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RESUMEN

2. RESUMEN

La diseminacién de Staphylococcus aureus (S. aureus) resistente a la meticilina (MRSA) es
una preocupaciéon mundial tanto en los hospitales (HA-MRSA) como en la comunidad (CA-
MRSA). El conocimiento sobre cuando y dénde se adquiere la colonizacion de MRSA y qué clones
estdn involucrados, ayudaria a concentrar esfuerzos para la prevenciéon de las infecciones
adquiridas en el hospital por MRSA, especialmente en América Latina, donde los datos son
escasos. Ademads, existe limitada evidencia de la prevalencia, epidemiologia molecular y factores
de riesgo (FR) para la colonizacion por MRSA al ingreso, discriminados por genotipos CA-MRSA
y HA-MRSA (CA-MRSAs y HA-MRSAG). Por esto, en la primera parte de esta tesis, se llevo a cabo
un estudio multicéntrico en 8 instituciones de Cordoba, durante 3 meses, con el fin de analizar
las implicancias de la colonizacidn por CA-MRSAG, comparativamente con HA-MRSAg y S. aureus
sensibles a meticilina (MSSA), en los pacientes que se hospitalizan. De 1419 pacientes
hospitalizados, se obtuvo una prevalencia de colonizacion por MRSA de 4,2% (n: 60) en la
admision, con mayor proporcion en pediatria que en adultos (6,1% vs 2,5%), dada por una mayor
proporcién de CA-MRSAG (4,8%) comparada con la de adultos (1,9%), p= 0,002. Los clones MRSA
mas frecuentes en la admisidn fueron, CA-MRSAg: I-ST5-1V (n: 17, 28,3%), N-ST30-IV (n: 12, 20%),
y HA-MRSAg: C-ST100-IV (n: 9, 15%). Se identificaron FR para colonizacion por MRSA,
discriminando FR para CA-MRSAg de FR para HA-MRSAg. Esta diferencia en los FR, implica
diferentes origenes y nichos de transmision de ambos genotipos, y avala la importancia de
conocer los genotipos prevalentes en una poblacidn, a la hora de llevar a cabo el “screening” de
MRSA en la admisidn, para implementar medidas de control de infecciéon que reduzcan la
transmisién y consecuentemente las infecciones adquiridas en el hospital. Se detectaron 10
casos de adquisiciones hospitalarias, todas ellas por CA-MRSAs demostrando la circulacion y
adquisicion de estas cepas dentro del hospital, donde los clones mas frecuentes fueron: I-ST5-
IV (n: 4, 40%), N-ST30-IV (n: 2, 20%), R-ST72-IV (n: 2, 20%), QQ-ST1649-IV (n: 1, 10%). Por lo
tanto, se demostrd que estos clones, se adquieren y probablemente se transmiten, causando
infecciones adquiridas en los hospitales, siendo la comunidad el principal reservorio. Estas
infecciones, son prevenibles y, por lo tanto, son objetivos para un programa de control de
infecciones en el hospital y la comunidad.

A su vez, con el fin de estudiar la evolucién en el tiempo de |la epidemiologia molecular de
las infecciones por MRSA en nuestro pais, desde los primeros estudios de vigilancia realizados
por nuestro grupo de investigacién, se llevd a cabo un estudio de caracter prospectivo
multicéntrico a nivel nacional en abril de 2015, en 61 hospitales de 20 provincias. Se analizaron

668 casos de infecciones por S. aureus, utilizando definiciones epidemioldgicas de las infecciones
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RESUMEN

causadas por MRSA, de acuerdo al origen de la infeccién, hospital (HO) o comunidad (CO). Se
determind una prevalencia nacional de MRSA de 51% con mayor proporcién de CA-MRSAg
(88,6%) vs HA-MRSAG (11,4%) p<0,0001. Las cepas CA-MRSAg estuvieron asociadas con menor
tasa de resistencia a los antibioticos (ATBs) que las cepas HA-MRSAg, con multiresistencia solo
en HA-MRSAG. Un hallazgo de importancia fue la deteccién de resistencia a Ceftobiprol (8
aislamientos del clon Cordobés/Chileno) y a mupirocina (en el clon ST30-1Vc) con resistencia de
alto nivel. Se detectaron diferencias significativas regionales en la proporcién de MRSA, desde
el norte (72,9%), disminuyendo hacia el centro (48,4%) y en el sur (25,6%), con predominio de
CA-MRSA 66%, 43% y 19,2% respectivamente. Estas diferencias se asociaron a la diseminacion
del clon ST30-IVc de norte a sur desplazando al clon ST5-1Va, y al clon HA-MRSA ST5-I. Se
identificd una proporcién significativamente mayor (p=0,0015) de MRSA en pediatria (59%) que
en adultos (47,2%), dada por una mayor proporcion de CA-MRSA en pediatria (55,8%) que en
adultos (38,8%) (p<0,0001), siendo el clon ST30-IVc el mas prevalente (62,5%), tanto en pediatria
(70,9%) como en adultos (55,4%). A su vez, se determind una mayor proporcion de CA-MRSAg
gue HA-MRSAG tanto en infecciones CO (48,0% vs. 2,8%, p < 0,0001) como en las HO (38,6% vs.
13,2%, p=0,0009) confirmando el desplazamiento de los clones HA-MRSA del ambiente
hospitalario por los CA-MRSA. Este hecho estuvo principalmente relacionado a la propagacion
del clon ST30-1V con significativa mayor proporcidn en pediatria que en adultos, desplazando al
clon HA-MRSA ST5-1y al CA-MRSA ST5-1Va. Al comparar los resultados de los estudios realizados
en 2009 y en 2015, se identificaron proporciones comparables de MRSA (55% vs 51%). Este
mantenimiento de las proporciones de MRSA fue consecuencia de un aumento significativo de
la proporcion de infecciones causadas por genotipos CA-MRSAG (39% en 2009 a 45,2% en 2015)
compensado por una disminucion de aquellas causadas por los genotipos HA-MRSAg (16% en
2009 vs. 5,8% en el 2015, p < 0,0001). Estos dos fendmenos concomitantes pero contrarios se
evidenciaron principalmente a nivel hospitalario y en la poblaciéon adulta, relacionado a la
diseminacién del clon ST-30-1V (33% en el 2009 y 62,2% en el 2015, p < 0,0001), desplazando al
clon HA-MRSA ST5-1 (18% vs 7%, p < 0,0001) y también al clon CA-MRSA ST5-1V (31% en el 2009
y 13,7% en el 2015, p < 0,0001). De la misma manera, se detectd una significativa disminucion
de la proporcion de aislamientos resistentes a ciprofloxacina, eritromicina, clindamicina, y
gentamicina entre los clones de MRSA. Este fendmeno en la comunidad estuvo asociada al
desplazamiento del clon ST5-IVa por el clon ST30-1V, con menor resistencia a macrélidos y
lincosaminas, mientras que en el hospital, estuvo asociado al desplazamiento de los clones ST5-
| y ST5-IVa (que habia ingresado previamente al ambiente hospitalario), por parte el ST30-IVc.
Por lo tanto, este analisis longitudinal tiene consecuencias importantes a nivel de la resistencia

alos ATBsy de esta manera en el establecimiento de los tratamientos empiricos en nuestro pais.
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Finalmente, en la tercera etapa, nos propusimos analizar caracteristicas moleculares
patogénicas y evolutivas, que pudieran de alguna manera explicar las capacidades diferenciales
de diseminacién de estos clones de MRSA. En primera instancia, se analizd la evolucién
molecular del Complejo clonal 5 (CC5) a través del secuenciamiento de genomas completos
(WGS). Se selecciond una muestra representativa (n: 20) de diferentes regiones del pais, tanto
MSSA como MRSA, recuperados a partir de infecciones asociadas a la comunidad (CA) y al
hospital (HA) desde 1999 al 2015. Se pudo confirmar un ancestro comun (AC) MSSA que data de
1937, el cual dio origen a la emergencia por un lado de los clones HA-MRSA y por el otro a los
CA-MRSA. En el ambito hospitalario emergieron a partir de un AC en el afio 1956, tanto el clon
Cordobés/Chileno ST5-1 expandiéndose a partir de 1992, como la variante argentina del clon
pediatrico ST100-IVNv a partir del afio 1979.

En la comunidad, el AC MSSA evoluciond adquiriendo variaciones genéticas que
posiblemente facilitaron su diseminacion, como genes de FV como pvl, sea y sep en un fago del
grupo @Sa2 llamado phiSal19. Luego comenzé a expandirse aproximadamente en el afio 1990,
para dar un precursor MSSA que a partir del afio 1991 divergié adquiriendo el SCCmec IVa y
dando origen al clon CA-MRSA-ST5-1Va, pvl, sea y sep positivos, causando brotes epidémicos en
las diferentes regiones del pais. En una segunda instancia, se estudié la virulencia comparativa
entre diferentes clones de MRSA, usando el modelo Galleria mellonella. Se seleccionaron
aislamientos CA-MRSAg (I-ST5-IVa-t311 y N-ST30-1Vc-t019) y HA-MRSAG(A-ST5-1-t149 y B-ST239-
IIIA-t037) prevalentes en nuestro pais. Los clones CA-MRSA, mataron una proporcion
significativamente mayor (p<0.001) de larvas que los clones HA-MRSA.

Tanto el clon CA-MRSA ST5-IVa (sea-sep-pvi-Fago phiSal19) como el ST30-IVc (egc-
lukDE-bbp-cna) adquirieron evolutivamente caracteristicas patogénicas que podrian favorecer
un mayor “fitness” avalando los resultados detectados en el modelo de G. mellonella. Lo que
podria sustentar en parte el comportamiento de estos clones CA-MRSA en nuestro medio,
desplazando a los clones HA-MRSA.

Como conclusidn final, en esta tesis, se abordardaron 3 aspectos cruciales de S. aureus, la
portacion, las infecciones y la evolucion del complejo clonal mas importantes en nuestro pais.
Los resultados aportan informacién genuina de importancia para ayudar al entendimiento de la
evolucidn de los clones epidémicos que circulan en nuestro pais y su relacién con la resistencia
a los antibidticos. Consecuentemente, proporciona datos que permiten el planteamiento de
estrategias para el control y la transmisién de este patégeno tan importante a nivel mundial y

para el control de la resistencia a los ATBs.
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3. ABSTRACT

Dissemination of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) is a global concern both in the
hospital (HA-MRSA) and in the community (CA-MRSA). Knowledge about when and where MRSA
colonization is acquired and what clones are involved, would help to focus on the prevention of
MRSA-acquired hospital infections, especially in Latin America, where data is scarce. In addition,
there is limited evidence of prevalence, molecular epidemiology and risk factors for MRSA
colonization upon admission, discriminated by CA-MRSA and HA-MRSA genotypes (CA-MRSAg
and HA-MRSAG). In order to analyze the implications of colonization by CA-MRSAg,
comparatively with HA-MRSAg and MSSA in patients who were hospitalized, in the first part of
this thesis, a multicentric study was carried out in eight institutions of Cérdoba, during 3 months.
Of 1419 hospitalized patients, a prevalence of MRSA colonization of 4,2% (n: 60) was detected
at admission, with a greater proportion in pediatrics than in adults (6,1% vs. 2,5%), due to a
higher proportion of CA-MRSAG (4,8%) compared to adults (1,9%), p= 0,002. The most frequent
MRSA clones at admission were CA-MRSAG: I-ST5-IV (n: 17, 28,3%), N-ST30-1V (n: 12, 20,0%), and
HA-MRSAg: C-ST100-IV (n: 9, 15,0%). The identification of Risk factors (RF) was carried out for
colonization by MRSA, discriminating by CA-MRSAg and HA-MRSAg. This difference in the RFs
implies different origins and niches of transmission of both genotypes, and endorses the
importance of knowing the prevalent genotypes in a population when carrying out the MRSA
"screening" at admission to implement control measures of infection to reduce the transmission
and consequently the acquired infections in hospitals. Ten cases of hospital acquisitions were
detected, all of them by CA-MRSA¢ demonstrating the circulation and acquisition of these strains
within hospital. The most frequent clones were: I-ST5-IV (n: 4, 40%), N-ST30-IV (n: 2, 20%), R-
ST72-IV (n: 2, 20%), QQ-ST1649-IV (n: 1, 10%). Therefore, it was demostrated that these clones
are acquired and probably transmitted, causing infections acquired in hospitals, with the
community as the main reservoir. These infections are preventable and, therefore, are targets
for an infection control program in hospitals and in the community as well.

Moreover, in order to study the evolution over time of the molecular epidemiology of
MRSA infections in our country, a multicenter prospective study was carried out in April 2015,
in 61 hospitals which are distributed in 20 provinces, thus covering most area of the whole
country. We analyzed 668 cases of S. aureus infections, using epidemiological definitions of
infections, according to the origin of the infection, hospital (HO) or community (CO). A national
prevalence of MRSA of 51% was determined with a higher proportion of CA-MRSAG (88,6%) vs
HA-MRSAG (11,4%) p <0,0001.
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CA-MRSAG strains were associated with a lower rate of resistance to antibiotics (ATBs)
than HA-MRSAg strains, with multiresistance only in HA-MRSAG.

Importantly, we identified resistance to ceftobiprole (eight isolates of Cordobés/Chilean
clone) and to mupirocin (in ST30-IVc clone) showing high level of resistance. Significant regional
differences were detected in the proportion of MRSA, from the north (72,9%), decreasing
towards the centre (48,4%) and towards the south (25,6%), with a predominance of CA-MRSA
66%, 43% and 19,2% respectively (p<0,0001). These differences were associated with the
dissemination of clone ST30-IVc from north to south, displacing ST5-1Va, and HA-MRSA ST5-|
clones. A higher proportion of MRSA was identified in pediatrics (59%) than in adults (47,2%),
p=0,0015, due to a higher proportion of CA-MRSA in pediatrics (55,8%) than in adults (38,8%)
(p<0,0001), where ST30-IVc clone was the most prevalent (62,5%), both in pediatrics (70,9%)
and in adults (55,4%). Moreover, a higher proportion of CA-MRSA than HA-MRSAG was detected
in both, CO (48,0% vs. 2,8%, p <0,0001) and HO (38,6% vs. 13,2%, p=0,0009) infections,
confirming the displacement of HA-MRSAs by CA-MRSAg in the hospital environment. This fact
was mainly related to the propagation of ST30-1V clone with higher proportion in pediatrics than
in adults, displacing both, HA-MRSA ST5-1 and CA-MRSA ST5-1Va clones. When comparing the
results obtained in the 2009 and 2015 studies, comparable proportions of MRSA were identified
(55% vs 51%). This maintenance in MRSA proportions was a consequence of a significant
increase in the proportion of CA-MRSAG infections (39%, 2009 to 45,2%, 2015) compensated by
a decrease of HA-MRSAg infections (16% in 2009 vs. 5,8% in 2015, p <0,0001). These two
concomitant but opposite phenomena were evidenced mainly at hospital environment and in
adult population, related to the dissemination of ST-30-IV clone (33% in 2009 and 62,2% in 2015,
p <0,0001), displacing HA-MRSA ST5-1 clone (18% vs 7%, p <0,0001) and CA-MRSA ST5-IV clone
(31% in 2009 and 13,7% in 2015, p < 0,0001). There were, also a significant decrease in the
proportion of resistant isolates to ciprofloxacin, erythromycin, clindamycin, and gentamicin
among MRSA clones. This phenomenon in the community was associated with the displacement
of ST5-IVa clone by ST30-1V clone, with less resistance rates to macrolides and lincosamines,
while in hospitals, it was associated with the displacement of ST5- and ST5-1Va clones (that had
previously entered to the hospital environment), by ST30-IVc clone. In conclusion, this
longitudinal analysis provides important information of antibiotics resistance and in
consequence to the establishment of empirical treatments in our country.

Finally, in the third part, we aimed to analyze pathogenic and evolutionary molecular
characteristics, which would explain the differential capacities of dissemination among MRSA
clones. In first instance, the molecular evolution of Clonal Complex 5 (CC5) was analyzed through

whole genome sequencing (WGS). A representative sample (n: 20) was selected from different
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regions of the country, both MSSA and MRSA, recovered from infections in the community (CA)
and in the hospital (HA) from 1999 to 2015. A common MSSA ancestor was detected in 1937,
which gave rise to the emergence of the HA-MRSA and on the other to the CA-MRSA clones. In
1956, a common ancestor in the hospital setting gave rise to, both the Cordobés/Chilean ST5-I
clone expanding from 1992, and the Argentine variant of the pediatric clone ST100-IVNv from
1979. In the community the common MSSA ancestor evolved by acquiring genetic variations
that possibly facilitated its dissemination, such as VF genes such as pvl, sea and sep in a phage
of the $Sa2 group called phiSal19. Then it began to expand approximately in 1990, to give an
MSSA predecessor that from 1991 diverged acquiring the SCCmeclVa and giving rise to the CA-
MRSA-ST5-IVa clone, with pvl, sea and sep positive, causing epidemic outbreaks in the different
regions of the country. Finally, in a second instance, we studied the comparative virulence
between different MRSA clones, using the Galleria mellonella (G.mellonella) model. We selected
CA-MRSAG (I-ST5-1Va-t311 and N-ST30-IVc-t019) and HA-MRSAG (A-ST5-1-t149 and B-ST239-l11A-
t037) isolates prevalent in our country. CA-MRSA clones exhibited greater virulence than the
HA-MRSA clones (p <0,001). In conclusion, both CA-MRSA ST5-lva (sea-seP-pvi-Fago phiSa119)
and ST30-1Vc (egc-lukDE-bbp-cna) clones have acquired evolutionary pathogenic characteristics
that could favor a greater fitness, thus endorsing the results of G. mellonella model. This could
partially support the behavior of these CA-MRSA clones in our environment, displacing HA-MRSA
clones.

In conclusion, in this thesis, we addressed three crucial aspects of S. aureus, colonization,
infections and evolution of the most important clonal complex in our country. These results
provide important information to contribute to the understanding of the evolution of the
epidemic clones circulating in our country and its relationship with antibiotics resistance.
Consequently, it provides data to establish strategies to control the transmission of this

important pathogen and the control of antibiotic resistance worldwide.
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4.1 Staphylococcus aureus: CARACTERISTICAS GENERALES

Robert Koch en 1878 fue el primero en identificar cocos Gram positivos y correlacionarlos
con la presencia de enfermedades tales como abscesos. En 1880, Alexander Ogston observé que
cocos en forma de racimos eran los causales de abscesos en humanos [1]. Louis Pasteur pudo
corroborar las observaciones de Ogston al inyectar el pus obtenido de los mismos en ratones
produciendo el mismo fenémeno [2], Ogston en 1882 denomind a estos organismos como
Staphylococcus (del griego staphyle “racimo de uvas”) [1].

En 1884, el médico Aleman, Friedrich J. Rosenbach pudo diferenciar especies del género
Staphylococcus en base a la pigmentacién que presentaban las colonias, donde las mas
patogénicas denotaban un color dorado y las menos patogénicas un color blanco, proponiendo
la nomenclatura de S. aureus (del latin aurum “oro”) y Staphylococcus albus (del latin albus
“blanco”) respectivamente [3].

S. aureus pertenece al género Staphylococcus de la Familia Staphylococcaceae, orden
Bacillales de la clase Bacilli [4]. Son cocos Gram positivos (0,5 a 1,5 um de diametro) que
aparecen de manera aislada o bien formando parejas, tétradas, cadenas o grupos irregulares
con configuracién en racimo de uvas. Son bacterias inméviles que no forman esporas y que
generalmente presentan positiva la prueba de la catalasa, ademas de que a menudo carecen de
capsula o muestran una cdpsula incompleta. La mayor parte de las especies son anaerobias
facultativas [5]. Son meséfilos con un desarrollo 6ptimo a 30-37 °C. Ademas esta bacteria es
capaz de desarrollar en un amplio rango de pH (4,8 a 9,4), resistir la desecacidn, y sobrevivir a
temperaturas extremas de hasta 60 °C durante 30 min. También crece en medios con alto
contenido de sal (7,5 a 10% de NaCl) debido a la presencia de osmoprotectores [5, 6].

S.aureus es uno de los principales patdégenos en humanos, es responsable de una gran
variedad de infecciones que varian en severidad, desde leves afecciones de piel y tejidos
blandos, tales como impétigo, forunculosis, abscesos a infecciones que pueden comprometer la
vida, como bacteriemia, neumonia necrotizante y shock tdxico [2, 7, 8]. Presenta una serie de
caracteristicas que le permiten ser un exitoso patégeno oportunista y persistir en el medio: i)
Poseer un gran nimero de factores de virulencia, ii) colonizar individuos sanos, y persistir en
materiales inertes formando biopeliculas, iii) capacidad de adquirir resistencia a los ATBs, iv)
capacidad de diseminarse con caracteristicas epidémicas produciendo infecciones en diferentes

areas geograficas. Estas caracteristicas son el resultado de una gran plasticidad genémica [9-12].
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4.2 ORGANIZACION GENOMICA

S.aureus posee un ADN circular y contiene aproximadamente 2,8 millones de pares de
bases que representan 2700 secuencias codificantes mas ARNs estructurales y regulatorios. La
estructura gendmica de S.aqureus estd conformada por un genoma core (80-85% del total del
genoma) que se divide en:

4.2.1 CORE CONSERVADO (CCN)

En el genoma core conservado (CCN) se alojan genes que codifican para funciones
metabdlicas y regulatorias esenciales asi como también proteinas de superficie con funciones
de adhesidn tisular y estructurales, dichos genes son conservados en mads del 95% de todas las
cepas de S.aqureus.

4.2.2 CORE VARIABLE (CV)

Representa el 10% del genoma core, encontrando aqui principalmente los genes
Housekeeping, carbamato quinasa (arcC), Shikimato deshidrogenasa (aroE), Glicerol quinasa
(glpF), Guanilato quinasa (gmk), Fosfato acetiltransferasa (pta), Triosafosfato isomerasa (tpi) y
Acetil coenzyme A acetiltransferasa (ygil), donde el patrén de variabilidad de los mismos
definen los diferentes linajes o tipos secuenciales (ST), la mayoria de los genes de proteinas de
superficie como las proteinas de adhesién MSCRAMMs (del inglés “microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules”), proteinas de evasidon inmune (como Spa)
proteinas capsulares (genes capHIJK), y reguladores globales de virulencia (agr, trap y sarT) [3,
13, 14].

4.2.2.1 ISLAS GENOMICAS (Gl)

Dentro del CV, se encuentran regiones altamente variables propensas a recombinacion
denominadas Islas gendmicas (Gl). Estas se integran de manera estable en la misma posicién en
todos los linajes de S. aureus [15]. No son mdviles ya que carecen de integrasas, exicionasas,
terminasas o secuencias repetitivas asociadas. Se han identificado 3 Gl denominadas: vSaa, vSaf3
y vSay [16]. Las mismas exhiben una sorprendente diversidad entre cepas, cada una con familias
variables de lipoproteinas, exotoxinas, serin proteasas y grupos de genes de enterotoxinas que
conforman el cluster egc (enterotoxin gene cluster: egc), compuesto por genes para las
enterotoxinas de Staphylococcus (SE) seg, sei, sem, sen, y seo [3, 17]. Dicho cluster se aloja en la
Gl vSaPB y es conservado en todas las cepas de los complejos clonales (CC) CC5, CC22, CC45 y
CC25 y ausentes en los CC1, CC8, CC15 y CC395 [14].

La Gl vSay, aloja un grupo de pequeios péptidos anfipaticos, denominadas modulinas
solubles en fenol (PSM), de acuerdo a su estructura, se definen como tipo B (PSMB1y PSMB2)y

tipo a (PSMa1l, PSMa2, PSMa3, PSMa4). Todos ellos forman una familia de péptidos secretados
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gue tienen como blanco de accidn disminuir la respuesta de neutréfilos, eliminando de este
modo la defensa celular primaria frente a S. aureus. De la misma manera, las PSM contribuyen
a la formacion de biofilm y a la diseminacion del mismo [18, 19].

