM de OXA variaron desde 4 pg/mL a >256 pg/mL. El 71% (n=27) de
los aislamientos de pacientes hospitalizados presenté CIM > 256 pg/mL; en cambio
solamente el 32% (n= 18) de los aislamientos de pacientes comunitarios presento este valor
de CIM.

Todas las cepas fueron sensibles a VAN por el método epsilométrico. Un 52% (n=49)
presentd CIM de 2 ug/mL y un 48% (n=46) presenté CIM de 1 ug/mL. Un total de 42

cepas con CIM de 2 pg/mL fue analizado por el macrométodo epsilométrico para detectar
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sensibilidad disminuida a VAN. Seis aislamientos fueron identificados como hVISA (14%)
y solo uno provenia de un paciente comunitario.

En cuanto a la resistencia a ERI y CLI, 61% (n=58) del total de aislamientos presento el
fenotipo MLSg. Ademas, 36% (n=21) de ellos correspondian al fenotipo inducible (MLSg)
(Tabla 10).

Tabla 10. Fenotipos de
susceptibilidad a macrélidos y

lincosamidas
FENOTIPO n (%)
iMLSg (D) 2 (2
MLS (D+) 19 (20)
cMLS; (HD) 31 (33)
¢MLSg (R) 6 (6)
MSg 1(1)
SENSIBLE 36 (38)
TOTAL 95 (100)

La mayoria de las cepas de pacientes hospitalizados (n=33) presento el fenotipo MLSg,
principalmente el constitutivo (R y HD) y solamente 4, el inducible (D+) (Figura 11).

En cambio de las 25 cepas de pacientes comunitarios que presentaron fenotipo MLSg, 17
fueron resistentes por induccion (D y D+) y 8 fueron resistentes constitutivas (R y HD)
(Figura 12).

La resistencia a ERI y CLI obtenida por disco difusion, fue confirmada por CIM. En todos
los casos, la CIM de ERI tanto en el fenotipo constitutivo como en el inducible fue mayor a
256 pg/mL.

La CIM de CLI en todas las cepas con fenotipo constitutivo fue mayor a 256 pg/mL; y en
las que presentaron fenotipo inducible estuvo entre 0.064 y 0.125 pg/mL en el grupo
hospitalario y entre 0.064 y 0.25 pg/mL en el comunitario.

Una cepa de la comunidad presentd fenotipo MSg con CIM de ERI de 32 pg/mL y de CLI
de 0.125 pg/mL.
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Figura 11. Pacientes hospitalizados (n=38). Fenotipos de susceptibilidad a macrolidos y
lincosamidas. S: sensible; R: MLSp constitutivo homotipico, HD: MLSg constitutivo
heterotipico. D+: MLSg inducible heterotipico.

Nota: MLSg: resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptogramina B.

Figura 12. Pacientes comunitarios (n=57). Fenotipos de susceptibilidad a macrolidos y
lincosamidas. S: sensible; R: MLSg constitutivo homotipico; HD: MLSg constitutivo
heterotipico; D: MLSp inducible homotipico; D+: MLSg inducible heterotipico.

Nota: MLSg: resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptogramina B; MSg: resistencia

a macrolidos y estreptogramina B.
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Las cepas de pacientes hospitalizados mostraron un alto porcentaje de resistencia a los
otros antibidticos ensayados (Figura 13), en contraste con las de pacientes comunitarios
(Figura 14).
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Figura 13. Pacientes hospitalizados (n=38). Susceptibilidad a los antibidticos.

RIF: rifampicina; CIP: ciprofloxacina; GEN: gentamicina; CLO: cloranfenicol;
SXT: trimetroprim/sufametoxazol; ERI: eritromicina; CLI: clindamicina.
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Figura 14. Pacientes comunitarios (n=57). Susceptibilidad a los antibioticos.

RIF: rifampicina; CIP: ciprofloxacina; GEN: gentamicina; CLO: cloranfenicol;
SXT: trimetroprim/sufametoxazol; ERI: eritromicina; CLI: clindamicina.
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Se obtuvieron 12 perfiles diferentes de resistencia antimicrobiana, en los que se integrd a
las categorias de intermedio y resistente (Tabla 11). El 76% de las cepas de pacientes
comunitarios eran resistentes solamente a [3-lactamicos o agregaban el fenotipo MLSg. Las
cepas de pacientes hospitalizados en cambio eran mayoritariamente (91%) multiresistentes,
siendo el perfil mas frecuente el que incluia 8 de los 9 grupos de antibidticos probados.

De los 6 aislamientos hVISA por el macrométodo elipsométrico, solamente uno era
panresistente, es decir, resistente a todos los antibioticos probados. Los perfiles de
resistencia de los restantes eran: a B-lactamicos mas MLSg mas dos antibidticos (n=2); a
siete grupos de antibidticos (n=1), a B-lactamicos mas MLSg mas un antibiotico (n=1) y

sélo a B-lactamicos (n=1).

Tabla 11. Perfiles de resistencia antimicrobiana

PACIENTES PACIENTES
PERFIL DE RESISTENCIA * HOSPITALIZADOS COMUNITARIOS
n (%) n (%)
SOLO B-LACTAMICOS 4(11) 26 (46)
B-LACTAMICOS + CLO (o GEN) 0(0) 47N
B-LACTAMICOS + ERI + CIP 0 (0) 1(2)
B-LACTAMICOS + CIP + GEN + CLO 1(3) 1(2)
B-LACTAMICOS + MLS; 0 (0) 17 (30)
B-LACTAMICOS + MLS;, + CIP (o CLO o RIF) 9 (24) 5(9)
B-LACTAMICOS + MLSg + CIP + CLO (o CIP + GEN o CIP + RIF) 7(18) 2(4)
B-LACTAMICOS + MLSg + GEN + CLO 1(3) 0(0)
B-LACTAMICOS + MLS; + CIP + GEN + CLO 2(5) 1(2)
B-LACTAMICOS + MLS + CIP + GEN + SXT 1(3) 0(0)
B-LACTAMICOS + MLSg + CIP + GEN + CLO + SXT 1(3) 0(0)
B-LACTAMICOS + MLSg + CIP + GEN + CLO + SXT + RIF 12 (32) 0(0)
TOTAL 38 (100) 57 (100)

* No incluye la susceptibilidad a VAN

6.3- Presencia del gen mecA y tipos de casete SCCmec

En todas las cepas se observd una banda del tamafio esperado para el gen mecA de

resistencia a meticilina (Figura 15).
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Figura 15. Deteccion del gen mecA mediante PCR y electroforesis en gel de agarosa 2%
de algunos aislamientos. Carriles 1 a 13: mecA +; carril 14: control -; M: marcador de 100
pb.

Los SCCmec tipo 1, 11, 1L, IV y V fueron detectados en un 1% (n=1), 18% (n=17), 14%
(n=13), 63% (n=60) y 2% (n= 2), respectivamente (Figuras 16, 17 y 18). Dos cepas no
pudieron ser tipificadas (S/T) para el SCCmec por falta de bandas en la deteccion del
complejo mec. Estas cepas presentaron complejo ccrAB2 y fueron de subtipos del

pulsotipo A (USA1100) por lo cual cabia esperar que fueran tipo IV.

== 1791 pb

e Wb
d 575 pb

Figura 16. Tipificacion del complejo cer por
PCR muiltiple v electroforesis en gel de agarosa
1.5%. Carril 1: eerdBI:; carril 2: cerdB2; carril 3:
cerAB3; carril 4; control negativo; M: marcador
de 200 a 10000 pb.
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A B

545 pb

Figura 17. A: Deteccion de los complejos mec clase A y B mediante PCR y electroforesis
en gel de agarosa 1.5%. A: complejo mec clase A, carriles 1 y 2: complejo mec clase A +;
carril 3: control -; B: complejo mec clase B, carriles 1 y 2: complejo mec clase B +; carril
3: control -; M: marcador de 100 pb.

325 pb

Figura 18. Deteccion de SCCmec tipo V
mediante PCR y electroforesis en gel de agarosa
1.5%. Carriles 1 y 2: SCCmec tipo V +; carril 3:
control -; M: marcador de 100 pb.

Las cepas de pacientes hospitalizados presentaron SCCmec tipos 1, IL, III, IV y V (Figura

19) a diferencia de las de pacientes comunitarios que presentaron solamente los tipos Il y

IV (Figura 20).
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Figura 19. Distribucion de SCCmec en
aislamientos de pacientes hospitalizados (n=38).

Figura 20. Distribucion de tipos SCCmec en
aislamientos de pacientes comunitarios (n=57).

La distribuciéon de los tipos SCCmec fue diferente entre los ambitos comunitario y
hospitalario, con un claro predominio del tipo IV entre los aislamientos de la comunidad.
También se observd variacion a lo largo del periodo estudiado, fundamentalmente en los

aislamientos hospitalarios (Figura 21).
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Figura 21. Evolucion temporal de la distribucion de SCCmec en la comunidad y en el
hospital.

Los SCCmec tipo IV se asociaron mayoritariamente a infecciones de piel (63%) y los
SCCmec tipo III mayoritariamente a infecciones invasivas (77%). El SCCmec tipo II tuvo
una distribuciéon més homogénea entre aislamientos de diferentes origenes, mientras que

los SCCmec tipos 1y V fueron poco frecuentes (Tabla 12).

Tabla 12. Asociacion entre el tipo de SCCmec y los tipos de infeccion

SCCmec tipoI SCCmec tipo I SCCmec tipo III SCCmec tipo IV SCCmec tipo V

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
I. INVASIVAS 0 (0) 8 (47) 10 (77) 20 (33) 1(50)
I. PIEL 0 (0) 4 (24) 0 (0) 38 (63) 1(50)
I. H. QUIR. O CAT. 1(100) 3(18) 3(23) 1(2) 0(0)
I. URINARIA 0 (0) 1(6) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
SIN DATO 0 (0) 1(6) 0 (0) 1(2) 0 (0)
TOTAL 1 (100) 17 (100) 13 (100) 60 (100) 2 (100)

I: Infeccion; H. Quir: Herida quirargica; Cat: catéter
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La tnica cepa con SCCmec tipo I presentd un perfil de resistencia que incluia, ademas de
los B-lactamicos, el fenotipo MLSg y dos antibidticos mas. Las cepas con SCCmec tipo 11
presentaron resistencia a B-lactimicos, MLSg y uno o dos antibioticos mas. Dos cepas con
SCCmec tipo II fueron hVISA.

El 100% de las cepas con SCCmec tipo III presentd resistencia a B- lactamicos, MLSg y
por lo menos a tres antibioticos mas, incluyendo en todos los casos a SXT. También en
este grupo dos cepas fueron hVISA.

El 47% de las cepas con SCCmec tipo IV presentd resistencia solo a B- lactamicos y el
30% a PB- lactimicos mas MLSg. El 23% restante present6 variedad de perfiles, incluyendo
una cepa aislada de un paciente hospitalario, resistente a ocho de los antibioticos probados
(no hVISA). Dos cepas con SCCmec tipo IV fueron hVISA.