4.2.2.2 CLUSTER 2 DE EVASION INMUNE (IEC2)

Es un gran cluster que contiene genes que codifican para proteinas involucrados en la
evasiéon inmune (Figura 1) tales como extracellular fibrinogen binding protein b (efb),
extracellular complement-binding (ecb) y staphylococcal complement inhibitor (scn-b/c), los
cuales inhiben la respuesta inmune mediada por el complemento, Formyl Peptide Receptor—like
1 Inhibitor (FLIPr) y su homdlogo FLIPr-like que actlan inhibiendo eficientemente la respuesta
de fagocitos. Por ultimo, el gen hla, el cual codifica para la toxina citotdxica a-hemolisina [15,
20, 21]

4.2.2.3 OTROS CLUSTERS Y GENES DE EVASION INMUNE

Todas las cepas de S.aureus alojan en el CV al menos 3 genes que codifican para
leucocidinas, HIgAB, HIgCBy LUkAB, mientras que la y-hemolisina (h/gABC) que es parte del locus
denominado sbi (second immunoglobulin-binding protein) /hlg presenta diversidad genética y
tiene como blanco de accidn a los neutréfilos. Fuera del locus sbi/hlg se encuentra el gen spa, el
cual codifica la proteina A, ubicua y variable dentro de S.aureus., y tiene como funcién la evasién
de la respuesta inmune mediada por anticuerpos y es un blanco molecular de tipificacién

bacteriana [22].



INTRODUCCION

Figura 1| Distribucion de genes involucrados en la evasion inmune
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Fig.1. Distribucion gendmica y especificidad de especie de moléculas de evasidon inmune de S. aureus. Los genes se
encuentran en el genoma core variable (panel superior), en elementos genéticos moéviles (MGE) especificos para aislados humanos
(panel inferior izquierdo), o MGE especificos para aislados de animales (panel inferior derecho). Los colores indican la especificidad
de especie funcional de las moléculas de evasion inmunoldgica codificadas por los genes mostrados. La especificidad amplia de la
especie (azul) se asigna cuando una molécula de evasion es funcional en humanos, conejos y / o ratones, y en uno o mas animales
grandes (por ejemplo, cerdos, ovejas, cabras, ganado y caballos). La especificidad de las moléculas de evasidn, al menos funcionales
en humanos y ratones (purpura) no se ha confirmado en otros animales hasta ahora. 2SaPIn1 (isla de patogenicidad) es un ejemplo
de un superantigeno (SAg) que codifica SaPI presente en cepas humanas, los SaPI que codifican diferentes combinaciones de SAgs
también se han descrito [23]. ®SaPlovl, (Isla de patogenicidad en ovinos), comparte una estrecha homologia con SaPlbovl, (isla de
patogenicidad en bovinos), que codifica variantes bovinas de los mismos genes [24, 25]. “SaPlov2 comparte un grado considerable
de homologia con SaPIbov4, SaPlbov5 y SaPleql, que codifican variantes especificas del huésped de los mismos genes de evasion
inmunoldgica [26]. Abreviaturas: chp (proteina inhibitoria de la quimiotaxis de S. aureus), eap (proteina de adherencia extracelular),
ecb (proteina de unidn al complemento extracelular), efb (proteina de unidn al fibrindgeno extracelular), flipr (proteina inhibidora
de FPR2), similar a flipr (FPR2) similar a la proteina inhibitoria), hla (a-hemolisina), h/b (B-hemolisina), hlg (y-hemolysin), luk
(leucocidina), psm (modulina soluble en fenol), sak (quinasa de Staphylococcus), sbi (segunda inmunoglobulina proteina de unién),
scn (inhibidor del complemento de Staphylococcus), scnb / ¢ (inhibidor del complemento de Staphylococcus B / C), scn-var (variante
del inhibidor del complemento de Staphylococcus), se (enterotoxina de Staphylococcus), mar-ov (enterotoxina A-ovina de
Staphylococcus) sel (similar a la enterotoxina de Staphylococcus), sec-ov (enterotoxina C-ovina de Staphylococcus), ssl (proteina
similar al superantigeno de Staphylococcus), tst (sindrome de choque toéxico toxina-1), tstO (sindrome de choque tdxico toxina-1-
ovina), vwb (proteina de union al factor de von Willebrand). Tomado de Bagnoli, F., R. Rappuoli, and G. Grandi, Staphylococcus

aureus: Microbiology, Pathology, Inmunology, Therapy and Prophylaxis. Vol. 409. 2018: Springer pag 446.
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4.2.3 GENOMA ACCESORIO (GA)

El restante 15-20% del genoma se denomina genoma accesorio (GA) y esta comprendido
por elementos genéticos mdviles (MGEs), los cuales se transfieren horizontalmente entre las
cepas y juegan un rol crucial en la evolucién de la virulencia de S.aureus asi como también en la
emergencia de nuevos clones [3, 8, 10, 15, 27, 28]. El proceso de transferencia de ADN de una
bacteria a otra puede darse por transduccion, conjugacion o transformacién [29]. De los estudios
de secuenciacidn del genoma se puede concluir que especialmente los fagos a partir del proceso
de transduccion han tenido el mayor impacto en la evolucién de S. aureus [30]. Los principales
MGEs son:

4.2.3.1 ISLAS DE PATOGENICIDAD DE S. aureus (SaPls)

Las islas de patogenicidad (SaPls) son MGEs de entre 15-18 kb que juegan un rol
significativo en la virulencia y patogenicidad de S. aureus, contiene genes que pueden ser
transferidos horizontalmente mediante ciertos fagos [31]. Las SaPIs de aislamientos de S.aureus
en humanos son 7, SaPl1, SaPI2 tipo | y SaPI2 tipo I, SaPi3 tipo | y SaPI3 tipo Il, SaPl4 y SaPI5 y
SaPI3 asociadas a infecciones en bovinos, SaPlbovl, SaPlbov2 y SaPlbov3 [3] (Figura 1). Las
mismas pueden codificar para la toxina del shock téxico (tst-1) y genes superantigenos
especialmente seb y sec los cuales también estdan implicados en el shock téxico de
Staphylococcus, casi la totalidad de los aislamientos contienen al menos una SaPI, pudiendo
contener hasta 2 y 3 en la mayoria de los mismos. De la misma manera, a través de la transmision
de SaPlIs, también ha sido reportada la resistencia a ATBs, como en el caso de acido fusidico [13].

En general, las SaPls se encuentran integradas al cromosoma de la bacteria y la expresién
de los genes codificados en ellas estd reprimida por un regulador especifico Stl, el cual se une a
una regién de dos promotores divergentes inhibiendo la transcripcidn de los genes de SaPI. El
ciclo de vida de SaPl comienza con la infecciéon de los bacteriéfagos o la activacion de los
bacteriéfagos enddgenos por el sistema de respuesta SOS, esta respuesta puede ser causada
por estrés oxidativo, exposicién a radiacion UV o tratamiento con ATBs. Una vez que el
bacteriéfago es activado o la bacteria es infectada, las proteinas del bacteriéfago se unen al
represor Stl permitiendo la transcripcién de los genes de las SaPlIs [32].

4.2.3.2 BACTERIOFAGOS

Todos los bacteriéfagos conocidos de S.aureus pertenecen al orden Caudivirales (fagos
con cola), los cuales estan compuestos por capsula icosaedrica con ADN doble hebra y una cola
filamentosa. [33]. Pueden transferir ADN horizontalmente de una célula bacteriana a otra a
través de un proceso llamado transduccién [29]. Estdn ampliamente diseminados en las cepas

de S. aureus, presentando al menos uno o muchas de ellas hasta cuatro. Los mismos pueden ser
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clasificados en familias basadas en la secuencia del gen de la integrasa (codificada en el
bacteriéfago) que determina el sitio de integracidn en el genoma bacteriano [13].

Los bacteriéfagos pueden inyectar el ADN a una célula huésped ya sea integrandose en el
cromosoma como profago (via lisogénica) o a través de la generacién de mas particulas virales
matando a la célula huésped (via litica), siendo la primera la via mas frecuente en S.aureus [29].

Los bacteriéfagos pueden codificar diferentes factores de virulencia, entre ellos se puede
mencionar a la enterotoxina A (sea), la leucocidina de Panton-Valentine (PVL, codificada en el
fago Sa2), asociada con infecciones severas, como asi también a las proteinas inhibidoras del
complemento (scin), proteinas inhibidoras de quimiotaxis (chip) y la quinasa de staphylococcus
(sak) (alojadas en el IEC1 del fago @Sa3, Figura 1). CHIPS es un modulador del receptor de
guimioquinas bacterianas y especificamente se une a dos receptores de quimioquinas. CHIPS
atenua la respuesta del receptor C5a (C5aR), asi como del receptor peptidico formilado de
neutréfilos humanos. Esto da como resultado la inhibicién de la quimiotaxis y de la activacion
de neutrodfilos en respuesta a C5a y péptidos formilados. Este gen, como ya se menciond, forma
parte del locus de evasion inmune de S.aureus (IEC1), ubicado en diferentes bacteriofagos
convertidores de B-hemolisina (BC-®s) del grupo de la integrasa ¢Sa3. En el IEC1 se encuentra
el gen (scn) codificante del inhibidor del complemento de Staphylococcus (SCIN), el gen sak
codificante de la quinasa de Staphylococcus y los genes (sea y sep) que codifican las
enterotoxinas A y P. Se han identificado siete variantes de IEC1 codificados en diferentes
bacteriéfagos @Sa3 convertidores de B-hemolisina (BC-®s). Todas las variantes de IEC1 llevan
scn y una combinacion diferente de sak, chp y sea (o sep). Estos genes codifican moduladores
inmunitarios especificos para humanos, que juegan un rol crucial en la adaptacién al nicho
humano como también en las infecciones humanas invasivas. Los genes del IEC se encuentran
en casi todos los aislamientos humanos, pero sélo en algunos aislamientos de animales [34-36].
(Figura 1)

Los bacteriéfagos, también estan implicados con frecuencia en la movilizacién de islas de
patogenicidad entre cepas. Un ejemplo de ello, es el fago 80a que es capaz de escindir y
transferir las islas de patogenicidad de Staphylococcus 1(SaPI1) a otras cepas de Staphylococcus
spp [31].

4.2.3.3 PLASMIDOS (PL)

Uno o mds plasmidos pueden estar alojados en aislamientos clinicos de S.aureus,
histéricamente pueden ser categorizados en tres clases principales en base a su organizacion
fisica/genética y caracteristicas funcionales: i)pequefios plasmidos (<5kb) con gran nimero de
copias por bacteria que utilizan mecanismos circulares de replicacion y codifican

frecuentemente para uno o dos genes de resistencia, ii) grandes plasmidos replicativos (15-
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30Kb) con bajo niumero de copias (de 4 a 5 por bacteria) y que pueden albergar una combinacion
de genes de resistencia que incluyen penicilinas, trimetoprima y aminoglucésidos, resistencia a
metales pesados, detergentes vy iii) grandes plasmidos conjugativos (>30kb), son aquellos que
codifican su propia transferencia conjugativa, presentan un tipo de replicacion particular (modo
theta) y contienen principalmente genes codificantes de multiresistencia [13, 37].

Los plasmidos de Staphylococcus son divididos en 24 familias de acuerdo a las secuencias
de los genes rep (proteinas de replicacién) [38]. La gran variedad de plasmidos descriptos hasta
el momento en S. aureus juegan un rol importante en la evolucidn y en la adaptacion a diferentes
condiciones ambientales [37].

4.2.3.4 ELEMENTOS TRANSPONIBLES (TE)

Se definen como elementos transponibles (TE) especificamente a, secuencias de insercion
(IS) y transposones (Tn).

Los Tn son secuencias relativamente cortas de ADN que codifican principalmente para
determinantes de resistencia antimicrobiana. Los mismos, pueden moverse autdnomamente ya
que presentan integrasas que aseguran la integracién tanto en el cromosoma bacteriano como
en MGEs tales como plasmidos, Cassette Cromosomal de Staphylococcus (SCC) o SaPlIs. Algunas
integrasas son sitio especificas como es el caso de aquellas del Tn554. Este Tn554 lleva genes
(ermA) de resistencia a MLSB (macrélidos, lincosamidas y estreptograminas B) y a
espectinomicina y a menudo, estd asociado con los tipos de SCCmec Il y Ill. En cambio, otros Tn
se insertan aleatoriamente como es el caso del Tn551, también asociado (gen ermB) con la
resistencia a MLSB [37].

Las IS, son generalmente pequefios elementos méviles entre 500 y 2500 pb que
tipicamente alojan uno o en algunos casos, dos genes que codifican para transposasas (tnp) que
permiten la movilizacién de los mismos y pueden ser divididas en grupos basandose en su
actividad. Las IS juegan un papel importante en la evoluciéon del genoma ya que implican
deleciones, inversiones o reorganizaciones del genoma bacteriano, llevando a cambios en la
expresion de genes adyacentes que pueden inactivar o activar a los mismos [39]. Las IS pueden
mover genes de resistencia como parte de un transposén compuesto. Como ejemplo puede
mencionarse la 1S256, que ademas de constituir el Tn compuesto Tn4001 forma un promotor
hibrido para el operdn de resistencia a aminoglucésidos (aacA-aphD) [2, 29, 39].

4.2.3.5 CASSETE CROMOSOMAL DE Staphylococcus mec (SCCmec)

La meticilina es un ATB semisintético desarrollado a finales de 1950 con el fin de tratar la
resistencia a penicilina originada en 1942 [40]. El primer aislamiento de S.aureus resistente a

meticilina (MRSA) fue identificado en 1960 en el Reino Unido, siendo restringida inicialmente a
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Europa. No obstante a principios de 1980, diferentes linajes exitosos emergieron en diversas
areas geograficas transformandose en un problema de salud publica [2].

El SCCmec es un MGE que aloja el gen mecA que codifica al determinante central de la
resistencia a ATBs B-lactamicos alterando el sitio blanco de accion (PBP, “Penicillin-binding
protein”). Este gen da origen a una PBP alternativa (PBP2a o PBP2’) de baja afinidad para la
mayoria de las penicilinas semisintéticas incluyendo meticilina, nafcilina y oxacilina, asi como la
mayoria de las cefalosporinas con excepcidon de ceftarolina y ceftobiprol [2, 41].

El SCCmec esta compuesto por i) el complejo de genes mec con sus genes reguladores y
IS asociadas, ii) un complejo de genes de recombinasas sitio especificas (ccr) que promueven la
integracién en un sitio att dentro de un marco de lectura abierta orfX cerca del origen de
replicacion del cromosoma de S. aureus v iii) las regiones J (joining), que se disponen a ambos
lados de los complejos anteriores. Estas ultimas constituyen elementos no esenciales y pueden
portar determinantes adicionales de resistencia antimicrobiana. Las diferentes combinaciones
entre los complejos anteriormente citados definen tipos de SCCmec mientras que diferencias,
dentro del mismo complejo de genes mec/ccry en las regiones “J” definen subtipos [42].

Complejo de genes mec

La expresidon del gen mecA es regulada por dos proteinas, Mecl (proteina represora) y
MecRl (proteina de traduccion de seiial). Cuando Mecl se une a la region promotora de mecA,
la transcripcién estd reprimida, mientras que si un ATB B-lactamico se une al receptor de
membrana MecRI, el polipéptido que tiene actividad de proteasa, degrada Mecl y como
resultado lleva al incremento en la transcripcién de mecA. El complejo de genes mec se clasifica
en 5 clases basandose en las diferentes IS y los genes reguladores ya sean corriente arriba o
corriente abajo del gen mecA:

1) Clase A, contiene el gen mecA y los genes reguladores mecR1 y mecl completos,
dispuesto rio arriba del mecA, regiones hipervariables (HVR) y la 1S431 rio abajo del mecA. 2)
Clase B, también contiene el gen mecA pero el regulador mecR1 se encuentra truncado producto
de lainsercidn de la 1S1272 (rio arriba del mecA) y la HVR y la IS431 rio abajo del mecA. 3) Clase
C1, contiene el gen mecA, el regulador mecR1 se encuentra truncado pero aqui es por la
insercidon de una I1S431 rio arriba del mecA. 4) Clase C2 de igual modo que la clase anterior las
HVR y la 1S431 dispuestas rio abajo del mecA. 5) Clase E, presenta la estructura: blaZ-
mecALGA251- mecR1-mecl [2, 42].

Complejo de genes de recombinasas (ccr)

Los genes ccr, asi como los ORFs circundantes, conforman el complejo de genes ccr, donde

muchos de los ORFs son de funcién desconocida.
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Las recombinasas son similares a las integrasas de los bacteriéfagos responsables de
catalizar el clivaje, asi como también el intercambio de ADN y recombinacién de dos sitios de
anclaje. Uno de estos sitios de anclaje se aloja en el SCC (attscc) y el otro sitio se encuentra en
el cromosoma bacteriano (attB), esto permite el intercambio de informacion genética para la
adaptacion a los cambios ambientales y de presidn de seleccién de ATBs [42]. En S. aureus se
han identificado tres genes ccr filogenéticamente distintos con una similitud de secuencia de
ADN inferior al 50%: ccrA, ccrB y ccrC. De acuerdo con el sistema de nomenclatura propuesto,
los nuevos genes ccr son definidos basandose en similitudes de secuencia de ADN de menos del
50%. Si sus secuencias de ADN muestran una identidad del 50 al 85%, se denominan nuevos
alotipos del gen ccr. Sin embargo, si los genes ccr muestran mas del 85% de identidad en el ADN,
se les asigna el mismo alotipo. Varios alotipos de ccrA y ccrB (ccrAl a -7 y ccrB1 a -7) se han
identificado en base a su similitud de nucledtidos de entre 60% y 82% [42]. Hasta hace poco,
todas las variantes de ccrCidentificadas mostraban mas del 87% de identidad y estaban ubicadas
en el mismo alotipo; sin embargo, en el afio 2015 informaron un nuevo gen ccrC que compartia
una similitud de 62.6 a 69.4% con todas las secuencias de ccrC publicadas. Basado en el sistema
de nomenclatura propuesto, fue nombrado ccrC2 [43].

Regiones J

Las regiones J (Joining regions) comprenden componentes no esenciales y pueden
contener determinantes para resistencia a ATBs adicionales. Basado en su localizacidn dentro
del SCCmec son clasificadas como J1, J2 y J3. La regidn J1 (formalmente denominada region L-C)
esta localizada entre la unién cromosomal derecha y los genes ccr, corriente arriba. La region J2
(formalmente denominada regién C-M) se encuentra entre los genes del ccr y el complejo de
genes mec. De manera similar, la regién J3 (previamente conocida como I-R) esta localizada
entre el complejo de genes mec y la unidn cromosomal izquierda, corriente abajo del gen mec
[10, 44].

La regidn J1 frecuentemente incluye un nimero variable de ORFs y reguladores, mientras
que la regidn J2 contiene elementos genéticos tales como integrasas o el transposon Tn554. La
region J3 frecuentemente incluye resistencia a ATBs mediadas por plasmidos, como por ejemplo
a tetraciclina, aminoglucdésidos, etc. Las variaciones en las regiones J son la base para definir los

diferentes subtipos de SCCmec [2]. Hasta el momento han sido descriptos 13 SCCmec. (Figura 2)
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Figura 2| Diferentes tipos de SCCmec descriptos hasta la fecha
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Figura 2.llustracion esquematica de los tipos de SCCmec reportados. Hasta la fecha, se han identificado 13 tipos de SCCmec (I a XIIl).

Representaciones en escala del 13 SCCmec. El complejo del gen mec se indica con un sombreado verde, el complejo del gen ccr por

un sombreado purpuray las regiones J1, J2 y J3 rodeando los mismos. Los ORF dentro de los elementos SCCmec estan representados

por cuadros rojos, mientras que los ORF cromosomicos estan representados por cuadros amarillos. Elementos importantes en las

regiones J, como transposones y plasmidos, también estan indicados. Diferentes combinaciones del complejo del gen mec y los

complejos del gen ccr, y ocasionalmente, diferentes ubicaciones entre si, dan lugar a los diferentes tipos de SCCmec. Lakhundi, S.
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and K. Zhang, Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus: Molecular Characterization, Evolution, and Epidemiology. Clin

Microbiol Rev, 2018. 31(4)

4.3 FACTORES DE VIRULENCIA (FV)

S. aureus es uno de los principales patdgenos humanos, y parte de este éxito esta dado
por la capacidad de expresar un arsenal de factores de virulencia (FV) que le permite causar una
amplia gama de infecciones. Entre ellos se encuentran proteinas de superficie que median la
adherencia bacteriana a los tejidos del huésped, toxinas extracelulares secretadas y enzimas que
destruyen células y tejidos del huésped y factores para evadir la respuesta inmune de éste,
permitiendo el crecimiento y la propagacién del microorganismo en el mismo [45].

La patogénesis de S. aureus es el resultado de la accion combinada de mas de 50 factores
de virulencia que son expresados coordinadamente durante las diferentes fases de la infeccidn.

Si bien los FV estan implicados en la patogénesis de S aureus, también aportan a la
caracterizacién molecular de determinados linajes. Los miembros de un clon individual, con el
paso del tiempo, pueden diferenciarse a través de mutaciones puntuales, de recombinacién y
de adquisicién o eliminacién de MGEs (donde se encuentran contenidos la mayoria de los FV).
Estas diferencias entre los FV de los aislamientos, asi como también el estudio de la diversidad
genética de cada uno de ellos y su relacidn con los diferentes linajes ayudan a identificar clones
dominantes y tratar de explicar su comportamiento evolutivo, en un area determinada [46].
Ademas es posible asociarlos con caracteristicas patogénicas de habitat, asi como también su
capacidad de diseminaciéon [47]. El conocimiento de estas caracteristicas permite establecer
estrategias de vigilancia para limitar la diseminacién de los mismos.

También es destacable la utilidad de estos FV como marcadores diagndsticos y blancos
terapéuticos [13, 45].

Los FV involucrados en la patogénesis de S.aureus pueden ser divididos en dos grandes
grupos: i) componentes superficiales y ii) toxinas y enzimas extracelulares

4.3.1 COMPONENTES SUPERFICIALES

Dentro de los componentes superficiales podemos encontrar:

4.3.1.1 Polisacarido capsular (CPs)

La mayoria de las bacterias que causan infecciones invasivas, producen CPs, que les
permite evitar la fagocitosis permitiendo la persistencia en el huésped. En el caso de S.aureus,
el cual es un patdgeno oportunista de importancia, las CPs son producidas por la mayoria de los
aislamientos [8, 48]. Si bien se han descripto hasta el momento 13 serotipos capsulares
diferentes, el serotipo 5 (CPs5) y el serotipo 8 (CPs8) son los predominantes en infecciones en

humanos (entre un 25-50% de las cepas).
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Los CPs son importantes en la evasién inmune, permitiendo que la bacteria evada la
captacidny fagocitosis. Los anticuerpos contra las CPs neutralizan la naturaleza antifagocitica de
la capsula y median eficazmente la captacién y la muerte de los aislamientos encapsulados por
fagocitos profesionales [15].

4.3.1.2 Polisacarido Extracelular (ECM)

S. aureus tiene la capacidad de producir una matriz de polisacaridos extracelular conocida
como biofilm o biopelicula. La misma, es definida como una comunidad sésil formada por células
bacterianas que estan adheridas a un sustrato y unidas unas con otras, embebidas en una matriz
compleja de macromoléculas que incluye proteinas, ADN extracelular (ADNe) y exopolimero
autoproducido, cuya maquinaria de sintesis es codificada por un operén denominado ica. Este
operdn, si bien esta presente en la mayoria de los aislamientos, su expresion varia entre cepas
y segun las condiciones de crecimiento [19]. Sin embargo, existe una via independiente de ica
para el desarrollo de biofilm [49]. En este mecanismo alternativo intervienen las proteinas de
adhesién llamadas MSCRAMMs (del inglés: componentes de la superficie microbiana que
reconocen moléculas adhesivas de matriz) [50].

La capacidad de formar biofilm le permite a S. aureus adherirse tanto a superficies vivas
como a aquellas inertes, por lo tanto podria contribuir a prolongar una infeccidon logrando
persistencia de la bacteria en materiales protésicos o en infecciones del oido medio,
osteomielitis, neumonia y fibrosis quistica. En el interior del biofilm, las bacterias presentan una
mayor resistencia a los antibiéticos, a la opsonizacidn por anticuerpos y a la fagocitosis, lo que
explicaria el caracter crdnico de estas infecciones asi como también la capacidad de colonizacién
y diseminacion de MRSA [15, 48].

4.3.1.3 PROTEINAS SUPERFICIALES

La superficie de S. aureus esta cubierta por una amplia variedad de adhesinas capaces de
unir diferentes proteinas presentes en el huésped, ya sea en el plasma y/o en la matriz
extracelular [8]. La mayoria de estas adhesinas pertenecen al grupo MSCRAMM, este acrénimo
engloba todas aquellas proteinas con estructura y funcién similar y mecanismos comunes de
unién al ligando realizado por dos dominios plegados similares a IgG adyacentes, este
mecanismo se lo conoce como DLL (“dock, lock, and latch mechanism”) [49]. Dentro de este
grupo se encuentran:

e Proteinas de unién a colageno (Cna)

Como su nombre lo indica, es una proteina capaz de unirse al colageno de la matriz
extracelular, es también capaz de unirse a la proteina C1q de la via cldsica del complemento

inhibiendo su activacidn, lo cual seria una estrategia potencial de evasién inmune [51].
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e Proteinas de unién a fibronectina (FnBP, “fibronectin binding protein”)

S. aureus tiene la capacidad de promover la adherencia e invasién a células no fagociticas
(células epiteliales, endoteliales y queratinocitos) proveyéndole un nicho intracelular, donde la
bacteria puede evadir la defensa del huésped. Este mecanismo de evasidn esta dado por las
proteinas de unién a fibronectina (FnBPs) que se unen a la regién a5B1 de las integrinas
(ampliamente distribuidas en células de mamiferos) [48, 52].

e Proteinas de unién a fibrindgeno/Factores de aglutinacion (Clumping factor A and B,

CIfAy CIfB)
Los factores de aglutinaciéon Ay B (CIfA y CIfB) se unen al fibrindgeno del hospedador y

promueven la agregacion de plaquetas.

CIfA es un factor de virulencia importante ya que estd involucrado en una variedad de
infecciones, promueve la adherencia al fibrinégeno soluble en la cadena y del C-terminal,
permitiéndole colonizar y formar biopeliculas, asi como también evade la respuesta inmune
mediada por complemento degradando el factor C3b [53].

CIlfB es una de las proteinas de superficie mejor caracterizadas en la ultima década, sus
caracteristicas multifuncionales son bastante uUnicas a diferencia de CIfA que sélo se une a
fibrindgeno. CIfB juega un rol importante en el establecimiento de la colonizacién nasal por la
union a la citoqueratina 10 tipo | de humanos (CK10) expresada en células epiteliales escamosas.
También se une a la cadena a del fibrindgeno [54].

4.3.1.4 PROTEINA A (spa, “Staphylococcus protein A”)

La proteina A (Figura 3) es una proteina multifuncional de 42 kDa. Esta presente en la
superficie de todas las cepas de S. aureus unida covalentemente a la pared celular por medio de
su extremo C-terminal. En su extremo amino-terminal, contiene 5 médulos homélogos (E, D, A,
B, C), cada uno de los cuales consiste en un paquete Unico y separado de triple hélices que
pueden unir una variedad de ligandos principalmente las inmunoglobulinas G y M (IgG e IgM).
Localizada entre esta regidn y antes del sitio de anclado a la pared celular, se encuentra una
region llamada “Xr” que consiste en un nimero variable de secuencias repetidas cortas de 24
pb (short sequence repeat, SSR) seguido de una regién constante denominada “Xc”. La
secuenciacién de esta region (Xr) polimdrfica, el andlisis del nimero de repeticiones y su
variabilidad permite asignar distinto tipos spa (t) utilizado como marcador epidemiolégico en la

tipificacion molecular, con un alto poder discriminativo [7, 49].
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Figura 3| Esquema de la Proteina A
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Figura 3. Esquema de la proteina A. Se pueden observar los cinco dominios del paquete de triple hélice unido en tandem

N-terminales (conocidos como EABCD) que se unen a IgG, seguido por la region Xr que contiene las secuencias repetitivas y la region
Xc no repetitiva. Adaptado de: Foster, T.J., et al., Adhesion, invasion and evasion: the many functions of the surface proteins of

Staphylococcus aureus. Nat Rev Microbiol, 2014. 12(1): p. 49-62.

4.3.1.5 DETERMINANTES DE SUPERFICIE QUE REGULAN LA DISPONIBILIDAD DE HIERRO

El grupo de proteinas involucradas en el transporte de hierro son denominadas NEAT
(Near-iron transporter domain proteins), y son las encargadas de captar el grupo hemo de la
hemoglobina, el cual le permite a la bacteria sobrevivir dentro de un huésped donde el hierro
estd restringido. El grupo Hem es transportado por proteinas de la pared bacteriana
denominadas Isd (iron-regulated surface proteins) al transportador de membrana y luego al
citoplasma donde la enzima hemoxigenasa libera el hierro [55]. Dentro del grupo de proteinas
Isd, se pueden destacar, la proteina IsdA que promueve la adhesién al epitelio escamoso
favoreciendo la colonizacién nasal y por otro lado confiere resistencia a los lipidos bactericidas.
IsdB, por otro lado, se une a las B-3integrinas y promueve la activacidon plaquetaria asi como
también la evasidon inmune en mamiferos, mientras que IsdH ayuda en la evasion fagocitica

promoviendo la degradacién de la opsonina C3b del complemento [15, 55].

4.3.2 TOXINAS Y ENZIMAS EXTRACELULARES

4.3.2.1 ENZIMAS EXTRACELULARES

Muchas enzimas secretadas de S. aureus degradan las moléculas del huésped o interfieren
con las cascadas de sefializacién o metabdlicas del huésped, varias de estas enzimas son
proteasas. Las proteasas degradan las proteinas del huésped, lo que lleva a la destruccion de los
tejidos [56]. Dentro del grupo de enzimas extracelulares encontramos:

i) Aureolisina (Aur), es una proteasa que cliva un gran nimero proteinas, incluida la
Insulina B, mas aun, esta proteasa inactiva las PSMs, asi tiene un mayor impacto en el proceso
de osteomielitis. ii) Glutamil Endopeptidasa (SspA), la cual cliva los residuos glutamato
involucrada en procesos de colonizacién/infeccion. Tanto Aur, SsPA como las Staphopain Ay B
interfieren con los factores del complemento, permitiendo la evasién de la muerte bacteriana
mediada por este mecanismo [57]. iii) Toxina exfoliativa de Staphylococcus (ETS), corta

especificamente cadherinas desmosdmicas de las capas superficiales de la piel, dando lugar al
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sindrome de la piel escaldada (SSSS), iv) Colagenasa que cliva el colageno. v) quinasa de
Staphylococcus, es una enzima activadora del plasmindgeno, que lleva a la descomposicién de
las mallas de fibrina aumentando la invasividad de la bacteria. vi) Lipasas y nucleasas, si bien su
funcién en la patogénesis no es del todo conocida, posiblemente, las nucleasas podrian
disminuir la actividad antibacteriana de las trampas extracelulares de neutréfilos (neutrophil
extracellular traps “NETs”) las cuales contienen ADN del lisado de neutrdfilos [58]. vii)
hialuronidasa, destruye el acido hialurdnico (polisacdrido que proporciona sostén a las células
eucariotas) facilitando la diseminacién del microorganismo por la matriz extracelular y viii)
Coagulasas, se conocen dos tipos, la coagulasa de Staphylococcus y el factor de Von Willebrand
(VWEF), las cuales contribuyen en la formacién de la malla de fibrina luego de unirse a la
protrombina y otras proteinas del plasma, desencadenando la conversidon de fibrindgeno a
fibrina, inhibiendo la fagocitosis, formando abscesos y permitiendo la adhesién de S. aureus en
infecciones asociadas con biopeliculas [56].

4.3.2.2 TOXINAS CON ACTIVIDAD SOBRE MEMBRANA

S.aureus produce una variedad de potentes proteinas secretadas que actuan como
citotoxinas, que juegan un rol importante en la patogénesis, disrupcidon de las uniones de
adherencias celulares en las barreras epiteliales, alteracion de los eventos de sefalizacidon
intracelular, modulacién de las respuestas inmunes del huésped y muerte de las células
fagociticas y no fagociticas. Estas se dividen en tres grupos principales: Toxinas formadoras de
poros, toxinas exfoliativas y superantigenos.

4.3.2.1.1 TOXINAS FORMADORAS DE POROS (PFTs)

Constituyen un grupo grande y clinicamente relevante de factores citoliticos, estas
pequefias proteinas secretadas de entre 32 y 40 KDa, unen receptores en la membrana
plasmatica de la célula huésped, que conduce al ensamblaje paso a paso de un oligdmero de
toxina, que resulta en la formacién de un poro funcional de aproximadamente 25 A que perfora
la membrana plasmatica y mata las células eucariotas por desregulacién osmadtica mediada por
el flujo de Ca2 +, K +, ATP y otras moléculas pequefias a través del poro [59, 60]. Dentro de las
PFTs encontramos:

Hemolisina-a (Hla o a-toxina)

Es un polipéptido de 33KDa, secretado por el 95% de las cepas clinicas de S. aureus, con
accion en un amplio rango de células del hospedador, como eritrocitos, células epiteliales,
células endoteliales, linfocitos T, monocitos y macréfagos. Hla es una toxina formada por una
estructura de barril-B conformada por mondmeros solubles en agua. Cuando la Hla se une a la
célula blanco a través de su receptor de membrana ADAMI10 (una desintegrina y

metaloproteinasa), comienza a producir un oligdmero que forma una estructura pre-poro que
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ataca a la membrana celular por extrusion del barril-B a través de la bicapa lipidica para formar
un canal transmembrana hidroéfilico. Si bien la lisis celular se considera la consecuencia mas
importante de la accion de Hla, también produce alteracién de las vias de sefalizacion celular
gue afecta la proliferacién celular, respuesta inflamatoria, secrecién de citoquinas e interaccién
célula-célula [61, 62]. Mas aun, resultados obtenidos por integrantes de nuestro laboratorio,
pudieron demostrar que Hla induce la activacion de la proto-oncoproteina c-jun, sugiriendo que
este factor de transcripcidon podria desempefar un papel en la respuesta celular contra las
infecciones por S. aureus [63].

La expresiéon de Hla estd controlada principalmente por el regulador global Agr
(“accessory gene regulator”) a través del efector RNAIll, aunque también puede ser modulada
por otros reguladores: SaeR, SarZ, ArlS (regulacién positiva) y Rot, SarT (regulacidon negativa)
[48].

Hemolisina-B (H/b, Esfingomielinasa C)

Las esfingomielinasas son hidrolasas de diéster fosféricos que escinden las
esfingomielinas, el esfingolipido mas abundante en la membrana de células eucariotas. Esta
toxina se produce en grandes cantidades en cepas aisladas de mastitis bovina e infecciones
crénicas de la piel humana. La hemolisina-p es citotdxica para los queratinocitos humanos, los
leucocitos polimorfonucleares (PMN), los monocitos y los linfocitos T. Ademas inhibe Ia
expresion de interleuquina-8 (IL-8) por las células endoteliales, contribuyendo al escape
fagosémico y a la formacién de biopeliculas [62].

Hemolisina-y (H/g)

Al igual que HLa, Hlg es una toxina formadora de poros con estructura de barril-B, que
afecta a eritrocitos de conejo y también presenta actividad sobre leucocitos provocando dafo
en la membrana de neutrdéfilos, monocitos y macréfagos. Esta toxina pertenece al grupo de las
llamadas “toxinas de dos componentes” debido a que depende de que dos proteinas sean
secretadas por S. gureus. Las mismas estan constituidas por dos polipéptidos designados como
F (Fast, HigB) y S (slow, HigA or HIgC) que se liberan como mondmeros y se insertan en la
membrana plasmatica del huésped conduciendo a la formacidn del poro y liberacion de iones
produciendo finalmente la muerte de la célula [45].

Hemolisina 6 (H/d)

La &6-hemolisina es codificada dentro de la secuencia codificante para RNAIII, el cual es
molécula efectora del regulador global Agr [64]. Forma una hélice a anfipdtica, que actuaria
como surfactante, provocando la lisis celular. Es miembro de la familia de péptidos secretados
llamados Modulinas Solubles en Fenol (Phenol-Soluble Modulins, “PSMs”). Produce la lisis de

eritrocitos y leucocitos, estimula la respuesta inflamatoria y contribuye al desarrollo y

17



INTRODUCCION

diseminacion de las infecciones asociadas a biofilm. Presenta una actividad citolitica moderada

en comparacién con PSMa que presenta pronunciada capacidad litica[65].

Leucocidina de Panton-Valentine (PVL)

PVL es una toxina de dos componentes proteicos de 32 kDa y 38 kDa denominados: “S”,
(elucidn lenta) y “F” (elucién rapida), en funcidn de su migracidn en la columna de celulosa. La
toxina PVL es codificada por los genes lukS-PV and lukF-PV localizados en el profago ¢Sa2 [66].

La produccién de PVL por parte de la mayoria de las cepas de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) asociado a la comunidad (CA-MRSA) llevé a sugerir que la mayor virulencia de
estas cepas estaba asociada a la expresiéon de esta toxina [67]. Diferentes trabajos clinicos y
epidemioldgicos han indicado una correlacién entre la produccién de PVL e infecciones de piel
y tejidos blandos como también con neumonias necrotizantes y fascitis necrotizante en nifios y
adultos jévenes [68-70]. Sin embargo otros estudios demostraron que clones CA-MRSA PVL-
negativas no pierden su poder patogénico [70]. Por lo tanto, el rol de PVL en la patogénesis
continua siendo controversial. La diversidad de modelos animales utilizados en estos estudios y
las diferentes especificidades de huéspedes de esta toxina (Ej. las células de conejo, son las mas
parecidas a las células humanas con respecto a la sensibilidad a esta toxina, pero son mas
sensibles a la toxina que las células de ratén), podrian explicar la discordancia en los resultados
[15].

Leucocidina ED (LukED)

LukED fue identificada inicialmente hace mds de una década. Sin embargo, los trabajos de
investigacion sobre esta leucotoxina son escasos. LUKED ha demostrado actividad citolitica
contra leucocitos y eritrocitos de conejo. Segln datos epidemiolégicos, LUKED se encuentra
ampliamente distribuida entre las cepas epidémicas de MRSA, lo que sugiere la contribucion
potencial de esta toxina en la patogenicidad [8, 15, 62].

Leucocidina AB (LukAB)

La leucocidina AB (LukAB, también conocida como LukHG) es el miembro mas nuevo de
las leucocidinas de dos componentes, fue descrita por dos grupos a fines de 2010 y principios
de 2011 [71, 72]. Esta toxina codificada en el genoma core se encuentra en todas las cepas de S.
aureus secuenciadas y tiene como blanco de accién las células fagociticas humanas [15].

Modulinas Solubles en Fenol (PSMs)

Las modulinas solubles en fenol (PSM) fueron descubiertas en 1999 por Mehlin et al. en
un cultivo de S. epidermidis [73]. Son un grupo de péptidos anfipaticos pequefios con estructura
a-helicoidal. En S. aureus, se han descubierto al menos 7 PSM: PSMa1 a PSMa4 (codificados en

el operén psma), PSMB1y PSMB2 (codificados en el operén psmp) y la 6-Hemolisina (dentro de
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la secuencia codificante para RNAIll). Los genes Psm, se encuentran en el genoma core y
codifican los péptidos de tipo B mas cortos (20-25 aminodcidos) y los de tipo B mas largos (44
aminodcidos) a través del clivaje pos-traduccional [18]. Entre los aislamientos clinicos de S.
aureus, la produccién de PSM es mds abundante en cepas CA-MRSA que en MRSA asociado al
hospital (HA-MRSA), y extremadamente alto en cepas de alta virulencia como el clon USA300
[74]. Las PSM se unen a la membrana citopldasmica de una manera no especifica (sin receptor),
lo que a su vez, conduce a la desintegracién de la membrana. La tendencia de los PSM a
agregarse en oligdmeros, formando los poros de corta duraciéon y su capacidad para facilitar la
propagacion en superficies o para estructurar biopeliculas parecen ser los aspectos principales
en la patogénesis [62].

4.3.2.1.2 TOXINAS CON ACTIVIDAD DE SUPERANTIGENOS

Muchas cepas de S. aureus son capaces de producir superantigenos que causan graves
toxinosis, como el sindrome de shock téxico y la neumonia necrotizante.

Los superantigenos producen una estimulacidon masiva y no especifica de la proliferacion
de células T, por unién inespecifica del complejo entre el Ag expuesto por la célula presentadora
(monocito macrofago) a través de las proteinas del complejo mayor de histocompatiblidad
(MHC) vy el receptor del LT (TCR), no en las zonas de reconocimiento especifico, sino en las
adyacentes, y se activan numerosos clones de distinta especificidad antigénica, esta actividad se
conoce como superantigeno. La activacion de un gran nimero de clones de linfocitos T hace
liberar de foma masiva a citoquinas por linfocitos y macréfagos. La activacién por el mecanismo
de los superantigenos puede activar entre el 5% y el 30% de toda la poblacién de células T,
mientras que el mecanismo de activacién por medio de antigenos convencionales activa entre
el 0,01% vy el 0,1% de las células T.[75]

Por lo tanto, estos superantigenos inician una tormenta de citoquinas que conduce a un
sindrome similar a la sepsis. La mayoria de los superantigenos son pequefias proteinas
secretadas de 20-28 kDa de tamafio y comparten propiedades bioquimicas y estructurales
similares [70]. Dentro de este grupo podemos encontrar:

Enterotoxinas de Staphylococcus (SEs)

Las SEs forman parte de la familia de superantigenos termoestables y gastrointestinales
tolerantes a proteasas. Su distribucidn es variable entre las cepas de S. aureus y estan reguladas
por multiples vias que a menudo se superponen bajo la influencia de factores ambientales [18].
Cuando los alimentos se contaminan con S. aureus, éste crece en una alta densidad celular
provocando la produccién de SEs. Los pacientes desarrollan dolor abdominal, diarrea intensa y
vomitos [76]. A la fecha, hay mas de 20 SEs identificadas, las cuales se diferencian por su

heterogeneidad antigénica (SEA-SEE, SEG-SEJ, SEL-SEQ y SER-SET) [62].
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Toxina del Sindrome del Shock Téxico 1 (TSST-1)

El superantigeno mas famoso de S. aureus, es la toxina del sindrome de shock téxico
(TSST), con un tamafio de 22 kD, causa el sindrome de shock téxico (TSS) al estimular la liberacion
de IL-1, IL-2, TNF-a y otras citoquinas. EI TSS es una enfermedad grave y potencialmente mortal
conocida principalmente por el brote asociado con el uso de tampones en la década de 1980. A
diferencia de los superantigenos de enterotoxinas, TSST no causa vémitos. TSST estdn presentes
en solo un pequefio nimero de cepas de S. aureus [56].

4.3.2.1.3 TOXINAS EXFOLIATIVAS

Toxina epidermolitica o exfoliativa (ETs)

Las toxinas exfoliativas (ET), también conocidas como toxinas epidermoliticas, son serin
proteasas extremadamente especificas secretadas por S. aureus. Estas proteasas reconocen e
hidrolizan las cadherinas del desmosoma en las capas superficiales de la piel. Estan asociadas
con el clivaje de uniones de queratinocitos y adhesion célula-célula en la epidermis del huésped,
lo que puede inducir la descamacion de la piel y la formacidon de ampollas [62]. Las ETs son las
responsables del sindrome de la piel escaldada por Staphylococcus (SSSS), una enfermedad que
afecta predominantemente a los neonatos, bebés y adultos con insuficiencia renal e
inmunodeficiencia. Los individuos afectados experimentan ampollas en la piel, descamacion,
deshidratacién y secuelas secundarias [45]. Los principales ETs que se conocen hasta el
momento son la toxina exfoliativa A/ B / C/ D (ETA, ETB, ETC, ETD). ETA y ETB son los mas
implicados en humanos, mientras que la ETC sdlo fue aislada de una infeccién de caballo y no se
encontrd asociacidon con enfermedades humanas. La ETD sélo se identificé en 2002 en una
muestra clinica [62].

4.3.3 OTROS FACTORES DE VIRULENCIA

4.3.3.1 ELEMENTO CATABOLICO MOVIL DE LA ARGININA (ACME)

Es un MEG que podria tener implicancias en el crecimiento, la transmisidn y la patogénesis
de CA-MRSA. Fue identificado a partir de la secuenciacidn del genoma de una cepa MRSA
USA300 [77]. Existe una alta prevalencia de este elemento en Staphylococcus epidermidis lo que
sugiere que es de esta especie donde fue adquirido [70].

El ACME se integra corriente abajo del SCCmec y usa el mismo sitio de anclaje que éste
para la integracion dentro de orfX. Es flanqueado por secuencias repetidas y los genes de la
recombinasa (ccr) del SCCmec catalizan la integracion y la escisidon de la ACME del cromosoma
[78]. Los grupos de genes principales identificados en ACME incluyen los genes arc (arginina
desaminase, arcA, arcB, arcCy arcD) y los genes opp (operdn de oligopéptido permeasa opp-3A,

opp-3B, opp-3C, opp3-D y opp3-E) y los genes speG [70].
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La actividad de la arginina deaminasa estaria implicada en la producciéon de amonio y ATP,
facilitando la colonizacion por neutralizacién del ambiente acido generado sobre la piel. Por lo
gue se cree que este factor promueve la colonizacidén, el crecimiento y la supervivencia del clon
USA300 en la piel humana. Ademas la deplecion del pool de arginina presente en la piel,
provocaria una deficiente formacién de Oxido Nitrico, molécula implicada en la respuesta
inmune innata y adaptativa del huésped. El operdn opp codifica un oligopéptido o transportador
de metales. El gen speG codifica una espermidina acetiltransferasa que confiere la habilidad de
sobrevivir a altos niveles de poliaminas como espermidina y espermina, producto del
metabolismo de la arginina, elaboradas en la piel de seres humanos y tdxicas para las bacterias
gue no portan los genes speG [79].

El ACME esta casi exclusivamente asociado al clon USA300 [78, 79], el cual es el clon CA-
MRSA mas prevalente en América del Norte. A partir del afio 2005, se comenzaron a detectar
infecciones asociadas a este clon en paises de sud América, el mismo fue denominado variante
latinoamericana (USA300-VL) por estar altamente relacionados al clon Norte Americano con la
diferencia de no presentar el ACME entre sus aislamientos [80, 81]. Luego se pudo corroborar
que no se tratd de una diseminacion desde América del norte sino que presentan un origen
divergente [82].

Si bien el ACME ha sido encontrado en la gran mayoria de los aislamientos del clon
USA300, estudios posteriores indican que entre el 9-15% de los aislamientos USA300 no portan
este elemento. Ademds se han reportado algunas variantes genéticas del mismo. Los alotipos
ACME se definen por la presencia o ausencia de los grupos de genes arc y opp-3 [USA 300: tipo
I, arc (+) opp-3(+)/ tipo I, arc(+) opp-3(-)/ tipo Ill, arc(-) opp-3(+)]. También, se ha detectado una
variante del ACME USA300, denominada ACME truncada de tipo Il que carece de los genes opp3
y CopA (codifica una ATPasa transportadora de cobre ubicada cerca de opp3), en un pequefio
numero de otros linajes de MRSA tales como ST1-IVa, ST5-Il, ST5-1V, ST5-V, ST22-IVa, ST22-1Vh,
ST59 -IVa, ST97-V y ST239-I11 [83].