Las 2 cepas con SCCmec tipo V presentaron resistencia a B-lactamicos y MLSg mas dos o

tres antibioticos.
6.4- Factores de virulencia

Los genes [ukS y lukF que codifican para la PVL fueron detectados en el 58% (n=55) del
total de las cepas estudiadas. Los aislamientos de pacientes comunitarios presentaron PVL

en el 88% (n=50) de los casos y los de hospitalizados en el 13% (n=5) (Figura 22).

Figura 22. Deteccion de los genes /uk-PV mediante
co-amplificacion por PCR y electroforesis en gel de
agarosa 1.5%. Carriles 1 a 4: lukS y lukF-PV +; carril 5:
control -; M: marcador de 100 pb.
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La PVL fue hallada asociada al SCCmec tipo IV en todos los casos, excepto en dos cepas
con SCCmec tipo Il y dos cepas que no pudieron ser tipificadas para SCCmec. El 85% de
las cepas con SCCmec tipo IV eran PVL positivas pero solamente el 15% de las cepas con
SCCmec tipo III presentd PVL.

En los pacientes comunitarios el 100% de los aislamientos asociados a forunculosis,
abscesos, sepsis y neumonia poseian los genes [ukPV; el porcentaje disminuyo pero
continué siendo alto para cepas asociadas a infecciones de heridas (lesiones de piel),
celulitis y bacteriemia (87, 67, y 80%, respectivamente). No se detecto en otras infecciones
como Uulcera ocular o conjuntivitis (Tabla 13).

En los pacientes hospitalizados, las 5 cepas productoras de PVL no se asociaron a un tipo
de infeccion, sino que fueron aisladas de herida quirtirgica o catéter, bacteriemia, sepsis y

endocarditis (Tabla 13).

Tabla 13. Produccion de PVL asociada a los distintos
tipos de infeccion

P. COMUNITARIOS

IPPB

N CEPAS N (%) PVL <

FORUNCULDSIS 9 5 (100)
ABSCESOS 13 13 (100)
CELULITIS 3 2(67
LESIONES PIEL 15 13 (87)
OTRAS 3 0(0)
BACTERIEMIA 5 4(80)
SEPSIS 3 3 (100)
NEUMONIA 5 $ (100)
P. HOSPITALIZADOS
IPPB
ABSCESOS 1 0 (0)
LESIONES PIEL 1 0(0)
I HER. QUIR. O CAT 8 1(13)
LURINARIA 1 0 (D)
I INVASIVAS
BACTERIEMIA 14 2(14)
SEPSIS g 1(20)
ENDOCARDITIS 2 1 (50)
NEUMONIA 4 0(0)
PERITONITIS | 0 (0)
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Solamente se identificé el gen que codifica para la TSST-1 (Figura 23) en una Unica cepa
aislada de infeccion invasiva de un paciente hospitalizado, que no presentaba sindrome de
shock toxico. La cepa contenia un SCCmec tipo IV, perfil de resistencia soélo a P-

lactadmicos y no poseia PVL.

f 37 p—

Figura 23. Deteccion de gen rsr mediante PCR v
electroforesis en gel de agarosa 1.5%. Carriles 1y
2: pse+; carril 3: control -; M: marcador de 100 pb.

6.5- Analisis de pulsotipos por PFGE

La restriccion con la enzima Smal generd entre 8 y 16 fragmentos de ADN gendmico.
Mediante el andlisis de los perfiles de bandas obtenidos de las 95 cepas de SAMR, se
obtuvieron 10 pulsotipos (A-J), con subtipos en la mayoria de los casos, que fueron
nombrados con la letra del pulsotipo més un nimero (A1-A9; B1-B6; D1-D5; E1-E3; Gl y

HI). La figura 24 muestra algunos de los pulsotipos y subtipos obtenidos.
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Figura 24. Restriccion de ADN genomico con Smal y resolucion
mediante PFGE. Carriles 1, 5 y 10: cepa de referencia NCTC8325
(marcador); carril 2: E3; carril 3: F; carril 4: H; carril 6: G1; carril
7: B6; carril 8: I; carril 9: G.

El pulsotipo A fue el mayoritario y también el mas diverso con 9 subtipos. Todas las cepas
(51/95) de este pulsotipo (y sus subtipos) presentaron SCCmec tipo IV (excepto dos cepas
que no pudieron ser tipificadas para SCCmec pero presentaron complejo ccrAB2 por lo
cual podria deducirse que fueran tipo IV) y fueron PVL positivas (Tabla 14). La mayor
parte (96%) de las cepas que presentaron este pulsotipo y sus subtipos, fueron aisladas de
pacientes comunitarios a lo largo todo el periodo de tiempo estudiado. El perfil de
restriccion del pulsotipo A es idéntico al que se observo mayoritariamente en las cepas de
SAMR que se habian identificado en el brote comunitario en Uruguay en el afo 2003 y
también se corresponde con el perfil de PFGE denominado USA1100. Los aislamientos de
este pulsotipo y sus subtipos presentaron un alto porcentaje de sensibilidad a los
antibioticos, con un 39% de cepas de fenotipo MLSg (mayoria iMLSg).

El pulsotipo B (con 6 subtipos) presentd un perfil de bandas idéntico al perfil PFGE
USA100 del clon “New York/Japon” que posee SCCmec tipo II. Todos los aislamientos
(n=19) con este pulsotipo (y sus subtipos), presentaron SCCmec tipo II, excepto en dos

aislamientos que poseian SCCmec tipo IV, todos fueron PVL negativos y en su mayoria
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(68%) provenian de pacientes hospitalizados entre los afios 2004 y 2011. Dos cepas con
este pulsotipo y subtipos fueron hVISA.

El pulsotipo D con sus 5 subtipos (n=13) presentd un perfil de restriccion similar al del
clon brasilero circulante en Uruguay antes del afio 2000 y en esta tesis fue detectado en el
afio 2002, en cepas de pacientes hospitalizados con SCCmec tipo III (excepto una con
SCCmec tipo 1V) y perfil de multiresistencia a antibioticos, incluyendo la resistencia al
SXT y dos cepas hVISA. Solamente tres cepas presentaron PVL.

El pulsotipo E con sus 3 subtipos (n=4) se detectd en cepas de pacientes hospitalizados en
los afios 2002 (n=3) y 2005 (n=1), con SCCmec tipo IV y V, mayoria (n=3) con resistencia
a multiples antibidticos y todas sensibles a SXT.

El pulsotipo G y su subtipo (n=2) presentd un perfil de restriccion similar al del clon
cordobés y estas cepas de pacientes hospitalizados en los afios 2006 y 2011, presentaron un
perfil de mayor sensibilidad a los antibioticos incluida la sensibilidad al SXT (al igual que
ese clon), SCCmec de los tipos [ y IV y una de ellas fue hVISA.

Las 2 cepas dentro del pulsotipo H, aisladas de pacientes hospitalizados en 2002,
presentaron SCCmec tipo IV, fueron PVL negativas y una cepa fue hVISA.

Otros pulsotipos minoritarios fueron el C (paciente comunitario, 2003, SCCmec tipo 1V,
PVL -); el F (paciente hospitalizado, 2006, SCCmec tipo IV, PVL -); el 1 (paciente
hospitalizado, 2012, SCCmec tipo III, PVL -); y el J (paciente comunitario, 2011, SCCmec
tipo IV, PVL +).

Cuatro de los casos fatales se asociaron a aislamientos con pulsotipo A, SCCmec tipo IV y
PVL; el restante fue pulsotipo B y subtipo BS5, uno de los subtipos que no agrupd con el
resto de los B (en este caso el fallecimiento no habia sido atribuido a la infeccion por

SAMR).
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Tabla 14. Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de los pulsotipos y sus subtipos

PULSOTIPO / n (%) A-A9 n=51 B-B6n=19 Cn=1 D-DS n=13 E-E3 n=4 F n=1 G-G1 n=2 H-H1n=2 In=1

PACIENTES
HOSPITALIZADOS 2(4) 13 (68) 0 (0) 13 (100) 4 (100) 1(100)  2(100) 2 (100) 1 (100) 0(0)
PACIENTES
gy 49 (96) 6(32) 1(100)  0(0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 1 (100)
RIF (92)

CIP (6) EIF) ((11:))0) CIP (100)  CIP (50) CIP (50) E}E (é(()))) CIP (100)
RESISTENCIA A OTROS  CLO (1) ) GEN (100) GEN (75) GEN (50) GEN (50) GEN (100) CIP (100)
ANTIBIOTICOS GEN(®) /o 26) CLO (100) CLO (75) MLS, (50) CLO (50) MLS; (100) MSg (100)

ML MLS; (1 ML B

S (39) MLS, (100) Sg (100) Sg (50) MLS, (100) SXT (100)
SXT (100)

hVISA 0 (0) 2(11) 0 (0) 2(15) 0(0) 0(0) 1 (50) 1 (50) 0 (0) 0(0)

IV 49 (96); 1117 (89); 12 (92); IV 2(50); 11 (50);
SCCmec ST2(d  IV2(11) IV 1(100) ) ® V250 IV 1(100) ) (50) IV 2(100) III1(100) IV 1(100)
LEUCOCIDINA PANTON
VALENTINE + 51 (100) 0 (0) 0(0) 3(23) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 1 (100)
TOXINA DE SINDROME
DE sHOCK TOxico-1 ~ °© 00) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
PERIODO DE
N 2003-2011 20042011 2003 2002 2002-2005 2006 2006-2011 2002 2012 2011

S/T: sin tipificar

Se observé una buena correlacion entre el pulsotipo, el tipo de SCCmec y la presencia de
PVL (Tablas 15 y 16). Como excepciones, solamente dos aislamientos con pulsotipo B
presentaron SCCmec tipo IV a diferencia del tipo II predominante; un aislamiento con
pulsotipo D presentdé SCCmec tipo IV en lugar del tipo III presente en la mayoria; tres
aislamientos del pulsotipo D presentaron PVL.

En el ambito hospitalario predominaron los pulsotipos B y D, pero mientras que todos los
aislamientos del pulsotipo D fueron tinicamente del afio 2002; el pulsotipo B se mantuvo a
lo largo del periodo de tiempo estudiado pero con escasos aislamientos por afio (Tabla 15).
El resto de los aislamientos de pacientes hospitalizados present6 variedad de pulsotipos de

baja frecuencia que se distribuyeron en todo el periodo estudiado.

En la comunidad se evidencia el predominio numérico y la perpetuacion temporal del
pulsotipo A (Tabla 16). Casos esporadicos del pulsotipo B se distribuyeron a lo largo del

periodo; al igual que otros dos pulsotipos representados por una tnica cepa cada uno.
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Tabla 15. Distribucion temporal de los aislamientos de pacientes hospitalizados segin
pulsotipo, SCCmec y PVL. Periodo 2002-2012.

n=38

ANO /n 2002 2004 2005 2006 2007 2008 2011 2012 TOTAL

A (USA1100) : IV : PVL

H:1V 1 * * *
H1:1V 1 * * *

%k
R
*
%k
*
*
%
*
%k
*
*
*
*
*
*
*
*
*
%k
*

1: 111 * * * *

Pulsotipo: SCCmec: PVL
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Tabla 16. Distribucion temporal de los aislamientos de pacientes comunitarios segun
pulsotipo, SCCmec y PVL. Periodo 2003-2012.