4.4 REGULACION DE LA EXPRESION DE FACTORES DE VIRULENCIA

La capacidad de S. aureus para causar un espectro diverso de enfermedades humanas
refleja su capacidad para adaptarse tanto al entorno como a los huéspedes y sugiere que la
patogénesis de las infecciones por S. aureus es un proceso complejo que resulta de una
interaccion de los sistemas reguladores que responden a multiples sefiales externas del entorno
del huésped y de la poblacién bacteriana. S. aureus utiliza estas sefiales para modular la

expresion de un gran nimero de genes, incluidos los factores de virulencia, para adaptarse a las
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condiciones ambientales cambiantes [84]. Una de las estrategias mas eficientes para modular
genes de virulencia es a través del sistema de transduccion de sefiales de dos componentes
(TCS). Dicho sistema normalmente consiste en una histidina quinasa (HK) unida a la membrana
y una proteina reguladora de la respuesta citosélica requerida para inducir la adaptacién

transcripcional [85]. Se han descripto 16 TCS con un TCS adicional presente en el SCCmec [28].

4.4.1 SISTEMA Agr (accessory gene regulator)

El regulador Agr (Figura 4) actia como un mecanismo de deteccién de quorum sensing
que reacciona frente a la densidad bacteriana facilitando asi la expresién preferencial de
adhesinas de superficie durante la fase exponencial de crecimiento (densidad celular baja) y
modificando la expresidn de las exoproteinas durante las fases de crecimiento post-exponencial
y estacionaria (densidad celular elevada) [48].

El locus agr tiene un tamafo de 3.5 kb y consta de dos unidades transcripcionales
divergentes, RNAIl y RNAIIl, cuya transcripcién estd dirigida por los promotores P2 y P3,
respectivamente. El locus RNAIl contiene cuatro genes, agrB, agrD, agrCy agrA. La transcripcion
de agrD codifica un péptido precursor de la sefial del quorum extracelular de Agr, llamado
péptido autoinducido (AIP). El producto del gen agrB codifica para una endopeptidasa
transmembrana responsable de la exportacion del AIP. Los genes agrC y agrA codifican un
sistema de transduccion de sefales de dos componentes que incluye un sensor de histidina
quinasa, AgrC, una proteina transmembrana que se fosforila en la unién de AIP y su regulador
de respuesta asociado, AgrA. Al activarse por la fosforilacion dependiente de AgrC, AgrA se une
a la regidn promotora P2 para RNAIl y la regién promotora P3 para RNAIIl, asi como a los
promotores que controlan la expresion de los péptidos PSMa y PSMp independientes a RNA Il
(Figura 4) [64].

Durante la fase de crecimiento exponencial donde la densidad celular es baja, agr activa
la expresion de proteinas de adherencia mientras que la expresién de exotoxinas estd reprimida
principalmente por Rot (repressor of toxins), que pertenece a la familia de reguladores
transcripcionales Sar (Staphylococcal accessory regulator). Una vez que el crecimiento
bacteriano llega a la fase estacionaria, el sistema agr comienza a transcribir los genes de RNAIII
a través del P3 y de esta manera, por un lado actla a nivel de Rot y este deja de reprimir la
transcripcidn de exotoxinas y por el otro inhibe la transcripcidn de proteinas de adherencia [48,
64].

En S. aureus, se han caracterizado cuatro grupos alélicos de agr (numerados | a IV) que
generalmente inducen la actividad agr dentro de un grupo e inhiben la actividad agr entre

grupos. La actividad inhibitoria de estos grupos agr representa una forma de interferencia
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bacteriana que afecta la expresién de genes de virulencia [86]. Ademas como el locus agr
pertenece al core variable, hay una fuerte asociacidn a linajes clonales y cada Complejo Clonal
(CC) pertenece exclusivamente a un grupo agr, por lo cual es utilizado como un marcador

molecular para su genotipificacion [87].

Figura 4| Sistema de regulacion agr (accessory gene regulator)
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Fig. 4 Control de Agr en S. aureus. El sistema de quorum sensing se muestra en la parte superior izquierda. La sefial AIP se
produce a partir del precursor de AgrD por la maduracion y exportacion de AgrB. A una determinada densidad bacteriana, AIP activa
el sistema de dos componentes AgrC-AgrA y AgrA fosforilada activa la transcripcion del promotor P2, lo que resulta en la regulaciéon
de retroalimentacion positiva. Una caracteristica importante de Agr es la especificidad de grupo, que resulta en una inhibicién
cruzada, es decir, la inhibicidn de la actividad de Agr, en cepas que pertenecen a otros grupos de especificidad de Agry otras especies

(arriba a la derecha). La mayoria de los blancos de Agr se regulan a través de RNAIII, cuya transcripcion aumenta con AgrA, a través
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del promotor P3. RNAIIl también contiene el gen para la 6-toxina (hld). RNAIII controla los genes blancos, en la mayoria de los casos,
inhibiendo la traduccién, como la proteina A, mientras que la inhibicién de la traduccién del represor Rot conduce a la derepresion
de la transcripcion de muchas de las toxinas clasicas de Agr, como la a-toxina. AgrA también aumenta la transcripcion de los
operones psma y psmp, que codifican péptidos PSM, en un modo independiente de RNAIIl. Tomado de Le, K.Y. and M. Otto,

Quorum-sensing regulation in Staphylococci-an overview. Front Microbiol, 2015. 6: p. 1174

4.5 MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE VIRULENCIA EN S. aureus

Los modelos animales deben imitar, con la mayor similitud posible a los escenarios clinicos
vistos en pacientes, para permitir que los resultados experimentales se traduzcan a la atencion
clinica correspondiente [88]. Los ratones han sido utilizados ampliamente para identificar los
factores de virulencia de la bacteria y los componentes del hospedador importantes para la
patogénesis en las infecciones por S. aureus. Se han desarrollado modelos de ratdon para varias
enfermedades clinicas importantes, que incluyen: peritonitis, neumonia, sepsis, infeccion de la
piel y tejidos blandos, endocarditis, abscesos, osteomielitis, artritis y colonizacién nasal [89]. Sin
embargo, si bien los modelos animales de infeccién han demostrado ser invaluables en la
determinacion de los factores de virulencia bacteriana, los modelos de invertebrados han
ganado mayor atencidn como una alternativa viable a los modelos tradicionales de infeccién en

mamiferos.

4.5.1 USO DE Galleria mellonella COMO MODELO DE VIRULENCIA COMPARATIVA

La larva de la polilla de la cera, Galleria mellonella (G. mellonella), se utiliza cada vez mas
para estudiar una serie de patdgenos humanos importantes, como las bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas, asi como también hongos patdgenos [90-92]. Usar un modelo de insecto tiene
una serie de ventajas sobre los modelos tradicionales de mamiferos y por ser un invertebrado,
G. mellonella no esta sujeta a las limitaciones éticas de los modelos de mamiferos. Ademas, las
larvas se pueden mantener facilmente, se pueden infectar mediante inyeccidn sin anestesia,
someterse a un tratamiento previo con inhibidores quimicos y mantener la incubacién a 37 °C,
temperatura a la cual ocurren las infecciones en el ser humano. La mayor comprensién del
sistema inmunoldgico de G. mellonella también ha ayudado en la caracterizacién de este
organismo como modelo, ya que si bien los insectos no tienen un sistema inmunitario adaptativo
como el que se encuentra en los mamiferos, si tienen un sofisticado sistema de defensa celular
y humoral que incluye la produccién de péptidos antimicrobianos. Los hemocitos son los
mediadores principales de las defensas celulares y son el tipo de célula mas numeroso que se
encuentra en la hemolinfa. Estas células son fagocitos profesionales y realizan funciones
similares a los macréfagos y neutrdfilos humanos al captar y degradar bacterias en un

compartimento fago-lisosomal [93].
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4.6 COLONIZACION Y TRANSMISION

4.6.1 COLONIZACION

S. aureus también forma parte del microbioma humano, se reconocen tres estados:
persistente, intermitente y no colonizado. S. aureus puede colonizar de forma persistente y
asintomatica el vestibulo nasal de aproximadamente un 20-30% de la poblacién humana. El
resto de la poblacidn estd potencialmente colonizada de forma intermitente y la mayoria de los
individuos estan expuestos al organismo de forma transitoria a lo largo de su vida [94]. Otros
sitios normalmente colonizados incluyen la piel, el perineo, la faringe, el tracto gastrointestinal,
la vagina y las axilas [95]. El hecho de que S. aureus se encuentre en multiples sitios del cuerpo,
y que muchos estudios sélo busquen la portacién nasal arroja variabilidad en la comprensién de
la importancia de los estados de portacion.

S. aureus puede entrar en contacto con la mucosa nasal y luego interactuar con ligandos
de células epiteliales como la loricrina y la citoqueratina 10 (K10). La prevalencia de colonizacion
varia segun la region geografica, la edad, el género y la etnia [96]. La portacion es mas alta entre
los recién nacidos (hasta 70%) pero disminuye en la nifiez, debido probablemente a la
competencia con otras bacterias presentes en la nasofaringe [97]. Hay otro pico en la
adolescencia seguido de una disminucion en la edad adulta temprana. La colonizaciéon
persistente se observa con mas frecuencia en nifios que en adultos y la conversién de
colonizacion persistente a transitorio o no colonizado ocurre con mayor frecuencia en la
adolescencia [95, 98]. También se ha encontrado que las tasas de portacidon son mas altas en
pacientes con Diabetes Mellitus tipo 1, usuarios de drogas intravenosas, pacientes en
hemodidlisis, pacientes quirurgicos, pacientes con VIH-SIDA y pacientes con defectos
cualitativos o cuantitativos en la funcién leucocitaria [99]. Los estudios de portacidn persistente
son mas dificiles de determinar, pero entre adultos relativamente sanos, las enfermedades
cronicas de la piel, la infeccion reciente de la piel, el sexo masculino y el hecho de no fumar se
asocian con una mayor tasa de colonizacién nasal [98].

Existe evidencia ya sea directa o indirecta de una asociacion entre la inmunidad del
huésped y la portacién nasal de S. aureus, los polimorfismos en los genes inmunitarios que
codifican la lectina de unién a manosa, el receptor tipo Toll 2 (TLR2), el receptor de
glucocorticoides, la proteina C reactiva, la regidon promotora de la B-defensina 1 (DEFB1) y la
interleuquina-4 (IL-4) estan asociados con un mayor riesgo para la portacion nasal de S. aureus

[94].
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La colonizacién por S.aureus aumenta significativamente el riesgo de infecciones, se ha
descripto que la posibilidad de desarrollar infecciones por Staphylococcus asociadas a la
atencion sanitaria es de tres a seis veces mayor entre los portadores nasales con una gran carga
bacteriana comparado con los no portadores o con los portadores de una carga bacteriana baja
[100, 101]. Estudios clinicos describen un riesgo significativamente mayor de bacteriemia entre
los portadores, y citan riesgos relativos de 1.2 a 21.7 veces en cohortes de pacientes con
contacto regular con el dmbito hospitalario, especialmente con presencia de dispositivos
invasivos. En estas condiciones, la mayoria (> 80%) de las bacteriemias nosocomiales fueron
causadas por la cepa de colonizacidon endégena [98].

La colonizacidon con cepas de S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA) confiere un
mayor riesgo de invasion e infeccidon posterior en pacientes hospitalizados que las cepas
sensibles a la meticilina (MSSA) y se asocia con una mayor morbilidad y mortalidad [102].
Aproximadamente, entre el 15y 25% de los pacientes hospitalizados con MRSA desarrollan una
infeccion posterior por MRSA durante su hospitalizacién o dentro de los 18 meses [103], Por lo
tanto dado el vinculo entre la colonizacién y la enfermedad, las estrategias para prevenir la
colonizacion nasal son un método atractivo para controlar la infeccion por S. aureus [98].

Una medida de importancia para el control de infecciones y transmisiéon de bacterias
dentro del ambito hospitalario es la presidn de colonizacidn, la cual se define como la proporcion
de pacientes colonizados con un organismo en particular en un area geografica definida dentro
de un hospital durante un periodo de tiempo especifico. Por lo tanto, la presién de colonizacion
se puede usar para cuantificar la carga de bacterias resistentes a los antibidticos en una unidad
hospitalaria y también puede representar una estimacién de la probabilidad de transmision
cruzada de bacterias resistentes a los antibiéticos dentro de la unidad. Por ejemplo, el riesgo de
transmisién es probablemente mayor cuando el 80% de los pacientes ya estan colonizados que
cuando sélo el 10% de los pacientes estan colonizados. Por lo tanto, la presidn de colonizacion
puede potencialmente proporcionar un método para ajustar la carga de bacterias resistentes a
los antibidticos mientras se evallan las asociaciones independientes de otros factores causales
hipotéticos con la adquisicion de bacterias resistentes a los antibidticos en estudios

epidemioldgicos [104, 105].

4.6.2 RESERVORIO Y TRANSMISION

La asociacion de la colonizacion nasal por S. aureus y la infeccidn se describid por primera
vez en la década de 1930. Desde 1930, la epidemiologia ha cambiado drasticamente, y MRSA ha
alcanzado niveles epidémicos en hospitales y comunidades [106]. Después del nacimiento, las

manos son el vector principal para la transmision de S. aureus desde las superficies hasta la nariz

26



INTRODUCCION

[107], luego también la transmisién puede ocurrir a través del contacto piel con piel entre
personas o con fomites contaminados [98]. Los principales reservorios de MRSA de los cuales el
humano tomara contacto son: i) los hospitales, tanto en las superficies de las instalaciones asi
como también el personal de trabajo [99, 108, 109], ii) la comunidad, donde la prevalencia de
MRSA estd dada, debido en gran parte a la epidemia de cepas de MRSA asociadas a la comunidad
(CA-MRSA) [110], vy iii) el medio ambiente, principalmente animales tanto domésticos como de
produccién [111, 112].

Es importante destacar, que incluso el contacto comprobado con el microorganismo no
necesariamente resulta en una colonizacién posterior, y ciertos hospedadores no son
portadores. En un estudio, sélo una minoria de pacientes con infeccién cutdnea por S. aureus
demostrada por cultivo previo permanecid colonizada con el organismo en la fase de
convalecencia, y sélo el 25% de los contactos de sus hogares fueron colonizados [113]. Por otro
lado, estudios empiricos han demostrado que las instituciones no hospitalarias (residencias) son
reservorios importantes para la transmisién de MRSA. Estas instalaciones con individuos que
residen por un periodo sustancial, como las instalaciones de cuidado a largo plazo, residencias
geridtricas y las instituciones correccionales, se consideran de un riesgo particularmente alto
[114]. Consecuentemente, la tasa de prevalencia de colonizacién por MRSA puede ser tan alta
como del 52% en hogares de ancianos en los Estados Unidos, significativamente mayor que el
del 1,5% en la poblacién general [115-117].

Actualmente, existen controversias en torno a la eleccién de la estrategia dptima para la
deteccion de portadores de MRSA y de esta manera disminuir su transmision. La pesquisa
universal en todas las admisiones hospitalarias es costosa y puede no ser rentable,
especialmente en instituciones con baja prevalencia de MRSA. Por lo tanto, varios
investigadores han tratado de identificar los factores de riesgo para colonizacion por MRSA.
Estos factores de riesgo, dependen de factores geograficos, factores de la cepa y de los
huéspedes. Se pueden mencionar, el uso de antibidticos dentro de los 3 a 6 meses anteriores al
ingreso hospitalario, hospitalizacidn en los ultimos 12 meses, sexo masculino, edad avanzada,
presencia de catéter central permanente, infecciones de piel o tejido blando al ingreso, traslado
de otra institucién, residencia de cuidado a largo plazo, diabetes y presencia de
inmunocompromiso [118].

Cuando un paciente es detectado como positivo a la portacidon de MRSA, el paso a seguir
consiste en el aislamiento de contacto con o sin des-colonizacién nasal con mupirocina. Si bien
este antibidtico es el de eleccidn para este propdsito, existe preocupacién por las crecientes

tasas de resistencia debido al uso indiscriminado del mismo [119, 120].
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4.7 INFECCIONES POR S. aureus

Si bien la colonizacidon de S. aureus no es perjudicial para el huésped, en ciertas
oportunidades, este microorganismo puede violar las defensas innatas del huésped y obtener
acceso a tejidos mas profundos, causando una variedad de infecciones superficiales e invasivas
[121], Por ejemplo, en individuos sanos de la comunidad, S. aureus con frecuencia causa
infecciones menores de la piel y tejidos blandos como impétigo, foliculitis y abscesos cutaneos.
Las infecciones mas raras pero graves en la comunidad incluyen piomiositis, fascitis necrotizante
y neumonia necrotizante, mientras que en el dmbito hospitalario, S. aureus puede iniciar
infecciones en sitios quirdrgicos o desde dispositivos médicos implantados, como vdlvulas
cardiacas artificiales, catéteres, prétesis articulares e implantes ortopédicos [95, 121, 122].
Durante la bacteriemia, S. aureus circula en la sangre y puede diseminarse y afectar érganos
vitales, causando endocarditis, osteomielitis e infecciones descendentes del tracto urinario [8].

Ademas de las problematicas en torno a la salud publica, las infecciones por S. aureus
conllevan una alta carga socioeconémica tanto en los paises desarrollados como en los paises
en desarrollo [123], agravando aun mds la situacidon con la aparicion de "superbacterias"
resistentes a multiples antibidticos, principalmente MRSAy S. aureus resistente a la vancomicina
(VRSA) [124].

En los Estados Unidos, el Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC)
define a las infecciones asociadas a la comunidad (CAl) como casos de Infecciones de inicio en
la comunidad (CACO) en pacientes sin factores de riesgo asociados al hospital (HRF) en el aio
previo. Por otro lado, las infecciones asociadas al hospital (HAI) se define como aquellas que
incluyen: (i) infecciones de inicio hospitalario independientemente de la presencia de HRF
(HAHO) e (ii) infecciones de inicio en la comunidad que ocurren en pacientes con al menos un
HRF (HACO) [125].

A su vez, el CDC estima que ocurren aproximadamente 80.461 infecciones severas por
MRSA cada afio, lo que lleva a 11 285 muertes, mientras que los costos de atencion médica de
una sola infeccién por MRSA pueden ser tan altos como USD 34657 [124], planteando un grave

problema al sistema sanitario.

4.8. EPIDEMIOLOGIA GENERAL Y MOLECULAR DE S. qureus

La epidemiologia es el estudio de la distribucidn y los determinantes de estados o eventos
(en particular de enfermedades) relacionados con la salud y la aplicacidon de esos estudios al
control de enfermedades y otros problemas de salud. Hay diversos métodos para llevar a cabo

investigaciones epidemioldgicas: la vigilancia y los estudios descriptivos se pueden utilizar para
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analizar la distribucion, y los estudios analiticos permiten analizar los factores determinantes
[126]. La epidemiologia, apoyada en el método cientifico y con la concurrencia de otras
disciplinas, tales como la bioestadistica y la genética, entre otras, se convierte en una
herramienta basica en el area de la prevencién de las enfermedades y una fuente de informacion
importante en la formulacidn de las politicas de salud publica [127].

La Epidemiologia Molecular es una disciplina que permite abordar los estudios a través de
la utilizacidon de técnicas moleculares, combinando la epidemiologia analitica con métodos
avanzados de laboratorio. La caracterizacion de los aislamientos es importante para desarrollar
estrategias locales adecuadas de tratamiento.

Los clones bacterianos son células genéticamente idénticas o con pequefas diferencias
que descienden de un antepasado comun. Con el paso del tiempo, los miembros de un clon
individual pueden diferenciarse a través de mutaciones puntuales, de recombinacion y de
adquisicion o delecion de elementos genéticos moéviles, dando origen a una amplia diversidad
genética y fenotipica [2].

El éxito de S. aureus como colonizador y como patdgeno se debe en gran parte a la
capacidad de adaptacién a diferentes entornos, gracias a la adquisicion de ADN por genes de
transferencia horizontal (HGT) y a la propagacidon clonal [15]. A través de HGT, S. aureus puede
usar un amplio y flexible repertorio de determinantes de colonizacién, factores de evasidn
inmunoldgica y toxinas, y puede evolucionar rapidamente en respuesta al mayor desafio para el
mundo microbiano en los ultimos 70 afios: la introduccién de antibiéticos [29, 39].

4.8.1 METODOS MOLECULARES DE TIPIFICACION

La capacidad de S. aureus para causar una amplia variedad de infecciones, para
propagarse tanto al hospital como a la comunidad y para causar brotes, ha requerido el
desarrollo de técnicas moleculares para poder distinguir los diferentes clones y poder
implementar estrategias de vigilancia y comprender la epidemiologia de S. aureus. Las técnicas
moleculares utilizadas en el andlisis de S. aureus se detallan a continuacidn:

4.8.1.1 Electroforesis en Campo Pulsado (PFGE)

Se basa en la generacién de fragmentos de gran tamafo de mas de 40 Kb a partir de ADN
tratado con enzimas de restriccion de cortes poco frecuentes (en el caso de S. aureus es la
enzima Smal), esto genera la division del ADN en pocos fragmentos (entre 10-30).
Posteriormente, se los somete a la accidon de un campo eléctrico que varia periddicamente, de
modo que al aplicar el primer campo las moléculas de ADN se reorientan avanzando en direccion
del polo positivo. La aplicacién de un segundo campo eléctrico, con una orientacion diferente al
primero, obliga al ADN a cambiar su conformacién y a reorientarse nuevamente para avanzar

en direccién del segundo campo eléctrico. El tiempo requerido para esta reorientacion es
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dependiente de la longitud de la molécula, o sea de su peso molecular. Las moléculas grandes
tardan mas tiempo en alinearse y en comenzar la migracién a través del gel, de lo que tardan las
moléculas mas pequefias. Mientras que los campos eléctricos que se alternen tengan la misma
intensidad y voltaje, la migracién final del ADN serd en linea recta y el patron final sera la suma
de todos los avances en zigzag que ha realizado la molécula. De esta manera, se obtienen
patrones de restriccién que representan el ADN cromosdmico bacteriano distribuido en pocas
bandas con movilidades electroforéticas distintas. Para la interpretacidn de esta técnica, existen
una serie de criterios establecidos desde el afio 1995 por Tenover y cols. [128], los cuales son
utilizados para entender si aislamientos clinicos epidemiolégicamente relacionados también lo
estan a nivel genético [2], pudiendo de esta manera confirmar una cadena de transmision. El
PFGE es una herramienta Gtil para estudiar la epidemiologia local, como en el caso de un brote,
mostrando un poder discriminatorio mas alto que otros métodos de tipificacién.

4.8.1.2 Tipificacion por secuenciacién de Multiples Locus (MLST)

El método se basa en la secuenciacion de los fragmentos internos de 7 genes
Housekeeping; luego se analizan las secuencias con la ayuda del software y la base de datos en
el sitio web de MLST (http://saureus.mlst.net) para obtener un nimero de alelo para cada gen.
La sucesién de los alelos de los siete genes origina un perfil alélico definido tipo de secuencia
(ST). Usando el algoritmo eBURST (www.eburst.mlst.net), los ST que compartan al menos 5
alelos se agrupan en complejos clonales (CC). Las ventajas de MLST son su reproducibilidad,
portabilidad y su nomenclatura universal, de modo que los datos de ST pueden ser comparados
facilmente [129]. No obstante, presenta un bajo poder discriminatorio debido a que es una

técnica que analiza genes altamente conservados en el genoma de S. aureus.

4.8.1.3 Tipificacion del gen de |a proteina A (Spa typing)

El gen spa, que codifica la proteina A, tiene una longitud de aproximadamente 2.150 pby
codifica tres regiones: la regidn de unién a Fc, la regién polimorfica X y la region C-terminal. La
region X, también llamada regidn de repeticidn, consiste en repeticiones en tandem de niumero
variable (VNTR). Estos VNTR contienen de 2 a 15 secuencias repetitivas que consisten en 21 a 27
pb (principalmente 24 pb), que son polimodrficas y diversas debido a las deleciones vy
duplicaciones de las repeticiones y en ocasiones, debido a mutaciones puntuales. El
polimorfismo se refleja en el nUmero y el orden de las secuencias repetitivas [2, 130]. El método
esta respaldado por un servidor central de spa (https://spaserver.ridom.de/) que actualmente
alberga 18512 tipos de spa. El poder discriminativo de la tipificacidn de spa es menor que el de

PFGE pero mayor que el de MLST[131].
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4.8.1.4 Tipificacidn del Cassette cromosomal mec (SCCmec)

Este método se basa en la identificacidn de los diferentes elementos estructurales del
SCCmec; por lo tanto, sélo puede ser utilizada para clasificar aislamientos de MRSA. La
tipificacion del SCCmec se realiza dirigiendo la busqueda de sus elementos claves, el complejo

de genes mecy el tipo de complejo de recombinasas (ccr) [44].

4.8.1.5 Secuenciacién de genomas completos (WGS)

La secuenciacién de genomas completos, es la técnica mds reciente de tipificacion de
variaciones de ADN para cualquier organismo. La secuenciacion de Ultima generacion (del inglés
Next-generation sequencing “NGS”), provee un método costo-efectivo de identificacion para
variaciones en todo el genoma, presenta una clara ventaja sobre la tradicional secuenciacién de
Sanger, con la capacidad de generar millones de lecturas (reads) aproximadamente de entre 35
a 700 pb de longitud. La construccion del genoma puede realizarse con dos metodologias, el
ensamblado de novo y el mapeo contra secuencias de referencia. En el ensamblado de novo,
multiples reads son ensamblados mediante solapamiento de regiones basandose en algoritmos
matematicos, mientras que en el mapeo, los reads son ordenados contra una secuencia de
referencia. WGS es una herramienta extremadamente poderosa y muy atractiva para fines
epidemioldgicos [2]. Ofrece la mejor resolucion posible para poder discriminar cepas y para el
analisis filogenético, puede producir informacidn sobre la matriz antigénica, la virulencia y la
resistencia a los antibidticos, prediciendo fenotipos de interés a partir de un andlisis
bioinformatico (in silico) [132].

Los principales problemas con WGS se basan en la reproducibilidad de los resultados
obtenidos con diferentes plataformas, la disponibilidad de herramientas bioinformaticas rapidas
y faciles, la armonizacion de los analisis bioinformaticos y el desarrollo de una nomenclatura
comun y una base de datos de acceso abierto [132]. Con respecto a S. aureus, WGS puede
mostrar diferencias entre las cepas indistinguibles por el PFGE, el método mas discriminativo

utilizado hasta ahora [133].

4.9 MRSA: EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Un problema importante asociado con S. aureus es el notable nivel de adquisicién de
resistencia contra multiples clases de antibiéticos, lo que complica el tratamiento. En 1940 se
introduce la penicilina en el tratamiento clinico y rapidamente, en 1942, se detectd la primera
cepa de S. aureus resistente a la penicilina [40]. Esta resistencia, en un principio, tuvo una baja

incidencia pero en pocos afios su prevalencia aumenté rdpidamente principalmente debido a la
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diseminacién del clon denominado “Arcaico” (fago tipo 80/81, luego identificado como ST250).
Este clon adquirié la capacidad de producir una penicilinasa codificada en un pldsmido, que
hidrolizaba el anillo B-lactdmico inactivando el principio activo del antibidtico.
Consecuentemente, a fines de la década de 1950 se desarrollé un antibidtico B-lactdmico
semisintético llamado meticilina que era estable a la penicilinasa conservando la accién
bactericida.

En 1961, en un hospital del Reino Unido, son detectadas las primeras cepas resistentes a
meticilina, MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus). Este tipo de resistencia abarca
todo el grupo de antibidticos beta-lactdmicos y sus derivados y fue detectada por primera vez
en el clon “Arcaico” [134]. En un principio, estas cepas de MRSA se diseminaron por el Reino
Unido, luego en Europa y finalmente en el resto del mundo convirtiéndose en endémicas,
ocasionando infecciones en los hospitales, ya sea en pacientes internados o de la comunidad
pero con contacto previo con el hospital. Estos ultimos presentaban alguno de los siguientes
factores de riesgo para infeccidén adquirida en el hospital o relacionadas a la atencién sanitaria
(HRFs) [125]: i) hospitalizacion en el afio previo, ii) historia de colonizacidn o infeccidon por MRSA,
iii) intervenciones quirurgicas, iv) hemodialisis, v) residencia en instituciones de cuidado crénico
[125, 135]. Progresivamente, estas cepas fueron adquiriendo resistencia a otros grupos de

antibiodticos no B-lactdmicos usados cominmente en la practica clinica [136].

4.9.1 CLASIFICACION EPIDEMIOLOGICA DE MRSA

4.9.1.1 MRSA asociado al Hospital (Healthcare-Associated MRSA “HA-MRSA”)

HA-MRSA describe el comportamiento epidemiolégico de determinadas cepas de MRSA
que son especificamente exitosas en entornos hospitalarios. También pueden ser endémicos en
ciertos institutos de atencién de la salud, causando niveles epidémicos de infecciones que
normalmente estan por encima del umbral de la tasa de infeccion por S. aureus [2]. Durante dos
décadas después de la aparicién del MRSA, estas cepas se limitaron a hospitales de Europa y
mas tarde también en los Estados Unidos. Como se menciond anteriormente, la mayoria de las
infecciones por MRSA fueron causadas por el clon arcaico (ST250, CC8), el cual desaparecio
gradualmente en la década de 1980 para ser reemplazado por nuevos clones pandémicos [41,
129].

La nomenclatura original de los clones de HA-MRSA incluia el area geografica donde los
clones fueron recuperados por primera vez o donde se diseminaron y clasificados en base a sus
caracteristicas genéticas determinadas con los métodos de tipificacién estandares antes

mencionados.
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Los 5 complejos clones mads prevalentes en todo el mundo entre los aislamientos de HA-

MRSA son:
Clon arcaico (ST250-SCCmecl-PVL reportado en el Reino Unido desde 1960)
Clon Ibérico (ST247-SCCmeclA/PVL’; reportado en Espafia desde 1989)
e Clon Brasilero (ST239-SCCmeclllA-PVL reportado en Brasil desde 1992)
Clon hungaro (ST239-SCCmeclll-PVL reportado en Hungria desde 1993)
ccs Clon Pediatrico (ST5-SCCmeclIV-PVL, reportado en Portugal desde 1992)
Clon New York/Japon (ST5-SCCmeclI-PVL', reportado en EEUU desde 1998)

cc30 ICIon EMRSA-16 (ST36-SCCmecll-PVL', reportados en UK desde 1993)
€€22 | cion EMRSA-15 (ST22-SCCmeciV-PVL- reportado en UK desde 1990)
Ccas ICIon Berlin (ST45-SCCmeclVa-PVL’, reportado en Alemania desde 1998)

La mayoria de ellos se denominaron clones pandémicos ya que han sido diseminados
internacionalmente, ocasionando infecciones intrahospitalarias por diferentes regiones
geograficas (Figura 5).

Hoy en dia, la nomenclatura mds aceptada de los clones circulantes se basa en el tipo ST-
SCCmec y el CC correspondiente. De hecho, un sélo CC puede incluir clones de MRSA con
diferente distribucion geografica que puede asociarse con diferentes SCCmec y posiblemente
otras caracteristicas como determinantes de resistencia a antibidticos o factores de virulencia
(por ejemplo presencia o ausencia de PVL) [131, 137].

Los clones estan en continua evolucidn, ya que en algunos casos, pueden ser desplazados
por clones emergentes en una determinada area geografica y luego de un determinado tiempo
pueden reaparecer [41]. El intercambio y la difusion de clones y linajes entre diferentes
entornos y paises se estan produciendo a un ritmo acelerado producto de la globalizaciéon, como
es el caso del clon MRSA New York/Japdn (NY/J) el cual fue el mas prevalente en Espafia durante
una década para ser desplazado por el clon MRSA Brasilero, el cual, a su vez luego fue desplazado
por el clon EMRSA-16 [138]. De la misma manera, en América del Sur el clon mds diseminado
fue el Brasilero (5T239-SCCmecllIA-PVL’) que se aislé en todo Brasil y se extendio a varios paises
mas, como Argentina, Chile, Colombia, Ecuador, Paraguay, Perd y Uruguay [139, 140]. Sin
embargo, en el afo 1999, en Argentina, a partir de un estudio de vigilancia, llevado a cabo por
nuestro grupo [141, 142], se observd que la mayoria de las infecciones hospitalarias por HA-
MRSA, en Cdérdoba, eran provocadas por un clon epidémico que fue denominado clon
Cordobés/Chileno (ST5-SCCmecl-PVL), que si bien era multirresistente a antibidticos,
conservaba sensibilidad a trimetroprima/sulfametoxazol (TMS), lo cual posibilité un cambio en

la terapia empirica local. Con el correr de los afios el clon HA-MRSA Cordobés /Chileno comenzé
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a desplazar al clon brasilero (ST239-1l1A) y actualmente predomina en distintos paises de
Ameérica Latina, como Argentina, Chile, Paraguay y Colombia [143].

Figura 5| Distribucion geografica de los principales Complejos clonales HA-MRSA
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Figura 5. Esquema de la emergencia y distribuciéon mundial de los principales linajes de HA-MRSA. Adaptado de M.Aires-de

Sousa.Clinical Microbiology and Infection 23(2017)373e380

4.9.1.2 MRSA asociado a la comunidad (Community-Associated MRSA “CA-MRSA”)

En la década de 1990, la epidemiologia de MRSA cambid dramaticamente debido a la
aparicion de nuevos linajes MRSA en la comunidad, denominados CA-MRSA (Community-
Associated MRSA), que causaban infecciones entre individuos sanos. Pronto se demostré que
estaban asociados con linajes genéticamente distintos, y aparentemente no relacionados con
las cepas HA-MRSA. Las infecciones fueron limitadas a brotes en diferentes partes del mundo
como en la comunidad indigena del Oeste de Australia y en EE.UU (Minnesota y Dakota del
Norte), donde cuatro nifios sanos murieron de sepsis y neumonia necrotizante entre 1997 y
1999. Poco tiempo después, numerosos linajes de CA-MRSA surgieron en todos los continentes,
y en la actualidad, CA-MRSA esta asociado con mas de 20 linajes genéticos distintos distribuidos
en todo el mundo [144, 145].

La definicion de CA-MRSA utilizada por el CDC desde el afio 2000 es, la de una infeccion
por MRSA en una persona que no tiene ninguno de los factores de riesgo asociados al cuidado
de la salud mencionados anteriormente para HA-MRSA [146].

Cuando se realizé el estudio de los aislamientos CA-MRSA, se observd que conservaban
sensibilidad a la mayoria de los ATBs utilizados en la practica clinica y resistencia sélo a los B-
lactdmicos, a diferencia de los clones HA-MRSA circulantes que se presentaban como
multirresistentes. El andlisis a nivel genético y molecular evidencid que los CA-MRSA
presentaban los SCCmec mas pequefios (SCCmec IV, V, VII) y en el 95% % de los casos

presentaban el fago portador de los genes que codifican para la toxina PVL [147].
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Otra caracteristica destacada de las cepas CA-MRSA fue la capacidad de causar
enfermedad en individuos sanos, sin factores de riesgo, ocasionando principalmente infecciones
de piel y tejidos blandos, pero también se reportaron infecciones severas e invasivas como
neumonias necrotizantes y sepsis fatal sobre todo en adultos jévenes y nifios [144]. Estas
caracteristicas asociaron a las cepas CA-MRSA con una mayor virulencia que las HA-MRSA,
debido a la expresidon de nuevos determinantes de virulencia como la PVL y PSMs, asi como
también la sobreexpresion dirigida por el regulador global Agr de factores de virulencia
preexistentes [74].

La distribucién geografica de CA-MRSA es variable y especifica de continente (Figura 6),
pero cinco linajes principales de CA-MRSA son predominantes a nivel mundial, incluyendo ST1-
IV (WA-1, USA400), ST8-IV (USA300), ST30-1V (clon del Pacifico suroccidental), ST59-V (clon de
Taiwan) y ST80-1V (clon europeo). Entre estos ultimos, ST8-1V y ST30-1V pueden considerarse
pandémicos, ya que se han aislado repetidamente de todos los continentes [144].

En América del Sur, las infecciones asociadas a la comunidad han crecido
considerablemente, los clones mas comunmente descriptos se identificaron como CA-MRSA
pertenecientes a CC5, CC8 y CC30 en Brasil, Argentina, Colombia y Uruguay [2].

En Argentina, estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion [148]
evidenciaron que la proporcidn de infecciones por CA-MRSA en nifios habia aumentado desde
el afio 2001, alcanzando una prevalencia global del 62% de las infecciones por S. aureus
asociadas a la comunidad totales (38% de los cuales eran infecciones invasivas) en las regiones
del centro, este y norte de Argentina durante el afio 2007 [149]. Este aumento significativo en
el tiempo, se asocié con la aparicidon y propagacion de un clon CA-MRSA, caracterizado como
ST5-SCCmeclVa-PVL* [148, 149] del mismo linaje (ST5) que el clon epidémico hospitalario,
sugiriendo la emergencia de ambos, a partir de un ancestro comun exitoso sensible a meticilina
(MSSA).

En los ultimos afios, las cepas CA-MRSA, se han extendido a los hospitales, desplazando a
las cepas HA-MRSA convencionales. Este fendmeno significd, segun la definicién antes
mencionada, que en los hospitales, la verdadera prevalencia de este patégeno que se origind en
la comunidad podria habér sido subestimada. En consecuencia, algunos autores ahora prefieren
una definicidn basada en las caracteristicas genéticas de estas cepas CA-MRSA, ya que tiene un
perfil genético Unico, patron de resistencia a los antibidticos, presentacién, epidemiologia y
tratamiento [2].

La entrada de las cepas CA-MRSA a los hospitales podria traer fuertes implicancias clinicas
y para la salud publica debido a la mayor virulencia con respecto a las cepas HA-MRSA. En un

estudio realizado por nuestro grupo de investigacidon, donde se analizaron las infecciones de
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inicio en el hospital (HO) tanto por cepas HA-MRSA como por CA-MRSA, se observd un patron
comparable con respecto a la mayoria de las variables clinicas y los factores involucrados en la
transmisién nosocomial entre los pacientes infectados por genotipos CA-MRSA vs aquellos
infectados por genotipos HA-MRSA. Estos hallazgos sugirieron que una vez que las cepas CA-

MRSA ingresan al hospital, se comportan de manera similar a las de HA-MRSA [150].

Figura 6| Distribucion geografica de clones CA-MRSA
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Fig.6| Esquema de la distribucion geogréfica de los principales linajes CA-MRSA. Adaptado de M.Aires-de- Sousa.Clinical
Microbiology and Infection 23(2017)373e380

4.9.1.3 MRSA asociado al ganado (Livestock-associated MRSA “LA-MRSA”)

Recientemente se ha establecido que el ganado representa un reservorio de MRSA [151].
El primer reporte de infecciones por MRSA en animales fue un caso de mastitis bovina en Bélgica
a principios de los afios 1970. Progresivamente los reportes de casos de infeccion por MRSA Yy la
colonizacidn en animales de compafiia y de cadena alimentaria han ido aumentando, mostrando
a MRSA como un importante patégeno veterinario y zoondtico. La tipificacion molecular ha
demostrado que algunos linajes en animales son especificos del hospedador, mientras que otros
son capaces de colonizar o infectar una gran variedad de animales, incluidos los humanos. El
caso mas notable es el ST398, que se encontrd inicialmente entre los cerdos, y posteriormente
se detectd en varios animales de compaiiia y de cadena alimenticia, pero también en humanos.
[111].

S. aureus es actualmente una de las principales causas de infecciones en el ganado
vacuno, lo que representa una gran carga econdmica para la industria lactea. Se cree que

algunos linajes de MRSA reportados en vacas son especificos para bovinos, como CC130, ST425
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y CC1943. La deteccién de ST398 como un importante clon en la leche recuperada en el contexto
de la mastitis bovina en Bélgica confirmd que este clon también ha surgido en el ganado bovino
[152].

Una de las caracteristicas particulares de los aislados de MRSA, fue la deteccién en 2011
de un nuevo determinante genético que confiere resistencia a la meticilina en S. aureus, el cual
fue denominado como mecC, el cual comparte un 70% de homologia con el gen mecA. El mismo
codifica a una proteina PBP2a con sélo un 63% de identidad a la PBP2a original (codificada por
el gen mecA). Este gen mecC fue identificado entre los aislamientos bovinos y humanos del Reino
Unido y Dinamarca, contenido en una cepa que se denominé como LGA251 [153]. El mecC es
parte del SCCmec tipo XI, no confiere resistencia a los antibidticos distintos de los b-lactamicos,
en contraste con los aislamientos CC398, que con mayor frecuencia son resistentes a la

tetraciclina [111].

4.10 RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS

Como ya se menciond, S. aureus tiene una capacidad Unica para adquirir rdpidamente
resistencia a los antibidticos o a practicamente cualquier molécula antimicrobiana que se haya
desarrollado. La resistencia a menudo es adquirida por MGEs de otras especies o géneros,
aunque las mutaciones cromosdémicas también contribuyen a la resistencia a algunos
antibidticos. Los MGEs permiten la adquisicién de grupos pre-constituidos de genes que
concuerdan con un rasgo de resistencia (por ejemplo, el complejo mec o el complejo vanA para
la resistencia a la meticilina o vancomicina, respectivamente). Por otro lado, las mutaciones
cromosdmicas pueden proporcionar resistencia a los antibidticos nuevos o sintéticos que no
tienen analogos naturales y para los cuales los determinantes de resistencia no estan disponibles
en la naturaleza (por ejemplo, para linezolid) [15].

Los mecanismos y los determinantes genéticos que conducen a la resistencia a los agentes
mas comunes utilizados para tratar las infecciones por Staphylococcus han sido estudiados
exhaustivamente [136]. A continuacidn se detallan las resistencias mas relevantes con respecto
al tratamiento clinico de S. aureus.

4.10.1 ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Los B-lactdmicos inhiben el crecimiento bacteriano al interferir con el ensamblaje de la
pared celular. Se unen al punto activo de una serie de enzimas de membrana, que en general
poseen actividad de transpeptidasas, endopeptidasas, carboxipeptidasas o transglicosilasas,
reciben el nombre de PBP (por Penicillin Binding Protein) y son responsables de la introduccion

de los precursores del peptidoglucano en la pared. El anillo de los B-lactamicos mimetiza el
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sustrato de las PBP (D-ala D-ala) lo que genera que la unién del B-lactamicos a la PBP impida el
paso de la transpeptidacién, como consecuencia se interrumpa el ensamblaje de la pared celular
[136].

Como se menciond anteriormente, las cepas de S. aureus resistentes a la penicilina
surgieron poco después de la introduccién del antibidtico a principios de los afios 1940, a través
de una B-lactamasa que hidroliza el enlace critico B-lactdmico bloqueando la actividad
antibacteriana del farmaco. Luego se crearon variantes semisintéticas que no eran sustratos
para la B-lactamasa, como la oxacillina. Poco después se introdujo la meticilina y al afio siguiente
surgio la Meticilino resistencia (MRSA) codificada por el gen mecA, alojado en el SCCmec, el cual
da como producto, una PBP2a de menor afinidad a la meticilina y todo el grupo de los B-
lactdmicos, los cuales son los mas eficaces contra las infecciones por S. aureus [154]. Sin
embargo, en los ultimos afos, se han creado antibiéticos B-lactamicos con actividad en MRSA,
tal es el caso de las cefalosporinas de 5% generacion ceftarolina fosamil y ceftobiprol [155],
ambas, aprobadas para el tratamiento de neumonias por S.aureus adquiridas en el hospital (no
asociadas a ventilacidén mecanica) y neumonia de la comunidad.

La actividad de estos nuevos B-lactamicos frente a la resistencia por PBP2a tendrian un
doble sitio de accién, por un lado en un sitio alostérico que produciria un cambio conformacional
sobre el sitio activo, y por otro, en el propio sitio activo. A pesar de estos nuevos avances, ya se
han detectado cepas de MRSA resistentes a ceftarolina, la cual estaria asociada a mutaciones
que interrumpen la comunicacién del sitio alostérico con el sitio activo [156, 157].

4.10.2 VANCOMICINA

Los glicopéptidos como vancomicina y teicoplanina han sido el pilar del tratamiento para
MRSA durante 30 afios [158], actuan inhibiendo la sintesis de la pared celular por unién a las
subunidades D-Ala-D-Ala en los monémeros del peptidoglucano de microorganismos Gram (+).
Los aislamientos con sensibilidad disminuida a la vancomicina se describieron por primera vez
en Japdn en 1997 [159], y luego en varios paises. Estos aislamientos, en su mayoria MRSA,
mostraron un espectro de concentraciones inhibitorias minimas de vancomicina (CIM) que van
desde la sensibilidad limite hasta la resistencia total. Entre estos extremos, se encontraron los
aislados con sensibilidad intermedia a la vancomicina (VISA) y aquellos que aun son sensibles
pero gque contienen una poblacién minoritaria con sensibilidad intermedia (VISA heterogénea o
hVISA) [136].

Tanto el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), como el European Committee on
antimicrobial susceptibility testing (EUCAST) definen como sensibles a los aislamientos de S.
aureus con una CIM para vancomicina de €2 pg/ml y como no sensibles a los aislamientos que

presentan una CIM de >2 ug/ml. Para aislamientos con una CIM entre 4 y 8 ug/ml, el CLSI los
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considera como de sensibilidad intermedia (VISA) a la vancomicina y aquellos con una CIM 216
ug/ml, como resistentes (VRSA) [160], sin embargo, el EUCAST considera resistente a cualquier
aislamiento con CIM 22 pg/ml (http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/).

Las cepas VISA se asocian con una pared celular engrosada que atrapa la vancomicina
antes de que alcance el objetivo molecular que es el peptidoglucano naciente en el lado interno
de la pared celular. Diferentes mutaciones o expresidn de genes que estan relacionados con la
sintesis de la pared celular, se asocian con la aparicién de VISA de cepas parentales sensibles in
vitro o in vivo, en particular, los polimorfismos tipo | y tipo Il del locus regulador global agr o
alteraciones de su funcidn se han asociado con el desarrollo de VISA y hVISA [161]. Aunque VISA
y hVISA han surgido en todos los linajes principales de MRSA, incluyendo CA-MRSA USA300 y
también en MSSA, se han encontrado especialmente en CC5 y CC8 [15].

En el 2002 se reportd, en EE.UU el primer aislamiento resistente a vancomicina con una
CIM >32 pg/ml [162], el mecanismo estaba mediado por la adquisicidn horizontal del gen vanA,
alojado en el transposon Tn1546, originalmente parte de un pldsmido conjugativo de
Enterococcus spp., resistente a vancomicina (VRE). Desde entonces, se han reportado un total
de 13 aislamientos en los Estados Unidos [163].

Se requieren dos eventos claves para la resistencia a vancomicina mediada por el operdn
vanA: 1) hidrélisis del dipéptido D-Ala-D Ala precursores de peptidoglucano, que se unen a
vancomicina, y 2) sintesis de D-Ala-D lactato, que no puede unirse a la vancomicina [164].

Este mecanismo de resistencia ha sido descripto en casos aislados, pero no se ha
diseminado y actualmente es excepcional, probablemente debido a una pérdida de aptitud
bioldgica (fitness) de las cepas que lo poseen. Sin embargo, a la fecha, se han publicado 17 casos
de VRSA [15], 13 en los Estados Unidos (principalmente en Michigan), uno en India, Iran, Brasil
y, el mas reciente, en 2013 en Portugal [165], siendo el Unico detectado en Europa.

4.10.3 LINEZOLID

Linezolid pertenece a una nueva clase de antibiéticos, las oxazolidinonas, introducidas en
la practica médica en 2000. Linezolid ejerce su accidn antibacteriana al unirse a la subunidad 23S
del dominio V del ribosoma bacteriano, inhibiendo asi la sintesis de proteinas [166]. Esta
indicado para el tratamiento de la neumonia nosocomial y de las infecciones complicadas de la
piel. Linezolid es activo frente a casi del 100% de cepas de S. aureus.