2003 21004 2005 2006 2007 008 1009 2011 2012 TOTAL

A(USALLODY: IV : PYL 11 4 1 - | [} z * 7 * 33
Al:IV:FYVL 1 % # 5 = 1 & i = 3
Al :ST:PVL 1 * « 2 x % x # x 1
A2:IV:FVL 1 o 3 o * i = 1 2 3
AJ:IV:FPVL 1 + & % = = 1 % - 3
A4:IV:PVL 1 o 3 = & % - 2 i 1
A5:ST: VL 1 & % = = & i = 2 i
A6:IV:FVL * * * = 3 = * = = 2
AT:IV:FVL ¥ * % = x i 2 = % 1
AB:IV:PVL & % * 3 1 = 2 - % 1
AD:IV:FYL & = 3 3 1 = = - - 1
B (USAL00): 11 . . - 1 = . . « i 1

B (USALOD) - IV . " % % = = = 1 # 1
B1:11 . . * * * * * - 1 1
Bi: 1l * * = # - ® * 2 - 1
Bs: 11 = 1 = = = = = - = 1
C:IV i = = = = = = = = 1

J:1IV: PVL = 5 % = * ¥ 2 1 5 1

Pulsotipo: SCCmec: PVL; S/T: sin tipificar

Con los 10 pulsotipos y los 25 subtipos obtenidos se construyd un dendrograma (Figura

25).
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Figura 25. Dendrograma de SAMR representativos de pulsotipos y subtipos (n=35)
utilizando el indice de DICE y el algoritmo UPGMA. Primera columna: pulsotipo; segunda
columna: tipo SCCmec; tercera columna: PVL; cuarta columna: numero de aislamientos. *:
sin resultado de SCCmec; *": excepto 1 aislamiento sin resultado de SCCmec; *"": excepto

1 aislamiento con SCCmec tipo IV; *'"": excepto 1 aislamiento con SCCmec tipo IV.
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Se observaron 4 agrupamientos, el grupo 1 contenia la mayor parte de los aislamientos de
origen hospitalario, de los pulsotipos B, D, E, F, G, H e I, en los que basicamente cada uno
estaba separado de los demads. El grupo 2 contenia los pulsotipos B y J; mientras que el
grupo 3 estaba compuesto exclusivamente por el pulsotipo A y sus subtipos,
predominantemente de origen comunitario. El grupo 4 fue el mas divergente de los otros
tres y estaba constituido por una unica cepa del pusotipo C.

Todos los subtipos de un mismo pulsotipo agruparon juntos en el dendrograma, excepto en

el caso del pulsotipo B, cuyos subtipos se dividieron entre el grupo 1 y el grupo 2.
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7- DISCUSION

En este trabajo de caracterizacion de cepas de SAMR circulantes en la comunidad y en el
hospital interesaba conocer la diversidad fenotipica y molecular del patogeno en uno y otro

ambito y su posible variacion a lo largo de una década.

7.1- Aspectos epidemioldgicos

La mediana de edad de los pacientes hospitalizados fue de 60 afios a diferencia de los 25
anos y medio de los pacientes de la comunidad. Podria haber un sesgo en el primer grupo
ya que las cepas fueron principalmente del Hospital de Clinicas (poblacion mayor de 18
afios), pero cabe destacar que la mayoria de los pacientes hospitalizados tenian més de 40
afios. Las cepas del grupo de pacientes comunitarios en cambio, provenian de un gran
numero de centros de todo el pais y correspondian a pacientes de todas las edades.

La distribucion de cuadros clinicos causados por SAMR-com observados en esta tesis
concuerda con la bibliografia, la cual reporta un espectro de infecciones similar a las
causadas por S. aureus meticilino sensible. Es decir, que mayoritariamente son infecciones
de piel y partes blandas, especialmente fortinculos recurrentes y abscesos profundos,
siendo menos comunes las infecciones invasivas, entre las que se destacan la neumonia
necrosante y la sepsis. La bibliografia también documenta muchas infecciones invasivas
por SAMR-com a punto de partida de un proceso de piel, especialmente si el tratamiento
con antibidticos no se ajusta al perfil de resistencia del microorganismo causante (Gorwitz
et al.,20006).

Los casos fatales documentados en esta tesis ocurrieron en pacientes jovenes con
bacteriemia, sepsis y neumonia necrosante. Cuatro de ellos se asociaron a aislamientos con
pulsotipo A, SCCmec tipo IV y PVL. Esto coincide con los datos a nivel mundial ya que
han sido reportados casos clinicos severos y fatales en pacientes jovenes, por sepsis y
neumonia necrosante, asociados a SAMR-com con PVL y compartiendo un mismo

pulsotipo (Minnesota Department of Health, 2004).
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7.2- Susceptibilidad antimicrobiana

La heteroresistencia a OXA fue detectada en mas de la mitad de las cepas de pacientes
comunitarios y en una minoria de las de pacientes hospitalizados. Otros estudios también
comprueban que las cepas de SAMR-com son mayoritariamente heteroresistentes a OXA
(Pedreira et al., 2004).

Altos valores de CIM para OXA, mayores de 256 pg/mL, se observaron en la mayoria de
las cepas de los pacientes hospitalizados pero solamente en un tercio de las de los pacientes
comunitarios, lo cual es esperable debido a que la presion selectiva a que son sometidas las
cepas en los hospitales favorece la circulacion de estos clones mas resistentes.

Un porcentaje minoritario de las cepas de pacientes hospitalizados present6 fenotipo MLSg
inducible, mientras que casi todas las cepas de pacientes comunitarios con fenotipo MLSg
fueron inducibles. En contraste, el estudio del brote carcelario de 2003 reportaba 93% de
resistencia a eritromicina y 77% de resistencia inducible a clindamicina (Mowszowicz et
al. 2004). En un brote epidémico los aislamientos son idénticos o casi idénticos entre si, ya
que corresponden a una diseminacion localizada y acotada en el tiempo y por lo tanto
pueden pertenecer a un fenotipo que no sea el que predomina en el pais. Por el contrario,
nuestra coleccion fue recolectada en un plazo de 10 afios de distintos puntos del pais. De
hecho, existe otro estudio (2003- 2006) de SAMR-com en Uruguay que detectdo 40% de
cepas con fenotipo iMLSg un porcentaje similar al de esta tesis (Pardo ef al., 2013).

La deteccion presuntiva de cepas con fenotipo heteroresistente de sensibilidad disminuida
a vancomicina constituye un hallazgo sin antecedentes en Uruguay, que deberd ser
confirmado ya que la sensibilidad del macrométodo epsilométrico para la deteccion de
hVISA es de 89% y su especificidad del 55% (van Hal et al., 2011). Nuestros resultados
deberan confirmarse por analisis poblacional, que es el método considerado de referencia.
De todas maneras, este hallazgo refuerza la importancia de realizar una busqueda de estos
mecanismos de resistencia de dificil deteccidon, especialmente en pacientes sometidos a
tratamientos prolongados con vancomicina.

Entre las 6 cepas hVISA, solamente una era de paciente comunitario, aunque con
caracteristicas particulares, ya que poseia un SCCmec tipo II y era PVL negativa. Las
restantes hVISA eran de pacientes hospitalizados, y presentaron variedad de perfiles, con
SCCmec tipo 1I (1/6), III (2/6) y IV (2/6). Recientemente, se han reportado en Argentina
algunas cepas hVISA con SCCmec tipo Il y IV, asociadas tanto a SAMR-com como a
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SAMR-hosp (detectadas por macrométodo elipsométrico y pre-difusion con tabletas de
VAN y TEI) (Sola et al., 2012).

Las cepas de pacientes hospitalizados presentaron un perfil de multiresistencia y las de
pacientes comunitarios fueron mayoritariamente sensibles a antibidticos no B-lactamicos.
Es decir, la mayor parte de las cepas estudiadas se ajustaban a las definiciones con criterio
microbiologico que diferencian SAMR-com y SAMR-hosp por su perfil de susceptibilidad
a los antibidticos. De acuerdo a esa clasificacion, se comprobd que existid una
diseminacion discreta del clon de SAMR-com en el ambiente hospitalario. Su perfil
relativamente sensible a los antibioticos no le aporta la ventaja selectiva que si tiene
SAMR-hosp, pero sus atributos especiales de virulencia (que le permiten infectar a
pacientes jovenes sin co-morbilidades) le resultan ain mas efectivos para el tipo de

pacientes que se encuentra en los hospitales.

7.3- Marcadores moleculares: SCCmec, PVL y PFGE

En los pacientes comunitarios se evidencid la presencia mayoritaria de cepas con SCCmec
tipo IV (88%) que se ha mantenido a lo largo del periodo estudiado.

Los aislamientos de SAMR-com, ademds del SCCmec tipo IV caracteristico, pueden
poseer SCCmec tipo V, VI o VII; aunque la mayoria de los aislamientos con SCCmec tipo
V son de Australia y Taiwan (Deurenberg & Stobbering, 2008). En esta tesis el SCCmec
tipo V se aislo unicamente de dos pacientes hospitalizados que ademés presentaban un
perfil de resistencia propio de SAMR-hosp.

En los pacientes hospitalizados se detectaron los SCCmec tipo 1, II, III, IV y V. Los
SCCmec tipo I y III se consideran marcadores moleculares distintivos de SAMR-hosp
(Deurenberg & Stobbering, 2008); y en este estudio se identificaron exclusivamente en las
cepas de SAMR-hosp. El SCCmec tipo Il es un marcador de SAMR-hosp que también se
detect6 en pacientes que habian sido clasificados como de la comunidad. Estos resultados
pueden ser interpretados como: a) una adaptacion de algunos clones de SAMR-hosp al
ambiente comunitario, b) un error de clasificacion por falta de datos sobre factores de
riesgo o internaciones previas.

La mayor parte de las cepas de pacientes comunitarios (88%) poseian los genes que
codifican para la PVL, en coincidencia con lo reportado por otros investigadores. El

porcentaje de cepas PVL positivas en los pacientes hospitalizados fue 13% en
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contraposicion al 5% reportado en la bibliografia (Prevost ef al., 1995b). Sin embargo, este
porcentaje disminuye a 8% si se restan 2 cepas con caracteristicas genotipicas de SAMR-
com.

La asociacion de la presencia de PVL al cuadro clinico es similar a la reportada
previamente, mayoritariamente a forinculos, neumonia, abscesos y celulitis (Lina ef al.,
1999).

En todos los casos la PVL se asocio al SCCmec tipo IV excepto en dos cepas con SCCmec
tipo III. Esta asociaciéon del SCCmec tipo IV y PVL ha sido definida como un marcador
molecular de SAMR-com en Estados Unidos (Shukla et al., 2004). Sin embargo, esta
relacion no se detecta en los aislamientos de SAMR-com de Australia, Irlanda y Corea
(Deurenberg & Stobbering, 2008).

También existe evidencia de cepas de SAMR-com PVL positivas con SCCmec tipos 1y III
en Holanda (Wannet et al., 2005) y con SCCmec 1y Il en Corea (Jeong et al., 2007).

En conclusion, es probable que cada pais o region deba definir marcadores moleculares de
acuerdo a su realidad epidemiolégica, lo cual resalta la importancia de realizar estudios
para explorar las caracteristicas de las cepas circulantes. En Uruguay, tanto los resultados
de estudios previos como los obtenidos en esta tesis indican que la asociacién entre
SCCmec tipo IV y PVL seria un marcador que comprende a la mayor parte de SAMR-com
(Benoit et al., 2008, Ma et al., 2005).

El pulsotipo A, siempre asociado a SCCmec tipo IV identificado en esta tesis, es idéntico
al perfil de PFGE denominado USA1100 del clon “Suroeste del Pacifico” (ST30, IV),
originario y prevalente en Australia, distribuido actualmente en los cinco continentes (Ma
et al., 2005). E1 CDC establecid una base de datos para perfiles de PFGE definidos por una
nueva nomenclatura “USA” que se asocia a los clones existentes y nombrados inicialmente
segun su lugar de origen.

El pulsotipo A y sus subtipos fue el mayoritario y se encontré asociado principalmente a
los pacientes comunitarios (96%). Los dos pacientes hospitalarios con este pulsotipo eran
pacientes sometidos a cirugias lo cual plantea dos posibilidades: a) eran pacientes que ya
ingresaron infectados o colonizados o b) adquirieron SAMR en el hospital. La segunda
posibilidad estaria sustentada por un estudio previo en el que se documentaba la
transmision nosocomial de SAMR-com en Uruguay en el periodo 2002-2004 (Benoit et al.,
2008).

El pulsotipo B presentd un perfil de bandas idéntico al perfil PFGE USA100 que

corresponde al clon hospitalario New York/Japon con secuenciotipo ST5 por MLST y
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SCCmec 1I. Este clon resulta prevalente entre SAMR-hosp de Estados Unidos y se
distribuye en Japon, Europa y en América especificamente en México y Uruguay
(Deurenberg & Stobberingh, 2008).

En esta tesis las cepas del pulsotipo B fueron detectadas mayoritariamente en el hospital
(68%). Los casos detectados en la comunidad correspondian a infecciones de piel y
bacteriemia en pacientes adultos. No se descarta que fuesen pacientes con contactos
previos recientes con el sistema de salud, especialmente en el caso de dos pacientes de 81 y
87 afos.

El pulsotipo D fue encontrado solamente en las cepas de origen hospitalario con SCCmec
tipo III, excepto una de tipo IV. Este pulsotipo y subtipos ya habian sido identificados
como los tnicos presentes en un estudio previo en Uruguay (1996-1998) y corresponden al
clon brasilero (Aires de Sousa et al., 2001). Los aislamientos de este pulsotipo solamente
fueron identificados en 2002, lo que sugiere que este clon estd siendo sustituido por otros.
En Argentina, el clon cordobés ha reemplazado a los clones brasilero y pedidtrico que
circulaban predominantemente (Sola et al., 2002); lo mismo ha ocurrido en Chile con la
sustitucion de una variante del clon brasilero por el clon cordobés (también llamado
cordobés/chileno) (Rodriguez-Noriega et al., 2010).

Las cepas con pulsotipo D presentaron alto porcentaje de multiresistencia que incluia
trimetoprim/sulfametoxazol, al igual que las cepas circulantes entre 1996-1998. Tres de
ellas tenian PVL y dos fueron hVISA, probablemente como resultado de eventos genéticos
independientes.

Una mayor susceptibilidad a los antibioticos de las cepas hospitalarias posteriores a 2002,
especialmente al trimetoprim/sulfametoxazol, ya sugerian que el clon brasilero podia estar
siendo sustituido por uno o mas nuevos clones y efectivamente en esta tesis se identifico la
presencia de otros pulsotipos. Entre ellos, el pulsotipo E que no pudo ser relacionado a
ningun clon ya descrito, con SCCmec IV y V, sensible a SXT y formando un tnico
agrupamiento en el dendrograma. Estas cepas deberan ser caracterizadas por MLST para
explorar sus relaciones genéticas con los complejos conocidos.

También se identificd al pulsotipo G, representado por 2 cepas sensibles a SXT, una de
ellas con SCCmec tipo I, con un patron de bandas similar al clon cordobés. En Argentina
en el afio 2002, se describié la emergencia de este nuevo clon, definido como STS,
complejo clonal CC5 por MLST, con SCCmec 1 y mayor susceptibilidad a los antibidticos
incluido SXT (Sola et al., 2002).
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Una hipotesis que se manejo para esta tesis era que en Uruguay se podria haber generado
una situacion epidemiolodgica similar a la de Argentina y Chile; los resultados obtenidos

confirman una diseminacidn incipiente del clon cordobés.
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8- CONCLUSIONES

e La caracterizacion fenotipica y molecular de las cepas permiti6 dilucidar la
circulacion de los distintos clones en los ambitos comunitario y hospitalario. La
clasificacion de las cepas en base a los datos epidemiologicos disponibles
coincidio, en la mayor parte de los casos, con la definicion molecular que distingue

SAMR-com de SAMR-hosp.

e En los pacientes comunitarios, la mayoria de las infecciones por SAMR fueron de
piel y partes blandas y la mediana de edad fue de 25 afios y medio. En los pacientes
hospitalizados la mayoria de las infecciones fueron invasivas y la mediana de edad

fue de 60 afios.

e Las cepas de SAMR de pacientes hospitalizados mostraron un alto porcentaje de
resistencia a multiples antibioticos, incluido el fenotipo MLSp constitutivo, a
diferencia de las de pacientes comunitarios que mostraron mayor porcentaje de

sensibilidad y fenotipo MLSp inducible.

e Todas las cepas estudiadas fueron sensibles a vancomicina de acuerdo a los
procedimientos estdndar, pero se detectaron 6 cepas hVISA por método de

tamizaje.

¢ En la comunidad se comprob6 la presencia mayoritaria de cepas de SAMR-com
con perfil PFGE USA1100, SCCmec tipo IV, PVL, susceptibilidad a la mayoria de
los antibidticos y un tercio con fenotipo iMLSg. También se identificaron algunas
cepas del clon hospitalario USA100, SCCmec tipo 1I, y sin PVL, que
probablemente correspondan a pacientes con contacto reciente con el sistema de

salud

e En el hospital se detectd el pulsotipo D, que corresponde al clon brasilero, con
perfil de multiresistencia a los antibioticos incluido SXT, SCCmec tipo III y sin
PVL. Este clon esta aparentemente siendo sustituido por otros mas sensibles:

pulsotipo B, que corresponde al clon New York/Japon, otro pulsotipo E y el clon
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cordobés, que aun esta pobremente representado entre las cepas de SAMR de

Uruguay.

e Todos los casos fatales ocurrieron en infecciones adquiridas en la comunidad,

siendo 4 de ellos por aislamientos de SAMR-com del tipo predominante.

e La puesta a punto de las metodologias descritas en esta tesis han contribuido a la
consolidacion de las herramientas para reforzar la vigilancia de S. aureus en

nuestro laboratorio de referencia nacional.
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9- PERSPECTIVAS

Aplicar la metodologia desarrollada para monitorear futuros cambios
epidemioldgicos de las infecciones causadas por este microorganismo de manera de

estar alerta ante la eventualidad de posibles brotes.

Realizar un entrenamiento y poner a punto la técnica de analisis poblacional (PAP-
AUC) para la confirmacion de hVISA, ya que en esta tesis se obtuvo como
resultado preliminar la presencia de cepas con este fenotipo. La implementacion de
esta técnica en el laboratorio constituye una meta a concretarse en el corto plazo
debido a la importancia de la vancomicina en el tratamiento de las infecciones

severas por S. aureus.

Realizar MLST a cepas representativas de los distintos pulsotipos y sus subtipos,
especialmente de los presentes en el hospital, para complementar la informacion

obtenida y contribuir a la base de datos internacional.

Realizar una publicacion de los resultados de la tesis, asi como también un informe

a las autoridades del Ministerio de Salud Publica.
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ANEXO 1
CEPAS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS

Bacienema por catéter
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SHC 1702 | 13052002 H Cinicas Hacleriema por calels Hemoculao it | posiposipos FOX OP.GEN CLO PEN SXT RIF_.

SHC 2302 | 3052002 H. Cinicas Herda de piet Ex_ e peel 4 pispos. pos FOX GEN CLO PEN GIP,

BHC ZT02 | 02062002 H Cinicas Sapsis Lavado brongquicaly eclar 5 | posipos/pos FOX, CF GEN CLO, PEN BXT RIF

SHCI002 | 8062007 | H Cinicas Bacieriema si foco " Hemoculiva 48 | posiposipes | FOX OPGBNCLOPRNSXTRIF, |

SHC 4602 | 1570672002 H Cinicas Meutmonia Hemaculina BS | posposipos FOX QP GEY CLO PEN

SHC AT D2 | 15 {ﬁﬁﬂ_}‘ H Cinicas Bac rprsm_'la_pq_r catatar I-hrmr..:hr'.-'n 5@ | pos pos pos FOX O GEN "l_O_F_Fﬂ_"%){:I' RIF

SHC55.02 | 0v07/2002 H. Cinicas M quirurgeca 3 pOS p0s pos FOX QP GEN CLO PEN SKT RIF_

SHC 5802 | 0072002 H Cinicas Bactenema por catéter Hemacalinen fid | posiposipos FOX QP GBN CL.0 PEN SXT RIF_.

SHC 0402 | 31072002 H Cinicas Bactenema por catéber Hemacult o i posipos/pos | FOX OPGEN CLOPEN.SXT.RIF_
SHC 10902 | 20082002 H Cinicas Herida quirirgica Ex. de henda quirdrgica 68 pi0S pos pos FOX QP GEN .CLO PBN.SXT RIF,..
SHC 11902 | 28:08/2002 H Ginicas Endocardas Cateter 70 | posiposipos | FOX QP GEN GLOPEN SXT RIF.
BHE 12902 | 05092002 H Cinicas Sepss Hemoculn g 16 | posiposipos FOX OIPGEN, CLO PEN. SXT
SHC 168021 10102002 H Cinicas Bactersmma foco peal Hemocufiv g 47 | posipos/pos FOX., 0P GEN.CLO PEN
SHC222.02| 28112002 | H Cimcas Endocardiis Hemaculiva _| 22 | posiposipes __FOX PEN RIF

ST 04 16/ (R0 CASKMU Bacterema Hemocufn g 4] B2 | posiposipos FOX QP PEN.QLO,,
S804 | 160804 CASMU Meurnania nosocormal Aspirads traqueal F sd | ROSIPOS pOs FOX GPPEN.QLO

-%; 0504 | 17082004 H icas Sepsis postcesdred Henmoulinio F K. . | pos/pos/pos FOX PEN.CLD

Sau 18.05 | 02062005 H CEvicas Absceso pevico Fislula reclo. vagino vesaal {radles apia )y i B2 oS pOs pos FOX PEN

Sau 4008 | 14072008 RLICAR Dhdlisis bacterierma Hemoculwo F 65 | pos/posipos FOX PR

Sau 4706 | 12002006 | H Evanpéhco Bacteriema Hemocukwo M & | posiposipos FOX PEN.CP

Sasy 50 08 | 031172008 H Cinicas Sepsis Hemoculwo M T4 | posiposipos FOM PEM

Sau 5807 | 20032007 | H Brangéhico Faciente en didsis! bacterema Hemocutao M 66 | posiposipos FOX PEN CP

Sau 6507 | 27042007 [F Mac Recursos| Herida de cirugia cardiaca Fx de henda guirdrgica M| Adufio pos pas! pos FOX PEN OIP GEN

Sa 3207 | 17102007 [F Mac Recursos Henda de cingia cardiaca (esterngstomia v safenectomia) [Ex de henda de safenectomial F 60 | posiposipos FOX PEN

Sau 8T 07 | 15112007 | H Bvangéhco infaccion por catétar Catacer M | adute | posiposipes FOX PEN.CP

Sau 9608 | Z7/072008 | H Bvangéco MeEsmonia miranos pitalara Sacreciones tragueales [ 74 J_ D05 POS/DOS FOMPEN.CPQLO

Gau 10708 | 1062008 [ H Qnicas infeccudn intradidkss, paciente renal Cronico Liguido pertonesl M 47 | posipos/pos FOX PENGP QLD

Sau 10717 o403 H Clinicas Infeccion post-operatona (neur oCrupd) F 50 | posiposipos FOXPEN.OF GEN,..