Los mecanismos de resistencia a linezolid se deben a cambios estructurales del RNAr 23S
o de algunas proteinas de la subunidad ribosémica 50S o a la adquisicion del gen cfr
(Chloramphenicol Florfenicol Resistance), alojado en un plasmido, que codifica una

metiltransferasa del RNAr 23S. Esta ultima, ademads, confiere resistencia cruzada a otros
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farmacos que se unen en el mismo sitio, incluyendo cloranfenicol, lincosamidas (es decir,
clindamicina) y estreptograminas A [136].

Aunque linezolid es un farmaco sintético y no se esperaria ningln reservorio natural de
genes de resistencia, en 2001 se reporté el primer aislamiento de S. aureus resistente a linezolid
en los EE. UU, en un paciente que habia recibido tratamiento con este ATB durante 1 mes [167].

4.10.4 DAPTOMICINA

La daptomicina es un antibiético lipopeptidico natural introducido en 2003 en los Estados
Unidos y en 2005 en Europa para el tratamiento de infecciones de la piel, tejidos blandos y
bacteriemia [168].

Su mecanismo de accién es probablemente multifacético y no totalmente comprendido.
Es una molécula aniénica que requiere la presencia de iones de calcio para estar activa, el
complejo daptomicina-calcio se inserta en la membrana celular bacteriana causando
despolimerizacidn y permeabilizacién con fugas de pequefios iones y muerte celular [169]. La
pared celular probablemente representa otro blanco de accién, ya que los aislamientos
resistentes presentan una pared celular engrosada [136].

La resistencia parece estar asociada con una acumulacién progresiva de mutaciones en
algunos genes de S. aureus. Las mutaciones mas comunes ocurren en mprF, que codifica para
una enzima bifuncional involucrada en el metabolismo de la membrana celular. Las mutaciones
de mprF estan asociadas con un aumento determinante de la ganancia en funcién de la carga
positiva relativa de la membrana celular que conduce a una disminucidn de la insercién del
complejo calcio-daptomicina [170]. Poco después de la introduccion de la daptomicina en el uso
clinico, se informaron fallos en el tratamiento debido a la aparicidn de S. aureus resistente a la
daptomicina, especialmente en pacientes tratados por endocarditis, donde la carga bacteriana
es probablemente alta. Sin embargo, a pesar del uso creciente en la practica clinica en los
ultimos afios, los informes sobre la emergencia de resistencia a daptomicina siguen siendo
esporadicos [15].

4.10.5 TIGECICLINA

Tigeciclina es una tetraciclina semisintética de tercera generacién, capaz de unirse a la
subunidad ribosomal 30s, inhibiendo la sintesis de proteinas y en consecuencia, el crecimiento
de las bacterias. La concentracion de tigeciclina en los macréfagos alveolares y en leucocitos
polimorfonucleares es al menos 20 veces superior a la concentracidn extracelular. Si bien este
antimicrobiano posee excelente distribucién en los tejidos, alcanza concentraciones mas bajas

en suero [136].
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Fue aprobada en 2005 para el tratamiento de infecciones causadas por patégenos
resistentes a multiples farmacos, incluido el MRSA. La tigeciclina es considerablemente mas
potente que la tetraciclina y puede funcionar en bacterias que expresan resistencia a la
tetraciclina [136].

El principal mecanismo de resistencia de las tetraciclinas, se debe a la proteccidn
ribosomal y a la actividad de bombas de eflujo [171].

Han habido muy pocos informes de resistencia a la tigeciclina en aislamientos clinicos de
S. aureus. Es probable que esto se deba al uso controlado de drogas, pero la exposicién
prolongada indudablemente dard como resultado una resistencia clinicamente significativa. Se
ha informado la selecciéon de resistencia a la tigecilina en S. aureus como resultado del paso en
serie de cultivos bacterianos en concentraciones crecientes de farmacos [136].

4.10.6 MUPIROCINA

Mupirocina, Bactroban o dacido pseudomodnico, es un farmaco derivado del acido
croténico extraido inicialmente de Pseudomonas fluorescens en 1971. Es un metabolito
secundario producido en fase estacionaria, que inhibe la sintesis de proteinas mediante la unién
a la isoleucil-ARNt sintetasa (/leRS) [172].

El antibiético mupirocina se usa ampliamente como agente tdpico para reducir la
portacion nasal de MRSA por parte de los pacientes y el personal del hospital. También esta
indicado como un agente tdpico para tratar infecciones de la piel [136].

Existen dos tipos de resistencia en mupirocina, la baja resistencia a la mupirocina se debe
a mutaciones que causan sustituciones de aminoacidos en la molécula blanco que impiden que
el antibidtico se una con eficiencia. La resistencia de alto nivel se debe a los determinantes de
MupA transmitidos por el plasmido que codifica una enzima IleRS intrinsecamente alterada que
permite eludir el blanco sensible.

Segun las pruebas de sensibilidad a los antibidticos, hay tres grupos de sensibilidad a
mupirocina para los aislamientos de S. aureus. A una CIM de <4 ug / ml, estos aislamientos son
sensibles, a las CIM de 8-64 ug / ml son de resistencia de bajo nivel, y la CIM de =512 pg / ml se
refiere a la resistencia de MUP de alto nivel [173].

La resistencia a mupirocina fue identificada inmediatamente después de su introduccion.
En S. aureus, se reporté por primera vez en 1987 en el Hospital St Thomas [174]. La frecuencia
de resistencia a la mupirocina es diferente entre las cepas clinicas de MRSA (de 0% a 65%), que
se correlaciona con el uso en los hospitales. Sin embargo, esta prevalencia es desconocida en

pacientes pediatricos debido a los pocos estudios que se han realizado [172].
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4.10.7 AMINOGLUCOSIDOS

Los aminoglucdsidos son los Unicos antibidticos dirigidos a los ribosomas que son
bactericidas. Esto se debe a su mecanismo de accién Unico para provocar una mala lectura
durante la traduccidn. Son farmacos dirigidos a la subunidad 30S, entre ellos podemos
mencionar: gentamicina, Kanamicina, tobramicina, neomicina y amikacina, de los cuales la
gentamicina y la neomicina son clinicamente relevantes para el tratamiento de infecciones por
Staphylococcus. La neomicina se usa por via topica para prevenir o tratar infecciones de la piel
y en unglientos nasales como alternativa a la mupirocina para la descolonizacién de los
portadores [136]. La gentamicina se introdujo en la década de 1970 para combatir las
infecciones nosocomiales graves causadas por S. aureus, pero su uso se vio comprometido por
la aparicion de resistencia de alto nivel codificada por elementos genéticos moéviles. La
resistencia a la gentamicina y a la neomicina se confiere por una acetiltransferasa-
fosfotransferasa bifuncional (aacA-aphD) transportado por el Tn4001, que cuando se
sobreexpresa también otorga resistencia a amikacina [175, 176] Por otro lado, la
adeniltransferasa de 256 aa, codificada en el gen aadD, confiere resistencia a kanamicina,
neomicina y tobramicina. El mismo estda alojado en el pldsmido pUB110, que puede integrarse
en el SCCmec |l a través de la IS431. Otra enzima asociada a resistencia a aminoglucésidos es
una fosfotransferasa codificada por el gen aph (alojada en el Tn5405) que media la resistencia a

Kanamicina, neomicina y amikacina [171].

4.10.8 MACROLIDOS, LINCOSAMIDAS Y ESTREPTOGRAMINAS

Hoy en dia, los macrélidos como la eritromicina, no se usan ampliamente para combatir
las infecciones por Staphylococcus en el mundo desarrollado, pero tienen un papel importante
en las infecciones por MSSA. Los macrdlidos semisintéticos claritromicina, azitromicina y
telitromicina se usan clinicamente para tratar infecciones causadas por bacterias distintas de S.
aureus. Por lo tanto, los Staphylococcus comensales en humanos se expondran a macrdlidos y
esto puede contribuir a que la resistencia a la eritromicina se encuentre cominmente en
aislamientos clinicos [136].

Dentro de las estreptograminas, pristinamicina es un antibidtico que se ha utilizado en
Europa desde la década de 1970 para tratar las infecciones por S. aureus. Estd compuesto por
dos moléculas PIA y PIIA que actuan de forma sinérgica. Synercid esta compuesto de derivados
semisintéticos de las moléculas de pristinamicina llamadas dalfopristina A (derivadas de PIIA) y
quinupristina B (derivadas de PIA). Su solubilidad mejorada permite su administracion por via
intravenosa. Fue introducido en 1999 para tratar infecciones causadas por MRSA [177]. El sitio

de unidn en la subunidad ribosomal 50S para eritromicina se solapa con el sitio de unién de los
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macroélidos mas nuevos, asi como las lincosamidas (principalmente clindamicina), que no estan
relacionadas estructuralmente y los antibidticos estreptogramina B.

La modificacion por metilasa reduce la unidn de las tres clases de antibidticos, lo que
resulta en resistencia contra los macrdélidos, lincosamidas y antibidticos de estreptogramina B
(MLSB). En general, los genes que codifican estas metilasas han sido designados como erm, con
las siguientes clases descriptas: A, B, C, F, T, Y, y 33, siendo ermA y ermC los genes mayormente
asociados a resistencia de estos grupos de antibidticos [178]. Las cepas de Staphylococcus que
son resistentes a la eritromicina, pueden ser sensibles a la clindamicina y dan una zona de
inhibicion en forma de D alrededor del disco de clindamicina con un aplanamiento hacia la
eritromicina (un fenotipo MLSB inducible o MLSBi). Los aislamientos resistentes tanto a la
eritromicina como a la clindamicina se conocen por tener un fenotipo de resistencia constitutiva

MLSB (MLSBc). En ambos fenotipos el gen mas frecuentemente involucrado es ermC [179].

4.10.9 FLUOROQUINOLONAS (FQ)

Las fluoroquinolonas (FQ) son la clase de antimicrobianos completamente sintéticos mas
exitosos. El mayor avance en el desarrollo de estos farmacos fue el descubrimiento de que la
fluoracién en la posicion C6 mejoraba el espectro y la potencia de la molécula prototipo acido
nalidixico [136]. Han habido varias generaciones de fluoroquinolonas en las que se han
introducido moléculas con sustituciones adicionales que han mejorado la potencia y la
farmacocinética como es el caso de ciprofloxacina. Los blancos moleculares para las
fluoroquinolonas en S. aureus son (i) ADN girasa que produce cortes de doble cadena de ADN
para reducir la tensidon molecular causada por el superenrollamiento y (ii) topoisomerasa IV que
promueve la decatenacion del cromosoma después de la replicacién [171]. Ambas enzimas son
heterotetrametros de las subunidades Ay B, gyrA y gyrB en la girasa de ADN, parC y parE en la
topoisomerasa IV. Mutaciones puntuales en estas subunidades, llevan rapidamente a la

resistencia a fluoroquinolonas [136].

4.10.10 RIFAMPICINA

La rifampicina es un antibiético bactericida de amplio espectro que se dirige
especificamente a las ARN polimerasas procariéticas. Se une a la subunidad B aproximadamente
a 12 A del sitio activo de la enzima. Si bien, no impide que la ARN polimerasa se una al promotor
e inicie la transcripcién, ésta es bloqueada en la etapa del primer enlace fosfodiéster
ribonucledtido. Tanto en infecciones por S. aureus, como por otros patégenos de importancia
clinica, la monoterapia con rifampicina es problematica debido a la rapida aparicién de mutantes
resistentes de alto nivel en un sdlo paso. Las mutaciones dan como resultado sustituciones de

aminodcidos eny alrededor del sitio de unién del fairmaco que reducen la afinidad por el objetivo
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[136]. Al igual que con el linezolid, la resistencia a rifampicina estd asociada con mutaciones en

el gen rpoB que codifica para la subunidad 3 de la ARN polimerasa [171].
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La exposicién de un individuo a S. aureus puede dar como resultado dos escenarios. Por
un lado, la colonizacién del mismo, la cual puede ser transitoria o persistente, y por otro lado, el
individuo puede colonizarse y luego desarrollar una infeccién subsiguiente por la bacteria en
cuestidn. Este ultimo, es un proceso complejo y dependiente de multiples factores, tales como
factores de la cepa bacteriana (linaje, factores de virulencia, tipo de clon), factores del huésped
(grupo etario, estado inmunoldgico, etc) y factores ambientales (ambiente hospitalario,
comunidad, regién geografica).

Una mayor prevalencia de colonizacién en la admision hospitalaria por MRSA tiene mayor
riesgo de infeccién nosocomial, esto ha sido extensamente estudiado en cepas HA-MRSA en
diferentes trabajos alrededor del mundo. En América Latina, muy poco se sabe de la prevalencia,
factores de riesgo y estado de portacion de MRSA en el momento de la admision hospitalaria,
menos aun la discriminacién entre cepas CA-MRSA y HA-MRSA [180]. Por lo tanto, el
conocimiento de estos factores en la epidemiologia local, permitiria establecer estrategias para
el control de la transmisién y diseminacién de los clones circulantes en nuestro pais, tanto en el
ambiente hospitalario como en la comunidad.

En Argentina, segun los estudios de vigilancia realizados por nuestro grupo de
investigacion a partir del aio 2000, se observé que la mayoria de las infecciones hospitalarias
por MRSA (HA-MRSA) eran provocadas por un clon epidémico multirresistente a antibiéticos,
denominado clon Cordobés/Chileno (ST5-SCCmec 1). El mismo fue identificado en nuestro
laboratorio y habia desplazado a un clon pandémico preexistente (clon Brasilero ST239-SCCmec
I11A) [141, 142]. Posteriormente, en el afio 2005 se detecta la emergencia de un nuevo clon, pero
ahora en la comunidad, identificado por nuestro grupo como clon epidémico CA-MRSA del
mismo linaje (ST5) que el clon epidémico hospitalario, pero con el SCCmec tipo IV. Estas
caracteristicas moleculares avalaron la hipétesis sobre la emergencia de ambos clones, a partir
de un clon ancestral de MSSA ST5 exitoso [148]. En el afio 2007 se encontro a este clon CA-MRSA
ST5-SCCmec-1V-t311 en pacientes pediatricos que tuvieron relacidn con el ambiente hospitalario
en el afio previo, lo que indirectamente indicaba que el mismo estaria siendo introducido en los
hospitales. Consecuentemente, se planted un proyecto a nivel nacional en el afio 2009 con el fin
de analizar la situacién en todo el pais. Se detecté 55% de prevalencia nacional de MRSA, con
predominio de genotipos CA-MRSA (39%) sobre HA-MRSA (16%). Ademas, las cepas CA-MRSA
causaron el 16 % de las infecciones nosocomiales por MRSA [150]. La variacién epidemioldgica
identificada entre las infecciones de inicio en el hospital, especialmente en pediatria, consistio

en el ingreso a los hospitales, del clon CA-MRSA ST5-IV-PVL*, desplazando al clon epidémico HA-
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MRSA Cordobés/Chileno (ST5-SCCmec 1). Asi mismo, entre las infecciones de inicio en la
comunidad, se detecté mayor proporcién de MRSA (58%) que entre aquellas de inicio en el
hospital (49%). Esto obedecié a la diseminacion de dos clones de CA-MRSA: el ST5-IV-PVL* y el
ST30-IVc-PVLY, con marcadas diferencias regionales y por grupos etarios. Cabe destacar que en
este estudio se detectd por primera vez una cepa que pertenece a la variante USA300 ST8-1Va
PVL* ACME?Y, causante de la epidemia por CA-MRSA en EEUU.

En virtud de estos hallazgos, resulta claro que se plantea un panorama muy serio para la
salud publica, que puso de relieve la necesidad de analizar la evolucion de la situacidn
epidemioldgica detectada en el estudio previo [150] intensificando la vigilancia epidemioldgica
de las infecciones por MRSA, tanto en pacientes de la comunidad como en pacientes
hospitalizados en nuestro pais. La vigilancia molecular de las infecciones por MRSA en el tiempo
permitird abordar diferentes preguntas, como: éAmbos clones CA-MRSA se diseminan en la
comunidad, o uno puede desplazar a otro?, ¢ Aparece un nuevo clon?, i pueden diseminarse de
igual manera en el ambiente hospitalario?, ¢ Qué consecuencias tendria un cambio clonal en la
eleccién del tratamiento antibidtico o en el tipo y gravedad de las infecciones producidas?

Ademas, con respecto a la transmisidn de estas cepas CA-MRSA en los hospitales se
plantean interrogantes que todavia no estan dilucidados: i) ¢éEl paciente ingresa colonizado a la
institucion hospitalaria y desarrolla una infeccion endégena en un tiempo superior a las 48 hs?
ii) ¢El paciente ingresa no colonizado y se coloniza en el hospital para luego desarrollar la
infeccidon? Sdélo en la ultima situacién seria una infeccidn adquirida en el hospital, que podria
prevenirse y controlarse con las medidas de control de infecciones hospitalarias.
Consecuentemente, para orientar las estrategias de control de su transmisidn, es indispensable
dilucidar y brindar mayor conocimiento acerca de cdmo y dénde se adquieren estas cepas CA-
MRSA.

Consecuentemente, otros interrogantes sobre las capacidades diferenciales de estos
clones de MRSA epidémicos, que surgen en este trabajo de tesis son: ¢existen diferencias
respecto a los genes de virulencia que portan estos clones CA-MRSA epidémicos y el resto de los
clones de MRSA? ¢El linaje ST5, que posiblemente es a partir del cual emergieron dos clones
epidémicos en nuestro pais, adquirid caracteristicas moleculares en su evolucién que facilitaron

la transmisidn de estos clones o que sustentan su virulencia?
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6. HIPOTESIS

Con los antecedentes anteriormente expuestos, se propone como hipdtesis que la
prevalencia de infecciones por genotipos CA-MRSA a nivel nacional podria ser superior a la
detectada en el estudio nacional del afio 2009. Esto estaria relacionado a la entrada y
diseminacién en el ambiente hospitalario de los clones CA-MRSA (principalmente el clon ST5-
SCCmec-IV-t311) desplazando a los clones tradicionales HA-MRSA (Cordobés/Chileno ST5-
SCCmec | y Brasilero ST239-SCCmec-IllA) en nuestro pais. Esta diseminacion puede estar
asociada a dos circunstancias: i) la alta prevalencia de colonizacién en la admisidn hospitalaria
de las cepas CA-MRSA, ejerciendo mayor presion de colonizacién, lo que facilita mayor
adquisicion y transmision de estas cepas en los hospitales, con el consiguiente aumento de las
infecciones hospitalarias causadas por CA-MRSA, ii) el mantenimiento del reservorio natural de
estas cepas en la comunidad relacionado a la diseminacidon de ambos clones CA-MRSA: ST30-
SCCmec IV-t019 y ST5-SCCmec-1V-t311, con la posibilidad de la emergencia de nuevos clones
epidémicos o a la diseminacién del clon USA300 ST8-1Va. Este ultimo, esta diseminado en los
Estados Unidos, en nuestro pais hasta este momento, es un clon esporadico.

Estos cambios clonales traerian consecuencias tanto en la eleccién del tratamiento
antibiético empirico a utilizar en Argentina, como en el tipo y gravedad de las infecciones
producidas.

Estos clones CA-MRSA presentarian caracteristicas moleculares particulares, algunas de
ellas adquiridas en su evolucidn y relacionadas a una capacidad de colonizacidn y/o virulencia
asociada a un mayor fitness bacteriano, que les permitiria persistir y diseminarse, desplazando
a otros clones o también ser desplazados por otros clones, en un ambiente determinado como

la comunidad o el hospital.
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7. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo de tesis es determinar la evolucién molecular de
las infecciones por MRSA en nuestro pais y analizar el efecto de las cepas CA-MRSA en forma
comparativa con las cepas HA-MRSA y MSSA en la colonizacién por MRSA, transmision y
subsiguientes infecciones en pacientes hospitalizados. Ademas se pretende analizar
caracteristicas moleculares del CC5 y la virulencia comparativa entre los diferentes clones en
relacion a su comportamiento epidémico. Por lo tanto a este objetivo general lo abordamos en
tres etapas:

I. Analizar las implicancias de la colonizacidon por CA-MRSA, comparativamente con la
colonizacion por HA-MRSA y MSSA, en los pacientes que se hospitalizan en instituciones
asistenciales de Ciudad de Cérdoba (Republica Argentina).

Il. Determinar la evolucidn clinica y molecular de las infecciones por MRSA en nuestro pais
(2009-2015).

lll. Analizar la evolucién molecular del CC5 a través de WGS y la virulencia comparativa de
los diferentes clones de MRSA en un modelo animal, en una posible asociacion con el

comportamiento epidémico.

7.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A fin de abordar el objetivo general planteado se propusieron objetivos especificos
relacionados a cada una de las etapas definidas:

7.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS RELACIONADOS AL OBJETIVO GENERAL Etapa |

Analizar las implicancias de la colonizacién por CA-MRSA, comparativamente con la
colonizacion por HA-MRSA y MSSA, en los pacientes que se hospitalizan en instituciones
asistenciales de Ciudad de Cérdoba (Republica Argentina).

la. Establecer la prevalencia de colonizacién por S. aureus (CA-MRSA, HA-MRSA Y MSSA)
en pacientes adultos y pediatricos que se hospitalizan.

Ib. Determinar los factores de riesgo de colonizacidn con cepas de S. aureus (CA-MRSA,
HA-MRSA Y MSSA) en pacientes adultos y pediatricos que se hospitalizan.

Ic. Analizar en cada grupo de pacientes, la tasa de adquisicion hospitalaria de MRSA (por
CA- MRSA vs HA- MRSA) y consecuentemente la tasa de infecciones adquiridas en el hospital.

Id. Realizar la caracterizacidn molecular junto al perfil de resistencia antibiética de los
aislamientos de MRSA, para determinar la epidemiologia molecular de la colonizacién en el

ingreso y la adquisicion nosocomial de los clones circulantes.
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7.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS RELACIONADOS AL OBJETIVO GENERAL Etapa I

Determinar la evolucidn clinica y molecular de las infecciones por MRSA en nuestro pais.

lla. Establecer la PREVALENCIA nacional, ademas del perfil de resistencia antimicrobiana
de S. aureus meticilino resistente (MRSA) en infecciones asociadas al dmbito hospitalario (HA-
MRSA) y a la comunidad (CA-MRSA).

Ilb. Analizar y comparar las caracteristicas moleculares de los MRSA adquiridos en la
comunidad y en el hospital segun las regiones (Norte, Centro y Sur) y seguln grupo etario
(pediatria y adultos)

llc. Analizar el PATRON CLINICO- EVOLUTIVO DOMINANTE actual en nuestro medio, de las
infecciones causadas por MRSA en sus diferentes localizaciones y sitio de comienzo (comunidad
u hospital) en pacientes pediatricos y adultos.

Ild. Determinar la evolucidn de la epidemiologia clinica y molecular de las infecciones por
MRSA en el pais, tanto a nivel hospitalario como de la comunidad comparativamente con el
estudio previo (2009).

7.1.3 OBJETIVO ESPECIFICO RELACIONADO AL OBJETIVO GENERAL Etapa II

Analizar la evolucién molecular del CC5 a través de WGS y la virulencia comparativa
de los diferentes clones de MRSA un modelo animal, en una posible asociacién con el
comportamiento epidémico

llla. Analizar la evolucién del complejo clonal 5 (CC5) en nuestro pais a través del
secuenciamiento de genomas completos (WGS).

lIb. Analizar en forma comparativa la virulencia de los clones MRSA (CA-MRSA y HA-
MRSA) mas prevalentes en nuestro pais, utilizando el modelo en invertebrados de Galleria

mellonella.

49



RESULTADOS

8. RESULTADOS
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8.1 RESULTADOS DE LA ETAPA |

Analizar las implicancias de la colonizacién por CA-MRSA, comparativamente con la
colonizaciéon por HA-MRSA y MSSA, en los pacientes que se hospitalizan en instituciones

asistenciales de Ciudad de Cérdoba (Republica Argentina).

la. Establecer la prevalencia de colonizacidn por S. aureus (CA-MRSAg, HA-MRSAGY MSSA)
en pacientes adultos y pediatricos que se hospitalizan.

Ib Determinar los factores de riesgo de colonizacidn con cepas de S. aureus (CA-MRSAg,
HA-MRSAG Y MSSA) en pacientes adultos y pediatricos que se hospitalizan.

Ic. Analizar en cada grupo de pacientes, la tasa de adquisicion hospitalaria de MRSA (por
CA-MRSAG vs HA-MRSAG) y consecuentemente la tasa de infecciones adquiridas en el hospital.

Id. Realizar la caracterizacion molecular junto al perfil de resistencia antibidtica de los
aislamientos de MRSA, para determinar la epidemiologia molecular de la colonizacién en el

ingreso y la adquisicion nosocomial de los clones circulantes.
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8.1.1 RESULTADOS relacionados al objetivo especifico la:
Establecer la prevalencia de colonizacion por S. aureus (CA-MRSAg, HA-MRSAg Y MSSA)

en pacientes adultos y pediatricos que se hospitalizan.

Como se describe en detalle en Materiales y Métodos, a fin de establecer la Prevalencia
de colonizacion por S. aureus (CA-MRSAG, HA-MRSAg Y MISSA) en pacientes adultos y pediatricos
que se hospitalizan, se realizd6 un estudio en 8 instituciones de Cérdoba, Argentina. Las
caracteristicas de los Hospitales involucrados se describen a continuacion en la Tabla 1

Durante el periodo de estudio, un total de 1419 pacientes fueron examinados al ingreso
al hospital, de los cuales 534 fueron admitidos y estuvieron internados por 2 3 dias. La mediana
de edad de los 1419 pacientes fue de 24 afios (desde 1 mes a 99 afios), con una distribucion
homogénea, donde 670 pacientes fueron pediatricos (<19 afios) (47.2%), mientras que los
restantes 749 fueron adultos (52.8%). Con respecto a la distribucion de acuerdo al sexo, 614
pacientes fueron femeninos (43.3%) y 805 masculinos (56.7%) (Caracteristicas demograficas
descriptas en el analisis de Factores de Riesgo para colonizacidon por MRSA (Tabla 2, pagina 57).

Del total de pacientes, en 438 (30.9%, IC 95%: 28.6% a 33.4%) se aislo S. aureus al
momento del ingreso, de los cuales 60 (4.2%, IC 95%: 3.3% a 5.4%) portaron MRSA. Esta
proporcién fue significativamente mayor (p=0.0008) en pacientes pediatricos (6,1%, IC 95%:
4,5% a 8,2%) que en adultos (2,5%, IC95%: 1,6% a 3,9%). La prevalencia de MRSA en la admisidn
varié de acuerdo a los hospitales de 1.6% a 11.0% (Tabla 1).

Tres pacientes presentaron infecciones de inicio en la comunidad (CO) o importadas
desde la comunidad, de los cuales uno presentd cultivos de colonizacién para MRSA negativos
en la admisién y sélo se detectd el MRSA de la muestra clinica.

De acuerdo a los métodos de tipificacion utilizados, se pudo determinar que la mayoria
de los pacientes con MRSA en la admision (46/60, 76.7%) se clasificaron como CA-MRSAg,
mientras que 14 (23.3%) como HA-MRSAG. (Tabla 3). Considerando todos los casos (n: 1419, 670
pacientes pediatricos y 749 adultos), el 3,2% (n: 46) estuvo colonizado por CA-MRSAG con una
proporcién significativamente mayor en pediatria (4,8% para pediatria vs 1,9% para adultos,
p=0,002), y el restante 1% (n: 14) por HA-MRSAg sin diferencias significativas por grupo etario
(1.3% para pediatria vs 0.7% para adultos, p=0.19) (Figuras 7 y 8)
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Tabla 1. Caracteristicas de los Hospitales de Cérdoba involucrados en el proyecto, Cérdoba,

2014.
N°. (%.) PaF ’ientes positivos para Adquisicion de MRSA en pacientes admitidos
colonizacion por S.aureus en la A
admision e Beels
” N°. (%,) de Adquisicion de MRSA
Total de i 4 i b
icid i iti pacientes con /1000 dias paciente
Hospital/ N° de ALl pacientes Total MRSA Pacientes adrrntldos adquisicién de
Especialidad camas CIITE ] analizados n: 438 n: 60 PRrEEls
2014 ' ' n: 534 MRSA
n: 1419
H1
Adultos y 106 6520 499 86 (17,2) 8(1,6) 148 0(0,0) 0
Nifios
H2
Nifios 70 2280 179 77 (43,0) 10 (5,6) 83 4 (4,9)/ linfc 6,7
H3 36 1930 56 9(16,1) 1(1,8) 45 0(0,0)
Adultos ’ ’ ’ 0
H4 80 1984 48 10 (20,8) 1(2,1) 18 1(5,9) 1
Adultos ’ ’ ’ >
N:-rlﬁsos 228 6550 266 99 (37,2) 16 (6,0) 67 2 (3,4)/ linfc 5,5
H6 81 2668 130 55 (42,3) 6 (4,6) 22 1 (5,0)/ linfc:
Adultos ! ! ! ' 2.5
!17 60 1896 168 75 (44,6) 10(5,9) 100 2(2,1) 4,3
Nifios
H8
Adultos y 131 2510 73 27 (37,0) 8(11,0) 51 0(0,0) 0
Nifios
438 (30,9) .
60 (4,2) 10 (1,96)/ 3infc
Total 792 2 141 % Cl:28,6- 4 2,3
ota 9 6338 9 9 A’3C3 48'6 95% Cl:3,3-5,4 >3 95% Cl:1,1-3,5

9 Pacientes analizados en la admision de cada hospital, los cuales permanecieron internados por 2 3 dias.

b Adquisicién de S. aureus/1000 dias paciente (no colonizados por MRSA en la admision).

¢Numero de pacientes con infecciones adquiridas por MRSA.
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Figura 7| Proporciones de MRSA (CA-MRSAg y HA-MRSAg) y MSSA en los distintos

grupos etarios

PEDIATRIA, n: 670 ADULTOS, n: 749
CA-MRSA;4.8% vs,  CA-MRSA;1,9%, p=0.002
HA-MRSA; 1.3% vs.  HA-MRSAZ0,7%, p=0.15
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Fig.7. Se describen las proporciones de MRSA (CA-MRSA y HA-MRSA) y MSSA, en los diferentes grupos de edades, la linea

descontinuada muestra el limite de pediatria que equivale a <19 afios.

Figura 8| Proporciones de los diferentes grupos etarios colonizados por S. aureus, MRSA

(CA-MRSA; y HA-MRSAG) y pacientes que adquirieron MRSA (CA-MRSAG).
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Fig.8. Se describen los diferentes grupos de edades entre los portadores de MRSA, portadores de CA-MRSAG en la admisidn,

portadores de HA-MRSAG en la admision y pacientes que adquirieron CA-MRSAG en el hospital.
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Los sitios anatdmicos mds comunes para la colonizacién por MRSA fueron, el nasal (63.3%)
y faringe (43.3%). La colonizacién exclusivamente no nasal se encontré en el 35% de los
pacientes colonizados (21/60), 28% (17/60) de los pacientes sélo en faringe y 7% (4/60) sélo en
la piel de la region inguinal. Ademas, 17% (10/60) de los pacientes tuvieron colonizacién en 2
sitios [12% (7/60) en nasal-faringe, 5% (3/60) en nasal-region inguinal] y 3% (2/60) en los tres
sitios anatdomicos analizados (Figura 9).

Es importante destacar que si se considera que 38 (2.8%) de 1419 pacientes fueron
positivos para el hisopado nasal, 55 (3.9%) fueron positivos cuando se incluyé el hisopado
faringeo y 60 (4.2%) fueron positivos cuando se incluyé hisopado inguinal, la sensibilidad del
hisopado nasal sélo fue del 63.3% (95% Cl 49.9-75.4) para ser utilizado como Unico sitio de

busqueda (Figura 9).

Figura 9| Distribucion de los aislamientos de colonizacion en la admisidn, entre sitios

nasales y extra-nasales
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Fig.9. Se describen los diferentes sitios anatémicos de colonizacion en la admision. (s) Sélo, INF, Infeccidn.
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Tabla 3| Portacion de MRSA (CA-MRSAg y HA-MRSAg): Colonizaciéon en admision y adquisicion por grupo de edad en ocho Hospitales, Cordoba,
Argentina, Oct-Dic 2014.

Pacientes admitidos por > 3 dias?
. - R N°(%,95% IC) de Pacientes positivos para
°(0, 0, N _ b
N°(%,95% IC) de pac@n-tles positivos para colonizacién MRSA (CA-MRSAG y HA-MRSAC) en la PC por MRSA (CA-MRSAG y HA-MRSAG) b, Adquisicion de MRSA
por S. aureus en admision L %,(95% IC)
admision
Ptes. PC por Adquisicion
Dir:g;’ g L‘;:L:e Total MRSA Mi/; . M':é N Admiti- MRSA CA-MRSAs | HA-MRSAs ,\:CR;’:Z C:A‘F’{‘;;C/: C:AF:;;H/: CA-MRSAG N°(%,95% IC) de de
(afi09) tos n: 438 n: 60 o 4GG o 14G dos n: 26 n: 22 n: 4 ¢ ¢ Vs. HA-MRSAg pacientes en riesgo de MRSA/1000
n: 14'19 . . n: 534 P, OR(95% IC) adquisicion de MRSA dias paciente©
Total 1419 438(30.9,286-  60(42, 46 (3.2, 14 (1.0, 34 26 (4.9, 22(4.1,3.1- 4(0.7, 12.9, (11.9- 11.3 1.74 <0.0001 10 (1.9, 23
33,4) 3.3-5.4) 2.3-4.2) 0.6-1.6) 3.4-7.1) 5.2) 0.3-1.3) 13.9) (10.4-12.3) (1.4-2.2) 7.8(5.6-9.2) 1.1-3.5) :
<19 e0 2720406369 41(61, 32(4.8, 9(1.3, 260 19 (7.1, 16 (5.9, 4.3 3(1.1, 16.9, (15.1- 14.1 1.5 <0.0001 9 (3.6, <3
Pediatria 44,4) 4.5-8.2) 3.3-6.7) 0.6-2.5) 5.0-10.8) 7.9) 0.5-2.2) 18.7) (12.5-15.8) (1.0-2.2) 10.9 (7.2-16.4) 2.1-6.7) ’
104 0.9 <0.0001
>19 166 (22.2; 19.4- 19 (2.5, 14 (1.9, 5(0.7, 7 (2.6, 1.3- 6(2.3, 1(0.4, 10.1, 1(0.4,
adultos 749 25.3) 1.6-3.9) 1.0-3.1) 0.2-1.6) 265 4.9) 1.4-3.6) 0.1-1.2) (8.9-11.3) (9:3-11.6) (0.6-13) 123 (8.1-18.7) 01-2.0) 0.4
Ped. vs. ad. = = 2
e;iV:Tu:d ' p<0,0001 P 02%008 P g,go p=0.016 p=0.03 p<0,0001 p=0.0005 p=0.02 p=0.0017
OR ’ 2.4 1 '45_ 1 ;11» p=0,19 2.8 2.7 p=0.62 1.8 1.39 p=0.1 9.1 13.6
1.90-3.02, } . 1.19-6.62 1.08-6. e 1.52-2.1. 1.16-1.68)" 1.62-51.57 2.42-75.
(95% IC) (1.90-3.02) 4.33) 4.93) (1.19-6.62) (1.08-6.88) (1.5 8) (1.16-1.68) (1.62-51.57) ( 5.93)

CA-MRSAG y HA-MRSAG. Genotipos de S. aureus resistentes a meticilina asociado a la comunidad y al hospital

2 Pacientes pesquisados en la admisidn para cada hospital permaneciendo hospitalizados por > 3 dias

bPC: Presion de colonizacién definida con la siguiente tasa: Numero de dias de paciente con MRSA importado + MRSA adquiridos en el nimero total de dias de internacién del total de los pacientes en todo
el periodo de estudio [104, 105]

¢ Adquisicion de S. aureus/1000 dias paciente (no colonizados por MRSA en admisién).
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8.1.2 RESULTADOS relacionados al objetivo especifico /b
Determinar los factores de riesgo de colonizacién con cepas de S. aureus (CA-MRSAg, HA-

MRSAG Y MSSA) en pacientes adultos y pediatricos que se hospitalizan

Para poder detectar si existen factores de riesgo para estar colonizado por MRSA, y de
esta forma poder dirigir la bdsqueda en dicho grupo de pacientes, a partir de los datos agrupados
de los 8 hospitales se llevd a cabo un analisis univariado con 22 variables socio-demograficas. Se
encontraron 12 asociadas significativamente con la colonizacién o infeccién por MRSA en el
ingreso, con razones de probabilidad (Odd Ratio, OR) que oscilaron entre 2,10 y 13,8. Los datos
se detallan en la tabla 2. Todas aquellas variables que dieron asociacion significativa, fueron
luego incluidas en un andlisis multivariado, donde sélo 7 de las 12 variables permanecieron
asociadas de forma independiente con la portacion de MRSA en la admisién, con un OR que
oscila de 2,11 a 11,59 (Tabla 4).

Curiosamente, se obtuvieron asociaciones de acuerdo al genotipo de MRSA. Los
portadores de cepas CA-MRSAg, en comparaciéon con los no colonizados por CA-MRSAg, se
asociaron de forma independiente con la edad <19 afios (OR 2.92), presencia de al menos una
Necesidad Basica Insatisfecha (NBI) (OR 2.00), historia de infeccién/colonizaciéon por MRSA (OR
6.57), residencia en geriatrico/centro de rehabilitacion (OR 10.69) y uso previo de antibidticos
(OR, 1.94) (Tabla 4). Por otro lado, los pacientes que presentaron enfermedades respiratorias
crénicas como el asma (OR, 7.9), con historial de infeccidn/colonizacién por MRSA (OR 7,8) y la
presencia de dispositivos médicos (OR, 18,43) fueron mds propensos a ser colonizados por cepas
HA-MRSAG en el momento de la admisién (Tabla 4).

Para evaluar la utilidad de los diversos factores de riesgo utilizados para aumentar la
eficacia del cultivo de vigilancia en la admisién para el MRSA, se analizé la sensibilidad, la
especificidad y la carga de deteccion de diferentes combinaciones de factores de riesgo (Tabla
5). Los resultados mostraron que el criterio de seleccidén con la mayor especificidad fue el de
pacientes con antecedentes de MRSA en los ultimos 12 meses (especificidad, 99,5%, IC 95%:
98,9%-99,8%), mientras que el criterio con mayor sensibilidad fue el de pacientes con cualquiera
de los siguientes 4 factores de riesgo: al menos una NBI, exposicién previa a los antibiéticos,
presencia de asma como enfermedades respiratorias crénicas y grupo etario <19 afios,
(sensibilidad de 98,3% IC 95%: 91,1% a 99,9%, pero con una carga de deteccidn del 73,9%). La

carga de deteccidn varié en consecuencia de 1.3% a 73.9% (Tabla 5).
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Tabla 2| Analisis univariado de los factores de riesgo asociados a la portacion de

MRSA, CA-MRSAG y HA-MRSAG en la admision, Cérdoba, Argentina.

MRSA: No.(%) de pacientes

CA-MRSAG: No.(%) de pacientes

HA-MRSAG: No.(%) de pacientes

pvalor/ P valor/
. No P valor/ . No L 5 No Univaria-
Coloniza- B ] Coloniza- . Univariado Coloniza- .
Total de coloniza- univariado colonizados Colonizados dode
. dos con dos con de CA- dos con
pacientes MRSA dos con de MRSA CA-MRSA con CA- MRSA HA-MRSA con HA- HA-
N: 1419 n: 60 MRSA OR - 46 N MRSAg OR N 14 N MRSAGg MRSAg
: n: 1359 (95% IC) : n: 1373 (95% IC) ’ n: 1405 OR
Factores de Riesgo ’ (95% IC)
Variables socio-demograficas
209+ 22,5+
312+ ! 317+ 20,4+ ¢
Edad, media de afios £ SD/ ! 27,0 ! 31,6 £29,5 30,25 31,3+29,5
Mediana (rango) 295 5,5(0,1- 29> 0,006 263 25(0,1-99) 001 25003 24(0199 0%
6 24 (0,1-99) i 55 (0.1-99) 6(0,1-97) ¢ N ’
97) 79)
0,0009 0,002
Grupo de edad, < 19 670 (47,2) 41 (68,3) 629(46.3) 2,50 32(69,6) 638(46,5) 2,63 9 (64,3) 661(47,0) 0,28
(1,45-4,33) (1,41-4,9)
Proporcién femenina 614 (43,3) 27 (43,2) 587 (43,2) 0,80 21(45,7) 593 (43,2) 0,42 6(42,9) 608 (43,2) 0,59
0,0045 0,001
g 27 7 4 ! 5,7 7 1
NBIs (al menos una)? 512 (36,1) 32(53,3) 480 (35.3) 2,10 (58,7) 85(35:3) 2,60 5(35,7) 507(36,1) 0,6
(1,25-3,50) (1,44-4,83)
0,001
Enfermedades de base? 604 (42,6) 30(50,0) 574 (42.2) 0,28 18 (40,9) 586 (42,6) 0,37 12 (85,7) 592 (42,1) (z'ﬁ_
32,2)
Enf.Respiratorias crénicas 0,015 O,:(l)l
Ent.Respiratorias cronicas 2
49 (3,5) 6(10,0) 43(3.2) 3,40 3(6,8) 46 (3,3) 0,21 3(21,4) 46 (3,3)
Asma © (1,43-8,10) (2.35-
et 27,6)
0,02
Enfermedad obstructiva 10,9
pulmonar (EPOC) 23(1,6) 2(3,3) 21(1.5) 0,25 0(0) 23(1,7) NA 2(14,3) 21(1,5) (2.65-
45,6)
Enfermedad cardiaca 182 (12,8) 6(10,0) 176 (13.0) 0,69 2(4,5) 180 (13,1) 0,09 4(28,6) 178 (12,7) 0,08
Diabetes mellitus 95 (6,7) 4(6,7) 91 (6.7) 1,00 3(6,5) 92 (6,7) 0,95 1(7,1) 94 (6,7) 0,62
Céncer 48 (3,4) 2(3,3) 46 (3.4) 0,98 2(4,3) 46 (3,4) 0,66 0(0) 48 (3,4) NA
0,004 0,022
Lesion de piel presente 89 (6,3) 9 (15,0) 80 (5.9) 2,82 7 (15,2) 82 (6,0) 2,83 2(14,3) 87 (6,2) 0,21
(1,36-5,84) (1,25-6,36)
Contacto previo con Hospital
0.004
Al menos un factor de riesgo 59
2 22 4 19 (41 7 11 (7 41
asociado al hospital 552 (38,9) 30(50,0) 522 (38.4) 0,08 9(41,3) 533 (38,8) 0,78 (78,6) 541 (38,5) (1,76-
19,5)
0,009
1-Hospitalizacion en los 3,76
Gltimos 12 meses 376 (26,5) 17 (28,3) 359 (26.4) 0,80 9(19,6) 367 (26,7) 0,31 8(57,1) 368 (26,8) (1.34-
10.50)
2-Historia de 0,001 0,04 02’2095
infeccién/colonizacién por 11(0,8) 4(6,7) 7 (0.5) 13,8 2(4,3) 9(0,7) 6,9 2(14,3) 9(0,6) s 7’7_
MRSA (4,16-45,7) (1,66-28,6) 115,1)
z:'s':sg'a en los dltimos 12 177 (12,5) 7(121)  170(12.5) 0,92 4(9,1) 173 (12,6) 0,49 3(21,4) 174 (12,4) 0,40
4-Hemodialisis en los tltimos
12 meses 9(0,6) 1(1,7) 8(0,6) 0,23 1(2,3) 8(0,6) 0,16 0(0) 9(0,6) NA
6- Residencia en geriatrico 0,006 0,018
centro de rehabil?tacién 18(1,3) 4(6,7) 14(1.0) 6,32 3(6,5) 15(1,1) 6,32 1(7,1) 17(1,2) 0,16
(1,91-20,94) (1,91-2,9)

Presencia de dispositivo 0,0023 <02,20601
> P 279 (19,7) 21(35,0) 258 (19.0) 2,63 9(19,6) 270(19,7) 0,58 12 (85,7) 267 (19,0) ¢
médico © (1,34-5,14) (6,53-

! ! 100,1)

0,002 <°'§201
Catéter de uso prolongado 118(8,3) 11 (19,0) 107 (7.9) 2,63 5(10,9) 113(8,2) 0,58 6(42,9) 112 (8,0) 3 66—
(1,34-5,14) 24,5)

0,0026 <°1’20601
Catéter urinario 133 (9,4) 13(21,7) 120 (8.8) 2,86 4(8,7) 129(9,4) 0,56 9(64,3) 124(8,8) (6,40-
(1,52-5,8) 54,0)
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Contacto previo con 0,0012 0,035
Antibiéticos en los tltimos 440 (31,0) 30 (50,0) 410 (30.2) 2,31 21 (45,7) 419 (30,6) 1,91 9 (64,3) 431(30,7)
(1,38-3,87) (1,10-3,43)
0,005 0,015
Cualquier 8-lactdmico 284 (20,0) 21(35,0) 263 (19.4) 2,24 16 (34,8) 268 (19,5) 2,20 5(35,7) 279 (19,9)
(1,30-3,86) (1,19-4,10)
Cualquier quinolona 44 (3,1) 2(3,4) 42 (3.1) 0,87 0(0) 44 (3,2) NA 2(14,3) 42 (3,0)

0,007
4,07
(1,41-
11,7)

0,14

0,07

-CA-MRSAG y HA-MRSAG Genotipos de MRSA asociado a la comunidad y al hospital.

-Variables asociadas con los genotipos de MRSA, CA-MRSAG y HA-MRSAG con P valor < 0.05 en el andlisis univariado en negrita.
-NA: No applicable.

a Las necesidades basicas insatisfechas se definieron de acuerdo con la metodologia utilizada por el INDEC [INDEC 1984, 2001 y
2010] y se consideraron como indicadores directos de la pobreza (CEPAL 2013). Los hogares con necesidades basicas insatisfechas
son hogares que presentan al menos uno de los siguientes indicadores de privacion: 1- hacinamiento: hogares con mas de 3 personas
por cada habitacidn de la casa [181], 2-Vivienda: hogares con algun tipo inconveniente de vivienda (incluye : habitacién de alquiler,
hotel o pension, las plazas, los locales o viviendas no construidas para vivienda, las casas moviles, viviendas precarias u otro tipo de
vivienda, que excluye la casa y el apartamento) [182].3-Condiciones sanitarias: hogares que viven en una casa sin ningun tipo de
aseo.[183] 4-Asistencia escolar: hogares que tienen al menos un hijo en edad escolar (de 6 a 12 afios) que no asiste a la escuela, 5-
Capacidad de subsistencia: aquellos hogares con cuatro o mas personas por miembro empleado (excluido el servicio doméstico),
cuyo jefe del hogar no tiene educacién primaria.

b Pacientes con al menos una de las siguientes enfermedades subyacentes: Enfermedades respiratorias crénicas: asma y
enfermedad pulmonar obstructiva (EPOC), enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedad hepatica o renal, diabetes mellitus,
enfermedad crénica del sistema nervioso central, inmunodeficiencias (VIH, SIDA y reumatoide artritis).