Sau 11417 1403 H. Cinicas Hamatura UroC ultivo M 87 | posposipos FOX PEN.CP
...E.E"MT.'?.TJ.J 210211 H Cimicas  Pacente en didlss. infeccion de onlicio de caléter perfonea] Ex de onficio de caléler F J8 | pos/pos/pos FOX PEN P

Saw 124 11| 290311 H. Oinicas [ransplantado renal Ex. nasal F J% | posiposipos FOX PEN.GIP

Sau 125 11| 2o0aMm H Omicas Espondilodscitrs Shock seplco Hesmoculiv o F a3 pos pos) pos X PEN HIF OF

Sau 131 12| 7310212 H Flarca "~ Meurmnia | Liquido pleural F 3t | posipasipes FOX PR CIP

Sau 13812 | Oa/D6/12 H Clnicas Bactarema Hemoculivo M 12 oS pos pos FOX PEM CIP GEN SXT




ANEXO 1

CEPAS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS

CEPA CLIPORDD ERI PORDD CIM CLI (pgim L) CIM ERI (pgfm L) M OXA (pgimLICIM VAN (pgimL MACROM ETODO (VANTH) TAM. OXA  PVL 1 Cmec PULSOTIPC
SHCO202| & R Fenot HD BR =756 R > 756 R =756 R 25 [4/8) VSSA posinG (5]
SHC 08 02 & R Fanot HO BH =750 R =156 R =256 R 28 (4'8) VESA pasivo | negatvo| negalvo (8]
SHC1102PARND Fent DY BR 01255 =750 R =256 R 28 iB4) VESA pastivo | negathvo| negative | 8 E
SHC 1602 | 6 R Fanot HD &R > 256 R >Z06 R *256 R 18 MNC pOSEND | negatvo | negatvo b2
SHC1T02| 6 RFeast D BR > 256 R > 56 R >256 R 18 NAC POSEND | negatvo | negatv o b2
SHECZI02P3RND Fenct DY &R 0 064 > 756 R 16 R 25 (4'4) VSSA postno |negatva| negatwo [ W E1
SHC2702| GRFenotHD | BR > 2% R > 756 R =756 R 25 (4/8) V55A postND | negalve| negatvo o
SHC 3002 6 R Fanot HD iR > 756 R > 756 R =756 R 25 D4
SHE 46 02 265 285 NG NG BR 18 NG postwo |negatvo|negatvo| N | B2
SHC4T02 | 6 H Fenot HD 6R >258 R >256 R *256 R 18 WA posEve | negatvo | negatha b1
SHCS5502| & R Fenol HD ER >256 R > 756 R *256 R 18 WA posive | negativo| negatva D
SHCS602| 6 R Fenol HD &R 2256 1 » 756 R =256 H 15 N posine | negativo | negatwo 0
SHCO4 02| @ R Fenot HD BR > 25 R =R »256 R 15 NG posino | negatvo| negatvo |
10902 & R Fenot HO R >256R > 256 R 2256 H 25 (4:8) VESA posing | negatvo| negatvo D2
[SHC 119.02] 6 R Fenct HD BR > 256 R >256 R >25 R 28 (4/18) VESA posive |OERNG| regava| N | D
ISI'E‘IHBQ‘ 6 R Fanot HOD BH > 256 H =56 R >25E R 25 pasfivo | negalvo| negaivo i}
[SHC 186 0273 R ND Fenol D+ BR 01255 756 R B8R 25 posinve | negatvo| negatvo | W H
HC 222 02125 R ND Fenot D iR 0064 5 > 256 R 128R 25 posive | negatvo| negatvo N H1
S17.04 6 R Fanot HD GBR » 256 R > 256 R 128 R 15 MNC posinvo | negativo| negatvo B
51804 6 R Fanot HD BH > 256 R > 756 R »256 R 15 MNC posinvo | negativo| negatvo B
Sau 05 04 6 R Fenil B 6R »2NER > 56 R *756 R 18 N posfivo negats o n A
Saui 1805 268 58 M T fd R 25 (4'4) VS5 posfine | negalivo| negalvo M E3
Sel 40 06 208 M5 MC WE iR 15 NC posfno | negalvo| postvo N F
Sau 4706 | 6 R Feanot HD iR =256 R = 56 R 128 R 15 NC posine | negativo| negatvo ) B1
Sau 50 06 288 278 NAC NE > 256 R 28 posinve | negativa | magatvo N B1
Sau 58 07 6 R Fenct R R > 56 R *» X6 R *?56 R 25 (B8 VESA posinve | negatvo | negatvo Be
Sau 65 07 £ R Fanol HD BR =256 R =756 R =256 R 18 N posino | negalyo| negalvo H?_
Sauw 82 07 78S 58 NAC NC %6 R 15 MN/C posivn negaty o W A
Sau BT O7 fi A Fenot HD AR =756 R =756 R =250 R 25 (4:8) V554 posiwo | negalvo| negabvo B
Sau 9808 | & R Fonot HD 6R > 256 R 256 R *258 R 25 poSENG | NEgatvo | negatv o 5]
Sau 10108] ERFonotHD | ER >256R 226 R 2R 35 _WavssA | postwo |negativo| negaiio B
Sa 107 11 6R Fenot R GBR > 256 R *» 256 R *»25%6 R 18 NAC POSEND | NEgative | nedath o G
Sau 114 11| @RFenstHD | BR > 256 R > 7% R 122 R 15 NE postve | negatve| negaiwe A
Sau 121 11| & R Fenot HO R =250 R »>FH6 R IHAR 25 (4:/4) VESA posiwo | negatvo | negatvo B4
Sau 124 11 & R Fanot HD BR > 256 R >»2E R >258 R 25 (4/4) VESA POSEND | NEgathvo | negath o B4
Sau 12511 & R Fanot HD BR > 256 R > 56 R >258 R 28 (B4 VESA POSENG | NEegatve | negath o B4
I__@!auw___'i_:’!_'l__i_:‘!_ EH‘:’_E:‘@.HU _ ER =-256_R =-25t'||-_t R 25 (44) VESA posinD | negalvo| negatva B
Seu 13812 AR Fenol R R =56 R =706 R =258 R 18 NT posive | negalwo| negalvno




ANEXO 1

CEPAS DE PACIENTES COMUNITARIOS

CEPA FECHA INSTITUCION CUADRO CLINICO MUESTRA SEXO EDAD CAT/COA/ADN

5203 01/02/03 CASMU Forunculosis recurrente Ex. de foranculo | F 20 pos/pos/pos
SHP 03.03 | 03/04/2003 HPR Absceso cutaneo inguinal Ex. de absceso Nifio pos/pos/pos
SHP 04 .03|03/04/2003 HPR Lesiones cutaneas Ex. de lesion 3 meses| pos/pos/pos

5303 07/05/03 H Maciel IPPD. Sepsis. Fallece Hemocultivo F 38 pos/pos/pos

5403 28/05/03 COMCAR IPPD Ex. de foranculo | M 22 pos/pos/pos

5503 28/05/03 COMCAR IPPD Ex. de foranculo | M 25 pos/pos/pos

56.03 17/06/03 CASMU Celulitis M RN pos/pos/pos

S7.03 04/07/03 H. Maciel Neumonia necrosante comunitaria. Fallece Hemocultivo F 16 pos/pos/pos
SHP 05.03 | 08/07/2003 HPR Absceso cutaneo Ex . de absceso Nifio pos/pos/pos
SHP 06.03 | 08/07/2003 HPR Foranculo Ex. de foranculo 6 pos/pos/pos
SHP 08.03 | 15/07/2003 HPR Absceso cutaneo Puncion Adulto | pos/pos/pos
SHP 11.03 | 15/07/2003 HPR Lesién de piel Ex . de piel Nifio pos/pos/pos
SHP 13.03 | 15/07/2003 HPR Lesion MSD Ex. de lesion Nifio pos/pos/pos
SHP 14.03 | 15/07/2003 HPR Absceso cutaneo Ex . de absceso 21 pos/pos/pos
SHP 19.03 | 22/07/2003 |L. Martinez Prado Adulto | pos/pos/pos
SHP 20.03 | 22/07/2003 CIMA Absceso cutaneo Ex . de absceso Adulto | pos/pos/pos

5903 24/08/03 H. Evangélico Forunculosis recurrente Ex. de foranculo | M 40 pos/pos/pos

51003 07/11/03 H Maciel IPPD. Sepsis. Fallece Hemocultivo M 15 pos/pos/pos

513.04 12/07/04 CASMU Neumonia aguda y empiema, embolis mo multiple M 39 pos/pos/pos

51404 09/08/04 CASMU Forunculosis recurrente Ex. de foranculo | M 20 pos/pos/pos

519.04 16/08/04 H. Filtro Forunculosis recurrente Ex . de piel F 35 pos/pos/pos
Sau 02.04 | 17/08/2004] H. San José  [Fallece, no atribuido SAMR. Alcoholico, indigente] Hemocultivo M | Adulto | pos/pos/pos
Sau 13.04 | 29/10/2004 H. Clinicas Mult. consultas , 2 meses fiebre Hemocultivo F 33 pos/pos/pos
Sau 23.05|24/06/2005 MUCAM Bacteriemia Hemocultivo M |7 meses| pos/pos/pos
Sau 34 06 |16/01/2006 | H. Paysandua Neumonia Liguido pleural 14 pos/pos/pos
Sau 42 .06 | 19/07/06 H. Evangélico Lesién de talon Ex. de lesion F 87 pos/pos/pos
Sau 43.06 | 25/07/2006 MUCAM Bacteriemia Hemocultivo M | 24 dias| pos/pos/pos
Sau 60.07 |29/03/2007 | H. Bvangélico Foranculo de axila Ex. de foranculo | F 24 pos/pos/pos
Sau 63.07 |16/04/2007 | H. Evangélico Foranculo de rodilla Ex. de foranculo | M 20 pos/pos/pos
Sau 64 07 |17/04/2007| H. Evangélico Absceso cutaneo pierna Ex . de absceso M 27 pos/pos/pos
Sau 66.07 | 30/04/2007 | H. Evangélico Lesién de muslo Ex.de lesion F 37 pos/pos/pos
Sau 67.07 |23/05/2007 | H. Evangélico Lesién de piel Ex. de lesion F 43 pos/pos/pos
Sau 68.07 | 31/05/2007 | H. Evangélico Herida abdominal Ex . de herida M 67 pos/pos/pos
Sau 72 07 |20/06/2007 | H. Evangélico Herida de pie Ex. de herida M 17 pos/pos/pos
Sau 76.07 |01/08/2007 | H. Bvangélico Lesién inguinal Ex. de lesion M | 17 dias| pos/pos/pos
Sau 84 07 |13/11/2007 | H. Bvangélico Lesién de piel Ex. de lesion F 62 pos/pos/pos
Sau 86.07 |16/11/2007 | H. Bvangélico Neumonia Secr. traqueales| F 12 pos/pos/pos
Sau 90.08 | 18/02/2008] H. Bvangélico Absceso cutaneo axia Ex. de absceso F 26 pos/pos/pos
Sau 91.08 | 27/03/2008] H. Fray Bentos Lesién de piel Ex. de lesion F 38 pos/pos/pos
Sau 92.08 |24/04/2008| H. Evangélico Lesion de axia Ex. de lesion M 24 pos/pos/pos
Sau 94 08 |12/06/2008| H. Bvangélico Celulitis Ex . de herida M 20 pos/pos/pos
Sau 99.08 | 29/07/2008 H. Pasteur Sepsis (absceso en dorso) Hemocultivo F 16 pos/pos/pos
Sau 103.09] 14/08/09 HPR Neumonia Hemocultivo F pos/pos/pos
Sau 108.11| 04/03/11 H. Clinicas Ulcera cornea izquierda Ex . de herida M | Adulto | pos/pos/pos
Sau 109.11| 04/03/11 H. Clinicas Absceso cutaneo Ex. de absceso F 27 pos/pos/pos
Sau 110.11| 04/03/11 H. Clinicas Herida de rodila Ex . de herida M 15 pos/pos/pos
Sau 113.11| 14/03/11 H. Clinicas Absceso cutaneo antebrazo Liquido absceso | M 43 pos/pos/pos
Sau 116.11| 21/03/11 H. Clinicas Conjuntivitis Ex. conjuntival F 81 pos/pos/pos
Sau 11711 21/03/11 H. Clinicas Absceso cutaneo glateo Ex. de absceso M 39 pos/pos/pos
Sau 118.11| 21/03/11 H. Clinicas Absceso cutaneo Ml Ex . de piel F 47 pos/pos/pos
Sau 119.11] 21/03/11 H. Clinicas Absceso cutaneo Ex. de absceso F 15 pos/pos/pos
Sau 12011 21/03/11 H. Clinicas Conjuntivitis Secrecion ocular| F 32 pos/pos/pos
Sau 122 11| 21/03/11 H. Clinicas Absceso cutaneo Ex. de absceso M 33 pos/pos/pos
Sau 126.11| 29/03/11 H. Clinicas Celulitis de mano Ex . de herida M 29 pos/pos/pos
Sau 128.11| 27/01/12 H. Melo Bacteriemia. Fallece Hemocultivo M pos/pos/pos
Sau 129.11| 27/01/12 H. Melo Lesién de piel Ex. de lesion M 4 pos/pos/pos
Sau 132.12| 09/03/12 H. Militar Lesién de piel Ex . de herida M 20 pos/pos/pos




ANEXO 1
CEPAS DE PACIENTES COMUNITARIOS

CLI por DD ERipor DD CIM CLI(pgmL) CIM ER (pgimL) CIM OXA {g/imL)
5203 FOX, PEN 26 R ND Fenot D+ B R 0125% =356 R 256 R
SHP O3 03 FOX, PFEN 265 s MNC HNC R
SHP 04 03 FOx, FEN 18 2775 T NG 16 R
5303 FOX, FEN 2s NS MNC NC 2R
5403 FOX, PEN 23R ND Fanot D 6R D125 S >256 R 32R
S§503 FOX, PEN #4 R ND Fenot D+ 6 R 01758 > 256 R = 750 R
S6.03 FOX, PEN 2715 285 NC NiC 16 R
ST FOX, FEN 24 R WD Fenol D+ 6 R 0064 5 =256 R 2R
SHP 05 03 FOX, PEN 58 | s NG T 16 R
SHP (6 03 FOX, PEN M8 M5 MG NG 16 8/
SHP 08 03 FOX, PEN 24 RMND Fenol D & R 0084 8 = 256 R 16 R
SHP 11 .03 FOX, PEN 24 RIND Fenct D ER 0064 & = 256 R 16 R
SHP 1303 FOX, PFEN ns 5 ML, NAC B8R
SHP 14 03 FOX, PEN 25 i N'C NC 16 R
SHP 19 03 FOX, PEN, CLOD i g 285 NC NC BR
SHP2003 | FOX, PEN, CLO 245 255 NC NG 168
5903 FOX, PEM mns 88 N'C NC 64 H
S 10.03 FOX, PEN T 28 S NC NG 64 R
S1304 FOX, PEM 23R ND. Fenot D+ ER 01255 =256 R *»256R
S140d FOX, PEN 23R HD Fenot D~ &R 01258 = P56 R 128 R
S1004 FOX, PEM 25 R MD Fanot D 6R 01255 =258 R 32R
Sau (2 04 FOX, PEN, CP i R Fenol HD fH =56 R > 256 R > 256 R
Sau 1304 FOX, PEN 23R HD. Fenot D+ 6R K125 S =256 R >256 R
Sau 23 05 FOX, PEN 255 265 NAC NC 32R
Sau 3 06 FOX_ PEN 21RND FerotD*| 6R | 0255 > 256 R »256R
Sau 42 06 FOX. PEN. CP. OO 6 R Fenot HD &R =256 R >256 R 256 R
Sau 43 04 FOX, PEN 2635 835 NC NC G4 R
Sau 60 07 FOX, PEN, CP 25 R MD. Fenot [+ GR 01258 256 R B4 R
Sau 83 07 FOX, PEN, CLD 285 s NC N/C 16 R
Sau 64 07 FOX, PEM 218 285 MG WG 3Z2R
Sau 66 07 FOX, PEN 255 285 N'C WiC 16 R
Sau 6T 07 FOX, PEH 255 28 5 T NG 64 H
Sau 68 07 FOX, PEN 2B S 2T 6 WG NiC 64 R
Sau T207 FOX, PEN it < 5 NC NAC B4R
Sau 7607 FOX, PBN 23 R ND. Fenot [+ GR 0064 S =256 R 3Z2R
Sau 84 07 FOX, PEN 24 R WD Fenal D+ 1] D0Ed 5 = 256 R Bd R
Sau 88 07 FOX, PEN G R Fenol R GR =256 R > 256 R 128 R
Sau 90 08 FOX, PEN 23R ND Fenot D+ &R 01255 > P56 R B4 R
Sau 9 08 FOX, PEN 27 5 295 NG NG 128 R
Sau 92 08 FOX, PEN. GEN F.ii g 295 NC NAC fid4 B
Sau 94 08 FOX, PEM b 29 5 NT NG =256 R
Sau 99 04 FOX, PEM & R Fenot R BR » 256 R > 256 R >256 R
Sau 103 09 FOX, PEN 1S WS WG NG 64 R
Seau 10811 FOX, PEN, CP & R Fenot HD BR =256 R > 258 R > 256 R
Sau 109 11 | FOX PEN, CP GEM. CLD 238 218 NG N/C >J5A R
Sau 11011 FOX, PEM 265 25 NG NAC o6 R
Sau 11311 FOX, PEN P 278 6R 01258 32R 128 R
Sau 116 11 FOX, FEN, CF i [ Fanol HD i H = 256 R > 256 R = 756 R
Sau 1171 FOX, PEM Z4 R HD Fanot D 6R 01258 > 256 R 128 R
Sau 11811 FOX, FEN, GEN, CLD. CP_| 24 RND FenotD+|  6R 01255 > 256 R [ > 256 R
Sau 11911 FOX, PEM g = 255 NG WAG » 206 R
Sau 120 M FOX, PEN.CIP 6 R Fenot HD BH *» 256 R >256 R > 256 R
“Sau 122.11 | FOX, PEN 248 248 NC NC > 256 R
Sau 12611 FOX, PEN_ 288 £ NC_ NC 84 R
Sau 12811 FOX, PEN 225 85 WG N/C BR
Sau 1281 FOX, PEM 235 24 5 N'C WiC 16 R
Sau 13212 FOX, PEN, RIF. CP & R Fen HD iR =256 R > 256 H =256 H




ANEXO 1

CEPAS DE PACIENTES COMUNITARIOS

CEPA CIM VAN (ug/mL) MACROMETODO (VAN/TEl) TAM. OXA PVL TSST-1 SCCmec PULSOTIPO
S$203 15 N/C posivo posiiro negatvo N A
SHP03.03 18 N/C positivo positvo negativo N A
SHP 04 .03 15 N/C positvo positivo negatvo N A
S303 15 N/C posivo posiiro negatvo N A
S403 15 N/C posivo positivo negatvo N A
5503 15 N/C positvo positivo negatvo N A
56.03 15 N/C positvo negatvo negativo N -
57.03 18 N/C positivo positivo negativo 1% A
SHP05.03 15 N/C positvo positivo negatvo N A
SHP06.03 25 positvo positvo negatvo SIT A1
SHP08 03 28 positivo positivo negativo % A3
SHP11.03 258 positvo positvo negativo N A1
SHP 13.03 25 positivo positivo negatvo SIT A5
SHP 14 03 25 posivo pt_m’liva negativo N A4
SHP 19.03 25 positvo positvo negativo N A
SHP 2003 25 positvo positivo negativo N A2
59.03 15 N/C positivo pt_m’liva negativo N A
$10.03 18 N/C positivo positvo negativo N A
51304 15 N/C posivo positivo negatvo N A
S14.04 15 N/C positivo posflira negativo N A
S$19.04 28 (8/4) VSSA positvo positvo negativo N A
Sau 02 .04 18 N/C positvo negativo negativo ] B5
Sau 13.04 15 N/C posivo posiivo negativo N A
Sau 23.05 18 N/C positivo positvo negativo N A
Sau 34 .06 15 N/C positvo positivo negatvo N A
Sau 42 06 15 N/C positivo negatvo negativo I B
Sau 43.06 18 N/C positivo positivo negativo % A
Sau 60.07 18 N/IC positvo positivo negatvo N A
Sau 63.07 25 (4/8) VSSA positvo positvo negativo N A
Sau 64 .07 2S5 (4/4) VSSA posivo positivo negatvo N A
Sau 66.07 25 {4/4) VSSA positvo positivo negativo N A8
Sau 67.07 25 (8/4) VSSA positvo positvo negativo N A
Sau 68.07 28 (8/4) VSSA positvo positivo negativo 1% A
Sau 72.07 18 N/C positvo positvo negativo N A6
Sau 76.07 25 (4/4) VSSA positvo positivo negativo N AB
Sau 84 .07 28 (8/4) VSSA positivo positvo negativo N A9
Sau 86.07 Y (4/4) VSSA positvo positvo negativo N A
Sau 90.08 28 (8/4) VSSA positivo positvo negativo N A
Sau 91.08 28 (4/8) VSSA positivo positvo negativo N A2
Sau 92 .08 25 (4/8) VSSA positvo positivo negatvo N A
Sau 94 .08 25 (4/4) VSSA posivo posiiro negatvo N AT
Sau 99.08 25 (4/8) VSSA posivo positivo negatvo N A1
Sau 103.09 25 (4/4) VSSA positvo positivo negatvo N A3
Sau 108.11 25 (4/4) VSSA positvo negatvo negativo I B3
Sau 109.11 25 (4/4) VSSA positvo positivo negatvo N A
Sau 110.11 15 N/C positvo positivo negatvo N A1
Sau 113.11 25 (4/4) VSSA positvo positvo negatvo N 2l
Sau 116.11 25 (4/4) VSSA positvo negativo negativo I B3
Sau 11711 18 N/C positvo positvo negativo N A
Sau 118.11 15 N/C positivo positivo negatvo N A
Sau 119.11 15 N/C positivo pos'liva negativo N A
Sau 120.11 15 N/C positivo negativo negativo N B
Sau 122 11 18 N/C positvo positivo negativo N A2
Sau 126.11 15 N/C positivo pt_m’liva negativo N A
Sau 128.11 18 N/C positvo positvo negativo N A
Sau 129.11 25 (4/4) VSSA posivo positivo negatvo N A
Sau 13212 25 positivo negatvo negativo I B2




ANEXO

ABREVIATURAS DE TABLAS

Ex.: Exudado

Cat./Coa./ADN.: Catalasa/Coagulasa/ADNasa
Tam.: Tamizaje

DD: Disco Difusion

SD: Sensibilidad Disminuida

IPPD: Infeccién de Piel y Partes Blandas

MIIL: Miembro Inferior Izquierdo

MSD: Miembro Superior Derecho

S/T.: Sin Tipificar

N/C: No Corresponde




ANEXO II

METODO DE EXTRACCION DE ADN CON SISTEMA COMERCIAL
FERMENTAS

Dia 1: Descongelar las cepas en agar TSA. Incubar a 35°C.

Dia 2: Repicar nuevamente en TSA. Incubar a 35°C.

Dia 3:

Preparar una suspension densa de bacterias en un tubo de microcentifuga conteniendo
200 pL de tampén TE.

Adicionar 400 pL de solucion de lisis y vortexear. Incubar a 65°C por 5 minutos.
Adicionar inmediatamente 600 pL de cloroformo, emulsionar suavemente por
inversion (3-5 veces) y centrifugar a 10.000 rpm durante 2 minutos.

Preparar la solucion de precipitacion mezclando 720 plL de agua destilada estéril
calidad molecular con 80 pL de la solucion de precipitacion 10X.

Transferir la fase acuosa superior conteniendo el ADN a un nuevo tubo, agregar 800
pL de la solucion de precipitacion y mezclar suavemente por inversion durante 1-2
minutos. Centrifugar a 10.000 rpm durante 2 minutos.

Remover el sobrenadante y disolver completamente el sedimento de ADN en 100 puL
de solucion de NaCl 1.2 M.

Adicionar 300 pL de etanol frio, dejar precipitar el ADN a —20°C toda la noche y
centrifugar a 10.000 rpm durante 3-4 minutos.

Descartar el etanol y lavar el sedimento con alcohol frio 70%.

Disolver el ADN en 100 pL de agua destilada estéril calidad molecular. Guardar los

extractos a — 20°C.
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DETECCION DEL GEN mecA MEDIANTE PCR

Cebadores:
MECA P4: 5-TCCAGATTACAACTTCACCAGG -3’
MECA P7 5- CCACTTCATATCTTGTAACG - 3’

Gen mecA: 2322 bp (Acceso GenBank Y00688)

Ubicacion de cebadores: MECA P4: 1190-1211
MECA P7: 1351-1332

Producto de PCR: 162 pb

Mezcla de reaccion (volumen final 50 pL):

Concentracion Final

2.5 uL MgCl, (50 mM) 2.5 mM
5 uL 10 mM Tris-HCI (10X) 1X
5 uL dNTPs Mix (2.5 mM c/u) 0.25 mM

1 uL MECA P4 (40 uM)
1 uL MECA P7 (40 uM)
0.5 uL Taq pol.

34 uL H,O

1 uL ADN

Programa de amplificacion:
94°C 4 min
94°C 30 seg
30 ciclosy 53°C 30 seg
72°C 1 min
72°C 4 min
0 4°C

Electroforesis: gel 2%
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DETERMINACION DEL CASETE SCCmec MEDIANTE PCR

Determinacion del complejo ccr

Complejo  Cebadores:
ccrABI cer-f2 5- ATTGCCTTGATAATAGCCITCT - 37
cer-a2 5'- AACCTATATCATCAATCAGTACGT - 37

ccrAB2 cer-f2 5'- ATTGCCTTGATAATAGCCITCT - 37
ccr-a3 5'- TAAAGGCATCAATGCACAAACACT -3

ccrAB3 cer-f2 5- ATTGCCTTGATAATAGCCITCT - 37
ccer-04 5'- AGCTCA AAAGCAAGCAATAGAAT - 37

Ubicacion de genes:

ccrAB1 (SCCmec tipo 1, acceso GenBank AB033763)
gen ccrAl: 23692- 25041
gen ccrB1: 25063-26214

ccrAB2 (SCCmec tipo 11, acceso GenBank D86934)
gen ccrA2: 25411- 26760
gen ccrB2: 26782- 28410

ccrAB3 (SCCmec tipo 111, acceso GenBank AB037671)
gen ccr43: 5430- 6776
gen ccrB3: 6797- 8425

Ubicacion de cebadores:

Cebador ccr-02 especifico del gen ccrdl
Cebador ccr-03 especifico del gen ccr42
Cebador ccr-04 especifico del gen ccrd3

Cebador ccr-B2 comun a ccrB1, ccrB2 'y ccrB3
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Productos de PCR:
ccrABI: 695 pb
ccrdB2: 937 pb
ccrAB3: 1791 pb

Mezcla de reaccion (volumen final 50 pL):

Concentracion Final

2.5 uL MgCl, (50 mM) 2.5 mM
5 uL 10 mM Tris-HCI (10X) 1X
5 uL dNTPs Mix (2.5 mM c/u) 0.25 mM

8 uL cer-B2 (5 uM)
8 uL cer-a2 (5 uM)
8 uL cer-a3 (5 uM)
8 uL ccr-a4 (5 uM)
0.5 puL Taq pol.

4 uL H,O

1 uL ADN

Programa de amplificacion:
94°C 5 min
94°C 30s
30 ciclosy 63°C 1 min
72°C 1 min
72°C 5 min
0 4°C

Electroforesis: gel 1.5%
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Deteccion del complejo mec clase A
Cebadores:
ml-1  5- AATGGCGAA AAAGCACAACA -3’

ml-2  5- GACTTGATTGTTTCCTCTGTT - 3~

Genes mecR1 'y mecl en complejo mec clase A: 2471 bp (Acceso GenBank X63598)
Ubicacién de gen mecl: 1982-2353

Ubicacion de cebadores: ml-1: 1923-1942
ml-2: 2403-2283

Producto de PCR: 480 pb

Mezcla de reaccion (volumen final 50 pL)

Concentracion Final

2.5 uL MgCl, (50 mM) 2.5 mM
5 uL 10 mM Tris-HCI (10X) 1X
5 uL dNTPs Mix (2.5 mM c/u) 0.25 mM

2 uL mlI-1 (10 uM)
2 uL ml-2 (10 uM)
0.5 uL Taq pol.

32 uL H,O

1 uL ADN

Programa de amplificacion:
94°C 5 min
94°C 30s
30 ciclos< 50°C 1 min
72°C 2 min
72°C 10 min
0 4°C

Electroforesis: gel 1.5%
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Deteccion del complejo mec clase B

Cebadores:
Is1272 5-ATTTTGGGTTTCACTCGGAT - 3
mecR1 5- CAAATATTAAAGAACGTGTT - 3”7

Ubicacion de elementos génicos (SCCmec tipo I, acceso GenBank AB033763):
[S1272: 28473- 30057

AmecR1: 30304- 31290

Ubicacion de cebadores: IS1272: 29852- 29870
mecR1: 30416- 30397

Producto de PCR: 565 pb

Mezcla de reaccion (volumen final 50 pL)

Concentracion Final

2.5 uL MgCl, (50 mM) 2.5 mM
5 puL 10 mM Tris-HCI (10X) 1 X
5 uL dNTPs Mix (2.5 mM c/u) 0.25 mM

8 uL 1s1272 (5 uM)
8 uL mecR1 (5 uM)
0.5 pL Taq pol.

20 uL H,O

1 uL ADN

Programa de amplificacion:
95°C 5 min
95°C 1 min
30 ciclos§ 55°C 1 min
72°C 1 min
72°C 10 min
0 4°C
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Electroforesis: gel 1.5%

Deteccion de SCCmec Tipo V

Cebadores para ORF V011:

Tipo V-F  5'- GAACATTGTTACTTAAATGAGCG - 3’

Tipo V-R  5'- TGAAAGTTGTACCCTTGACACC - 37

Ubicacion de ORF VO011: 10611-12599 en SCCmec tipo V (Acceso GenBank AB121219)
Especifico de SCCmec tipo V

Ubicacion de cebadores: Tipo V-F: 10917- 10939
Tipo V-R: 11241- 11220

Producto de PCR: 325 pb

Mezcla de reaccion (volumen final 25 pL)

Concentracion Final

2.5 uL 10 mM Tris-HCI (10X) 1X
1.25 uL MgCl, (50 mM) 2.5 mM
2,5 uL dNTPs Mix (2.5 mM c/u) 0.25 mM

2 puL Tipo V-F (10 uM)
2 uL Tipo V-R (10 uM)
0.25 pL Taq pol.

14 uL H,O

0.5 uL ADN
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Programa de amplificacion:

94°C 5 min
94°C 45s

10 ciclos < 65°C 45
72°C 1.5 min
94°C 45s

25 ciclosy 55°C 45
72°C 1.5 min

72°C 10 min

0 4°C

Electroforesis: gel 1.5%

DETECCION DE LOS GENES PARA LA PVL MEDIANTE PCR

Cebadores:

luk-PV-1:  5°- ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA -3’
luk-PV-2:  5- GCATCAACTGTATTGGATAGCAAAAGC - 3’

Genes lukS-PV'y lukF-PV: 3826 bp (Acceso GenBank X72700)
Ubicacioén del gen [ukS-PV: 1055-1993
Ubicacion del gen lukF-PV: 1995-2972

Ubicacion de cebadores: luk-PV-1: 1640-1670
luk-PV-2: 2072-2046

Producto de PCR: 433 pb
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Mezcla de reaccion (volumen final 50 pL)

Concentracion Final

2.5 uL MgCl, (50 mM) 2.5 mM
5 uL 10 mM Tris-HCI (10X) 1X
5 uL dNTPs Mix (2.5 mM c/u) 0.25 mM

6 uL luk-PV-1 (5 uM)
6 uL luk-PV-2 (5 uM)
0.5 uL Taq pol.

24 uL H,O

1 uL ADN

Programa de amplificacion:
94°C 5 min
94°C 30s
30 ciclos § 60°C 30s
72°C 1 min
72°C 10 min
0 4°C

Electroforesis: gel 1.5%

DETECCION DEL GEN PARA LA TSST-1 MEDIANTE PCR

Cebadores:
TSSTI1: 5- ATGGCAGCATCAGCTTGATA - 3’
TSST2: 5-TTTCCAATAACCACCCGTTT -3"

Gen tst: 731 bp (Acceso GenBank J02615)

Ubicacion de cebadores: TSST1: 251-270
TSST2: 600-581

Producto de PCR: 350 pb
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Mezcla de reaccion (volumen final 25 pL)

Concentracion Final

2.5 uL 10 mM Tris-HCI (10X) 1X
1.25 uL. MgCl, (50 mM) 2.5 mM
2,5 uL dNTPs Mix (2.5 mM c/u) 0.25 mM

3 uL TSSTI (5 uM)
3 uL TSST2 (5 uM)
0.25 pL Taq pol

12 uL H,O

0.5 uL ADN

Programa de amplificacion:
94°C 5 min
94°C 2 min
30 ciclos § 51°C 2 min
72°C 1 min
72°C 10 min
0 4°C

Electroforesis: gel 1.5%

ELECTROFORESIS PARA DETECCION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Gel 1.5% (cuba 50 mL)
47.5 mL agua destilada
2.5 mL tampon TBE 10X
0.75 g agarosa

Gel 2% (cuba 50 mL)
47.5 mL agua destilada
2.5 mL tampon TBE 10X

1 g agarosa
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Calentar en microondas hasta fundir la agarosa.
Pasar a un matraz especifico para bromuro y agregar 1.55 pLL de bromuro de etidio.

Verter la agarosa en el molde y dejar solidificar (aproximadamente 30 minutos).

Tampon de corrida TBE 0.5 X
950 mL agua destilada
50 mL de tampén TBE 10X

Cargar en el gel
10 uL producto de PCR + 2 pL de tampon de carga

1 uL marcador de peso molecular + 2 pul. de tampdn de carga

Condiciones de corrida
45 minutos a 100 V para el gel 1.5%
1 horaa 100 V para el gel 2%

ELECTROFORESIS EN CAMPOS PULSADOS

Preparacion de bloques de agarosa

Dia 1.- Descongelar las cepas en agar TSA.

Dia 2.- Inocular 1 colonia en 5 mL de caldo TSB e incubar en bafio de agua a 37°C durante

toda la noche. Agregar un tubo de TSB para control de esterilidad.

Dia 3.-

e Sembrar media placa de cada tubo para control de pureza.

e Colocar 500 pL del caldo con crecimiento en un tubo de microcentrifuga.

e Centrifugar por 2 minutos a 10.000 rpm.

e Descartar el sobrenadante y lavar el sedimento con 500 pL de TE.

e (Centrifugar por 2 minutos a 10.000 rpm.

e Descartar el sobrenadante y resuspender en 200 uL TE. Vortexear.

e Mientras tanto preparar agarosa de PFGE al 1.5%: 0.15g de agarosa en 10 mL de TE.

Mantenerla en bafio a 42°C por lo menos 10 minutos antes de usarla.
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Colocar 5 uL de la suspension en una cubeta de espectrofotdémetro con 1 mL TE.
Cubrirla con parafilm y mezclar por inversion. Preparar un blanco con TE solo. Medir
absorbancia a 620 nm, el rango aceptable es 0.05-0.15.

Calcular el volumen de TE a agregar: (OD x 40 x 210) — 210. Agregar el volumen de
TE especifico para cada muestra. Vortexear.

Pasar a tubos nuevos, 150 uL de la suspension y colocarlos en el bafio a 42°C
(aproximadamente 10 min). Agregar a cada uno, 150 pL de agarosa y mezclar
suavemente con la pipeta para no hacer burbujas. Colocar en el molde para bloques (2
bloques por muestra).

Dejar solidificar a 4°C durante 10 minutos.

Mantener 10 minutos a temperatura ambiente.

Preparar previamente la solucion de lisis: 75 p. ARNasa + 75 puLL Lysozima + 75 puL
Lysostafina + 14.775 mL de EC.

Trasladar los bloques con un ansa descartable, a tubos de 15 mL conteniendo 1mL de
solucion de EC-lisis, descartar los que estén rotos o con burbujas. Cuidar que no
queden adheridos a las paredes. Incubar 5 horas en bafio de agua a 37°C.

Descartar la solucion de EC-lisis por volcado usando tapas coladoras comerciales para
atrapar los bloques.

Preparar 15 mL de solucién ESP (0.75 mL proteinasa K + 14.25 mL ES). Agregar 1

mL de ESP a cada tubo. Incubar en bano a 50°C durante toda la noche.

Dia 4.-

Descartar ESP por volcado.

Agregar 13 ml TE, lavar 30 minutos en agitador plano en posicidon casi horizontal y
descartar el TE.

Repetir el lavado 5 veces, 30 minutos cada vez.

Guardar a 4 °C en 5 mL de TE hasta su uso (3-4 meses).

Restriccion de los bloques

1) Equilibracion

Preparar por adelantado tampén Smal (15 mL de tampoén pre-Smal + 6.3 pL

mercaptoetanol).
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e Cortar un bloque en 3 partes, en el sentido del eje mayor.

e Transferir 1/3 de bloque a un tubo de microcentrifuga conteniendo 500 pl de tampon
Smal.

e Incubar a 25°C durante 1 hora.

e Remover el tampdn con pipeta de 1 mL.

2) Restriccion
e Agregar 50 uL de mezcla de restriccion (970 pL de tampén Smal + 30 pL de enzima
Smal).

e Incubar a 25° durante toda la noche.

Dia 5.-
3) Detener la reaccion
e Agregar S5uL de tampon de carga y equilibrar por 10 minutos.

e Sino es necesario para uso inmediato, agregar 10 pL de ES y guardar a 4°C.

Preparacion del gel
Limpiar todas las partes del molde para el gel con agua destilada, armarlo y asegurarse de

que esté perfectamente horizontal usando un nivel.

1) Preparacion de la agarosa

e Preparar 180 mL de agarosa para PFGE al 1%. Pesar 1.8 gramos de agarosa, agregar 9
mL de TBE 10X mas 171 mL de agua destilada.

e (alentar en el microondas hasta lograr fundir la agarosa y luego mantenerla en bafio a

42°C.

2) Preparacion del tampon de corrida
Preparar TBE 0.5X con 100 mL de TBE 10X y agua destilada hasta un volumen final de 2

litros.
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3) Montaje del gel

Poner el peine en posicion horizontal. Con la ayuda de un ansa, colocar los bloques en
los dientes del peine y secarlos cuidadosamente con papel absorbente. Colocar el peine
en la posicion correcta en el molde.

Verter la agarosa suavemente y asegurarse de que no se formen burbujas. Reservar 5
mL para el sellado de los pocillos.

Dejar que el gel solidifique (aproximadamente 30 min.). Retirar el peine y sellar los

pocillos.

4) Preparacion de la maquina

Lavar la méaquina por lo menos dos veces con 2 It de agua destilada cada vez.

Poner el marco negro y asegurarse de que la cuba este perfectamente horizontal
utilizando un nivel.

Adicionar 2 1t de tamp6n de corrida (TBE 0.5 X).

Encender la maquina. Programar a 70 la bomba de velocidad variable y encenderla.
Programar la temperatura del sistema de enfriamiento a 11.3°C.

Tiempo inicial: 5 segundos.

Tiempo final: 35 segundos.

Tiempo de corrida: 23 horas.

Voltaje: 200 volts o 6 volts/cm.

Revisar los parametros, colocar el gel y presionar inicio.

Transcurrido el tiempo de corrida, sacar el gel y lavar la maquina dos veces con 2

litros de agua destilada cada vez.

5) Teinido del gel

Teiiir el gel con bromuro de etidio (50 pL de solucion 10 mg/mL en 500 mL de H,O,
concentracion final 1pg/mL) por 30 minutos sobre un agitador horizontal a temperatura
ambiente. Siempre cubrir el gel para evitar la desnaturalizacion de la tinta.

Desteiiir el gel con 500 mL de agua destilada, por 30 minutos en agitador.

Cambiar el agua y destefiir por 30 minutos mas.

Tomar una fotografia y guardarla en formato TIFF.

XIvV



ANEXO II

PREPARACION DE SOLUCIONES

1M Tris pH 8
Pesar 12.1 g de Tris y agregar 80 mL de H;Oge. Ajustar a pH 8 agregando
aproximadamente 4.2 mL de HCIl concentrado. Completar el volumen a 100 mL.

Autoclavar.

0.5 M EDTA pH 8
Pesar 37.2 g de EDTA vy agregar 160 mL de H,Og4.y. Agitar y ajustar a pH 8 agregando

aproximadamente 4.5 g de NaOH. Completar el volumen a 200 mL. Autoclavar.

1M Tris pH 7.5
Pesar 12.1 g de Tris y agregar 80 mL de H,Og4et. Ajustar a pH 7.5 agregando

aproximadamente 5.5 mL de HCIl concentrado. Completar el volumen a 100 mL.

Autoclavar.
Tampon TE

Para 1000 mL Concentracion Final
1 M Tris pH 7.5 10 mL 10 mM
0.5 M EDTA pH 8 2mL 1 mM
HyOgest 988 mL
Autoclavar
Tampén EC

Para 500 mL Concentracion Final

1 M Tris pH 8 3mL 6 mM
NaCl 292¢ M
0.5 M EDTA pH 8 100 mL 100 mM
Deoxicolato de sodio I gm 0.2%
Laurylsarcocina de sodio 2.5gm 0.5%
H,Oygest hasta completar 500 mL
Autoclavar
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ARNasa A

Disolver 30 mg de ARNasa (SigmaR) en 3 mL de H,Og4es calidad molecular y mantener a

100°C durante 15 minutos. Alicuotar y almacenar a -20°C.

Solucion de lisis EC

Para 15 mL
ARNasa A (10 mg/mL) 75 uL
Lysozima (20 mg/mL) 75 uL
Lysostafina (10 mg/mL) 75 uL
Tampon EC 14.775 mL

Tampon ES

Concentracion Final

50 pg/mL
100 pg/mL
50 pg/mL

Pesar 93.1 g EDTA y disolver en 400 mL de H;Oger. Ajustar a pH 9 agregando

aproximadamente 15 g de NaOH. Agregar 5 g laurylsarcocina de sodio. Completar el

volumen a 500 mL con H>Oge. Autoclavar.

Tampon ESP

Para 15 mL
Proteinasa K (20 mg/mL) 0.75 mL
ES 14.25 mL
Tampon pre-Sma I

Para 500 mL
1 M Tris pH 8 3mL
KCI 0.7456 g
MgCl, 6H,0 0.60993 g
HyOgest 497 mL

Autoclavar

Tampoén Sma I
15 mL de tampon pre-Smal

6.3 uL de mercaptoetanol

Concentracion Final

Img/mL

Concentracion Final
6 mM
20 mM
6 mM
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Tampon de restriccion

Para 1000 pL Concentracion Final

Sma I (Roche ¥) (10000 U/mL) 30 uL 300 U/mL
Tampon Sma [ 970 uL
Tampén TBE 10X

Para 1l L
Tris 108 g
Acido Borico 55¢g
0.5 M EDTA pH 8 40 mL
H,Ogest hasta completar 1L

Autoclavar
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