¢ Presencia de / pacientes con al menos un factor de riesgo asociado a la atencién médica (HRF) segun los criterios de los CDC [125]
d Pacientes con la presencia de al menos un dispositivo médico (dispositivo permanente a largo plazo, catéter venoso central, catéter

urinario) al ingreso o en los ultimos 12 meses.
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Tabla 4| Regresion logistica multivariable de los factores de riesgo asociados con la

portacion de MRSA en admision (asi como los genotipos CA-MRSAg y HA-MRSAG), Cérdoba,

Argentina.
P valor/Multivariado P valor/Multivariado P valor/Multivariado
Factores de Riesgo OR (95% Cl) OR (95% Cl) OR (95% Cl)
de MRSA de CA-MRSAG de HA-MRSAG
Variables Socio-demogrdficas
Grupo de edad, < 19 <0,0001/4,07 (2,14-7,74) 0,004/ 2,92 (1,40-6,01)
NBIs (al menos una) <0,0001/ 3,35 (1,80-6,22) 0,032/ 2,00 (1,06-3,78)

Enfermedades de Base

Asma 0,032/ 2,91 (1,10-7,77) 2505)1/ 7,91 i

Contacto previo con el

Hospital
Historia de
Colonizacidn/infeccion por 0,001/ 10,83 (2,68-43,65) 0,025/ 6,57(1,26-34,15) [KLIEEI(WER RV
MRSA
Residencia en geriatrico o <0,0001/ 11,59 (3,04-
, 0,001/10,69(2,53-45,01
centro de rehabilitacién 44,14) / ( )

Presencia de dispositivos -
" P 0,017/ 2,11 (1,14-3,09) 0,001/18,43 (
médicos 109,1)

Exposicion previ
posiclonpreviaa 0,009/2,19 (1,22-3,92) 0,039/ 1,94 (1,06-3,66)
antibiéticos (en el ultimo afio)

CA-MRSAG y HA-MRSAG Genotipos de MRSA asociado a la comunidad y al hospital. IC: intervalo de confianza, OR, odds ratio
(razén de probabilidades).Los casilleros coloreados de negro corresponden a variables asociadas a la portacion de genotipos HA-
MRSAG y los coloreados con gris claro las asociadas a portacion de CA-MRSAG y las gris oscuro a portacién de ambos genotipos.

Las necesidades basicas insatisfechas se definieron de acuerdo con la metodologia utilizada por el INDEC [INDEC 1984, 2001
y 2010] y se consideraron como indicadores directos de la pobreza (CEPAL 2013). Los hogares con necesidades basicas insatisfechas
son hogares que presentan al menos uno de los siguientes indicadores de privacion: 1- hacinamiento: hogares con mas de 3 personas
por cada habitacién de la casa, 2-Vivienda: hogares con algun tipo inconveniente de vivienda (incluye : habitacidn de alquiler, hotel
0 pension, las plazas, los locales o viviendas no construidas para vivienda, las casas moviles, viviendas precarias u otro tipo de
vivienda, que excluye la casa y el apartamento), 3-Condiciones sanitarias: hogares que viven en una casa sin ningun tipo de aseo, 4-
Asistencia escolar: hogares que tienen al menos un hijo en edad escolar (de 6 a 12 afios) que no asiste a la escuela, 5-Capacidad de
subsistencia: aquellos hogares con cuatro o mas personas por miembro empleado (excluido el servicio doméstico), cuyo jefe del

hogar no tiene educaciéon primaria.
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Tabla 5] Eficiencia y carga de los criterios de screening seleccionados para los cultivos

de vigilancia de MRSA en la admisién en los diferentes centros médicos.

Criterio de riesgo para el screening de admision

Exactitud @

Carga de screening®

% (n)
Criterio simple de screenin Sensibilidad Especificidad
P g % (95% IC) % (95% IC)
- <

1-grupo de edad, <19 68,3 (55,0 a79,7) 53,7 (51,0 a 56,4) 47,2(670)
2-NBIs (al menos una)¢

53,3 (40,0 a 66,3) 64,2 (62,1a 67,3) 36,5(518)

Enfermedades de base
3-Enfermedad crénica respiratoria Asma 10,0 (3,82 20,5) 96,8 (95,82 97,7) 3,5 (49)
Contacto previo con el hospital

4-Historia de infeccidn/colonizacién por MRSA 6,7 (1,8a16,2) 99,5 (98,9 a 99,8) 0,8 (11)
5-Residencia geriatrico o Centro de rehabilitacion 6,7 (1,8 a 16,2) 98,9 (98,3 a99,4) 1,3(18)
6-Presencia de dispositivos médicosd 35,0 (23,1 a.48,3) 81,1(78,8 a 83,1) 19,7 (279)
7-Exposicion previa a ATBs 50,0 (36,8 a 63,2) 69,8 (67,3t072,2) 31,0 (440)
Criterios multiples de screening
Cualquiera de los tres criterios: NBIs (al menos 90,0 (79,5 a 96,2) 43,9 (41,2 a 46,6) 57,1(817)
una), Previa exposicion a antibidticos, Asma
Cualquiera de los tres criterios: NBIs (al menos
una), Previa exposicion a antibidticos, edad < 19 96,7 (88,72 99,6) 27,6(25,2229,9) 73,4 (1042)
Cualquiera de los cuatro criterios: NBIs (al menos
una), Previa exposicidn a antibioticos, Asma, edad 98,3(.91,1a99,9) 27.2 (24,9 a 29,6) 73,9 (1048)

<19

aSensibilidad: Porcentaje de portadores de MRSA que serian seleccionados para el screening de admision. Especificidad, porcentaje de no
portadores de MRSA que NO serian seleccionados para screening en la admision.

b Carga de screening: Porcentaje de todas las admisiones que serian seleccionadas para screening de admisién.
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8.1.3 RESULTADOS relacionados al objetivo especifico Ic
Analizar en cada grupo de pacientes, la tasa de adquisicion hospitalaria de MRSA (por CA-

MRSAG vs HA-MRSAG) y consecuentemente la tasa de infecciones adquiridas en el hospital.

Para poder determinar la tasa de adquisicidon hospitalaria, el analisis se limité a los 534
pacientes que ingresaron por = 3 dias. No hubo diferencias estadisticas entre este grupo de
pacientes y los ingresados por <3 dias (n: 885), con respecto al sexo [en el grupo de pacientes
que ingresaron por 2 3 dias fueron mujeres: 43.4% (n: 232) y en el grupo de > de 3 dias, fueron
mujeres 43.2% (n: 382), p=0.96] y edad [Media + SD / mediana (rango); 31.2 £ 31.7 / 18 (0.1-99)
y31.1+28.1/26 (0.1-97), respectivamente, p=0.92, 269 (50.4%) y 410 (46.3%) fueron pediatricos
(<19 afos), respectivamente, p = 0.20] Entre los 534 pacientes, 162 (30,3%, IC 95%: 26,4% a
34,3%) fueron colonizados por S. aureus al ingreso y 26 (4,9%, IC 95%: 3,4% a 7,1%) por MRSA
[22 (4,1 %) CA-MRSAG y 4 (0.7%) HA-MRSAG] (Tabla 3), con porcentajes mas altos en pediatria
que en adultos (7.1% vs. 2.6%, p = 0.016) relacionado a la mayor prevalencia de CA-MRSAg en
pediatria que en adultos (5,9% frente a 2,3%, p = 0,03, (tabla 3).

Durante la estadia hospitalaria, diez pacientes adquirieron MRSA, todos ellos fueron
negativos para la colonizacidén en la admision, con una edad media y mediana [Media SD /
mediana (rango)] de 8,6 + 13,8 / 3.0 (0,8-45) afios. La mayoria (90,0%, n: 9) de estos pacientes
que adquirieron MRSA fueron pediatricos (<19 afios), 6 de sexo masculino y 4 de sexo femenino.
Al realizar la caracterizaciéon molecular, todos los MRSA adquiridos fueron CA-MRSAg (Tabla 7).
De estos 10 pacientes, 7 se detectaron por colonizacién en el momento del alta hospitalariay 3
tuvieron infecciones adquiridas y se identificaron a partir de muestras clinicas (Figura 10 y Tabla
6). De estos pacientes infectados, un paciente también tenia el hisopado nasal positivo y
permanecié colonizado al alta después del tratamiento con antibidticos sistémicos con la misma
cepa (Figura 10 y Tabla 6).

El nimero total de dias que los pacientes permanecieron en el hospital fue de 4250 (1686
y 2564 para pacientes pediatricos y adultos, respectivamente), lo cual da una tasa global de
adquisicion de MRSA (todos caracterizados como CA-MRSAg) de 2,3 por 1.000 dias-paciente (IC
95%: 1,5 a 3,4 por 1.000 dias-paciente), siendo significativamente mayor entre los pacientes
pediatricos que en los adultos (5,3 frente a 0,4 por 1.000 dias-paciente) (Tabla 3). Las tasas de
adquisicion de MRSA para un hospital individual oscilaron entre 0y 6.7 por 1.000 dias-paciente
(Tabla 1). Ademas, la prevalencia general de colonizacion/infeccion por MRSA a través de la

adquisicion, definida como el porcentaje de pacientes en riesgo (no colonizados con MRSA al
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ingreso) que adquirieron MRSA, fue de 1.96% (IC 95%, 1.0% a 3.4%), 3,6% para pediatria frente

a 0,4% para pacientes adultos, p = 0,02 (Tabla 3).

Tabla 6| Diagrama del analisis longitudinal de pacientes ingresados por 23 dias, en ocho

hospitales, octubre-diciembre, 2014, Cérdoba, Argentina.

Estado de MRSA en MRSA adquirido Colonizacion de
No. Admisién en el hospital Descolonizacion MRSA en el alta
n:26 n:10 n: 17
1 COLONIZACION COLONIZACION
2 COLONIZACION COLONIZACION
3 COLONIZACION COLONIZACION
4 COLONIZACION COLONIZACION
5 COLONIZACION COLONIZACION
6 COLONIZACION COLONIZACION
7 COLONIZACION COLONIZACION
8 COLONIZACION COLONIZACION
9 COLONIZACION ESPONTANEA
10 COLONIZACION ESPONTANEA
11 COLONIZACION ESPONTANEA
12 COLONIZACION ESPONTANEA
13 COLONIZACION ESPONTANEA
14 COLONIZACION ESPONTANEA
15 COLONIZACION ESPONTANEA
16 COLONIZACION ESPONTANEA
17 COLONIZACION ESPONTANEA
18 COLONIZACION ESPONTANEA
19 COLONIZACION ESPONTANEA
20 COLONIZACION ESPONTANEA
21 COLONIZACION ESPONTANEA
22 COLONIZACION ESPONTANEA
23 COLONIZACION ESPONTANEA
INFECCION Y )
24 COLONIZACION COLONIZACION
INFECCION Y
25 COLONIZACION POS-TRATAMIENTO
INFECCION SIN
26 COLONIZACION POS-TRATAMIENTO
27 COLONIZACION COLONIZACION
28 COLONIZACION COLONIZACION
29 COLONIZACION COLONIZACION
30 COLONIZACION COLONIZACION
31 COLONIZACION COLONIZACION
32 COLONIZACION COLONIZACION
33 COLONIZACION COLONIZACION
INFECCION Y )
34 COLONIZACION COLONIZACION
INFECCION SIN
35 COLONIZACION POS-TRATAMIENTO
INFECCION SIN
36 COLONIZACION POS-TRATAMIENTO
37-
534
total 10 19 17

Tabla.6. Se muestran los cambios longitudinales de los 534 pacientes que permanecieron internados por > de 3 dias, los
MRSA en la admisidn, los adquiridos en el hospital, aquellos que se descolonizaron ya sea por el tratamiento recibido o

espontaneamente, y aquellos que se mantuvieron colonizados hasta el alta hospitalaria.
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Por otro lado, se analizd la presidn de colonizacion (PC) de MRSA, la cual varid
enormemente entre los hospitales (de 0,35% a 33,7%). Las tasas de PC general de MRSA en
todos los hospitales durante todo el periodo del estudio fueron del 12,9% (IC 95%: 11,9% a
13,9%), [16,9% para pediatria y 10,1% para pacientes adultos, p <0,0001]. Ademas, la PC de CA-
MRSAG fue significativamente mas alto (11,3%, 14,1% para pacientes pediatricos vs. 10,4% para
pacientes adultos, p = 0,0005), que el CP de HA-MRSAG (1,7%, 1,5% para pediatria vs. 0,9% para
pacientes adultos, p =0,1) (Tabla 3).

Las adquisiciones de MRSA en la poblacidn del estudio fueron equilibradas mediante la
descolonizacion espontanea (Figura 10). De los 26 portadores de MRSA, tanto los positivos al
ingreso, asi como los que fueron adquiridos en el hospital durante > 3 dias, el 34,6% (n: 9, 8 CA-
MRSAs y 1 HA-MRSAG) permanecieron colonizados hasta el alta, incluido un paciente con
infeccidn de inicio en la comunidad (CO) de piel y partes blandas (SSTI), después del tratamiento
sistémico con clindamicina (Figura 10). Los 15 restantes, (12 CA-MRSAG y 3 HA-MRSAG) se
descolonizaron espontdneamente y 2 casos de infecciones CO (CA-MRSAg) se descolonizaron
después del tratamiento antibidtico sistémico. En consecuencia, de los 534 pacientes ingresados
durante > 3 dias, 17 (3,2%) fueron colonizados por MRSA al alta [16 (3,0%) con CA-MRSAg y 1
(0,2%) con HA-MRSAG] (Figura 10 y Tabla 6).

Para estimar si hubo una diferencia en la transmisibilidad entre los tipos de cepas,
comparamos las proporciones de las cepas CA-MRSAg y HA-MRSAG entre los pacientes con MRSA
importado frente a los MRSA adquiridos. Las cepas CA-MRSAG representaron 22 de las 26 cepas
de MRSA (84,6%) identificadas en el ingreso, pero todas las cepas (100,0%) adquiridas en el
hospital fueron CA-MRSAG. Es importante destacar que, de los 4 portadores HA-MRSAg al
ingreso, tres (75%) fueron descolonizados espontdneamente al momento del alta. En contraste,
de los 22 portadores CA-MRSAg, s6lo nueve (41%) fueron espontdaneamente descolonizados al

alta.
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8.1.4 RESULTADOS relacionados al objetivo especifico Id
Realizar la caracterizacion molecular junto al perfil de resistencia antibiética de los
aislamientos de MRSA, para determinar la epidemiologia molecular de la colonizacién en el

ingreso y la adquisicion nosocomial de los clones circulantes.

Un total de 94 cepas de MRSA se analizaron genéticamente a partir de 79 pacientes
colonizados: 60 de la admisién, 10 adquisiciones y 9 pacientes positivos en el alta del hospital,
que habian permanecido colonizados durante la estancia en el hospital. Las caracteristicas
moleculares dadas por: complejo clonal (CC) y tipo secuencial (ST), segun lo definido por MLST,
tipo y subtipo segun PFGE, tipos spaA y SCCmec, presencia de genes pvl, alotipo agr, perfil de
genes de virulencia junto con el patrén de resistencia a los antimicrobianos de todas las cepas
CA-MRSAG y HA-MRSAG (tanto las de la admisidon como las adquiridas) se muestran en la Tabla 7
y en la Figura 10. Los aislamientos recuperados de cada paciente a lo largo del tiempo (ingreso
y alta) y en los diferentes sitios anatdmicos del huésped (faringe-nasal, nasal-inguinal y nasal-
faringe-inguinal) fueron genéticamente indistinguibles por PFGE, MLST, spaA y caracterizacion
de SCCmec, por lo tanto, se describid una sola cepa de MRSA por paciente en la Tabla 7.

De los 60 aislamientos de MRSA recuperados al ingreso, en proporciones descendentes,
17 (28,3%) pertenecen al clon CA-MRSA PFGE tipo I-ST5-IV (IVa, n: 16 o IVc, n: 1); 12 (20,0%) al
genotipo CA-MRSAG PFGE tipo N-ST30-1V (IVc, n: 8 0 IVa, n: 4); 9 (15,0%) a la variante Argentina
del clon pediatrico HA-MRSAg, C-ST100-IV (IVNv n: 8 y NT n: 1), los restantes aislados de MRSA
pertenecen a los siguientes genotipos: CA-MRSAg R-ST72-IVc (n: 8, 13,3%); HA-MRSA A-ST5-I (n:
4; 6,7%); CA-MRSAg D-ST97-1V [(IVc, n: 3 0 IVa, n: 1), n: 4; 6,7%]; CA-MRSAc USA300 ST8-IV-VL
(n: 3; 5,0%). Sélo un aislamiento de cada uno de los siguientes genotipos: HA-MRSAg USA600-
AA-ST45-Ilv; CA-MRSAg W-ST59-IVa y CA-MRSAG Y-ST509-IVa. Entre ellos, se encuentran los tres
genotipos CA-MRSA asociados a infecciones importadas: 1- 11-ST5/CC5-1Va-t311/pvl (Infeccidon
de piel y tejidos blandos del tipo abscesos y celulitis, en un nifio de 1 mes. La cepa habia sido
detectada en el sitio nasal en el ingreso y el paciente permanecié colonizado hasta el alta
hospitalaria después del tratamiento ATB sistémico, caso evaluado también por
secuenciamiento del genoma completo, WGS), 2- 14-ST5/CC5-IVa-t311/ pvl/ (bacteriemia
complicada con abscesos pulmonares y cerebrales y sepsis, de 24 afios), 3- N4-ST30/CC30-IVc-
t019/pvl (conjuntivitis en un nifio de 1 afio).(Tablas 6y 7 y Figura 10).

Cuando se estratificd por edad, la proporcién de colonizacién del clon CA-MRSAg ST5-1Va

fue mayor en pediatria que en adultos (2,1%, 14/670, vs 0,4%, 3/749, p = 0,0054) (Tabla 7).
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Tabla 7| Prevalencia y caracteristicas moleculares de los aislados de MRSA importados y

adquiridos, Cérdoba, Argentina

Nombre
tradicional de
cada clon

Genotipo a n (%)

n (%) de MRSA
en admision (n:
60) / (%) de cada
genotipo, HA-
MRSAG (n: 14) o
CA-MRSA; (n: 46)

n (%) del total
de la poblacion
(n: 1419)

n (%) en
pediatria ®
(n: 670)

n (%) de adultos ®
(n: 749)

Pediatria vs.
adultos,
p-valor,

OR (95% Cl)

Genotipo a n (%)

n (%) total de
MRSA adquiridos

Genotipo a n (%)

n(%) total de
MRSA, n: 70

Tipo de PFGE ?

Subtipo de
PFGEa n(%)

sT/CC

Tipo de SCCmecA
n(%)

RIDOM tipo
spaA?:
n (%)

Pvl an(%)

Tipo agr

Perfil de genes
de virulencia: n
(%)

Resistencia a no-
B-Lactamicos (%)

CC: Complejo Clonal, ST: tipo secuencial, tipo/subtipos de PFGE: tipo y subtipos de electroforesis en gel de campo pulsado, Tipo de spa RIDOM:

USA600 Variante
Clon Argentina
c;z::;: t::'s CMRSA del clon
1 pediatrico
HA-MRSAG 14(23)
4(7/29) 1(2/7) 9(15/64)
4(0,28) 1(0,07) 9(0,62)
2(0,29) 0 7(1,04)
2(0,26) 1(0,13) 2(0,26)
0,91 NA 0,12
HA-MRSAg 14(20.0)
4(5,8) 1(1,4) 9(12,8)
A AA C
A5 1(25) C12(22)
A93 1(25) AA1 C15 3(33)
A94 1(25) 1(100) C302(22)
A95 1(25) C72(22)
5/5 45/45 100/5
IVnv 8(89)
15(100) liv1 NT1
t149 t002
amoo) 233 9a00)
0(0) 0(0) 0(0)
2 1 2
egc-lukDE l;lgEC)_E egc-lukDE
CLIC(10 CIP(44)
GEN(75) 0) cLc(33)
CLIC (75) ERYC(1
ERY(33)
ERY(75) 00) GEN(78)
CIP(75) CIP(100 RIF(33)

)

Relacionado
a LA-MRSA
cca7

4(6,7/8,7)

4(0,28)

2(0,29)

2(0,26)

0,91

1(10,0)

5(7,2)
DD
DD1 2(40)
DD11 1(20)

DD17 1(20)
DD19 1(20)

97/97

IVc 3(60)
IVa 2(40)

£359 2(50)
t938, t9638,
13380
0(0)

1

lukDE

Clon Clon CA-
CEI?‘nACr:(;th::‘S: Southwes MRSA en
similar a t Pacific Corea del
USAS00 (swp) Sur similar a
USA1100 USA700

MRSA en admisién, n: 60

USA300-VL
Variante

latinoameric

-ana

CA-MRSAG 46(76.7)

17(28/37) 12(20/26)
17(1,20) 12(0,84)
14(2,10) 7(1,04)
3(0,40) 5(0,70)
0,0054 0,34

5,3(1,6-17,1)

MRSA adquiridos n: 10

8(13/17)

8(0,56)

6(0,90)

2(0,26)

0,20

3(5/7)

3(0,21)

1(0,15)

2(0,26)

0,89

CA-MRSAG 10(100.0)

4(40,0) 2(20,0)

Total de MRSA, n: 70

2(20,0)

CA-MRSAG 56(80.0)

21(30) 14(20) 10(14)
I N R
144 2(10) 9(64) R17(70)
N41 2(14) R6 3(30)
12 2(10)
N42 2(14)
129.1(6) N30g 1(7)
168 1(6) J
5/5 30/30 72/8
IVa 19(91) IVe 10(71)
IVc 2(10) Vaa(pg) V10100
t019
t301012155((2742)) 10(71) 148 9(90)
12049 1 £238 3(21) 3169 1
33781
15(72) 10(71) 0(0)
2 3 1
sea-egc-lukDE ege-
15(71) lukDE- egc-lukDE
egc-lukDE bbp-cha
6(29) o
CIP(5)
CLII(38) GEN(20.0)
ERYI(38) GCE'E(Q) CLII(30.0)
GEN(19) ERYI(30.0)

3(4,4)
USA300-VL

USA300-23
2(67)
USA300-3
1(33)

8/8

Ve 2(67)
Vb 1

£304 2(67)
t008 1

0(0)

1

lukDE sek-
seq-sed-sej-
bsa 2(67)
lukDE-sea-
sec-bsa
1(33)

Clon
Asian-
Pacific /
USA1000

1(2/2)

1(0,07)

1(0,15)

NA

1(1,4)

w1
1(100)

59/59

IVal

t437

0(0)

LukDE

CLIC(100)
ERYC(100
)

tipo de proteina A (spa) de staphylococcus asignado a través de las bases de datos RIDOM (http://spaserver.ridom.de); SCCmec: tipo de

cassette cromosomal mec de Staphylococcus (SCCmecNT: no fue posible determinar una clase de complejo mec o un tipo de ccr), pvl: genes de

la leucocidina de Panton-Valentine (lukS-PV-lukF-PV), Tipo agr, tipo de alotipo regulador accesorio, NA: No aplicable 2 n. (%): nimero y
porcentaje de cepas con esta caracteristica molecular [Tipo genético, tipo PFGE, subtipo PFGE o tipo spa o tipo SCCmec o genes pvl] de cada
clon de MRSA en cada grupo de aislados (MRSA importado, adquirido y total). El (%) no se expresa cuando sdlo se detectd un aislado con esta

caracteristica.
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ST207-

1(2/2)

1(0,07)

1(0,15)

NA

1(1,4)

va
1(100)

207/50
9

IVal

t525

0(0)

egcd-
cna

ST1649-1IV

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

1(10,0)

1(1,4)
QQ

Qalg
1(100)

1649/5

Vel

t701

0(0)

lukDE-seb-
sea-bsa-
cna

TMS(100)
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5 n (%): nimero y porcentaje de la poblacién total (n: 1419), pediatria (n: 670) o adultos (n: 749) colonizados por cada genotipo. ¢Perfil de los
genes de virulencia: Las enterotoxinas: sea, seb, sec, sed, see, seh, sej, egc (seg-sei-sem-sen-seo) y sek; toxina del sindrome de shock téxico
(TSST-1): tst; toxinas exfoliativas: eta y etb; leucocidina: lukE-lukD y la clase F leucocidina: lukM; bacteriocina (bsa), adhesinas: para coldgeno
(cna) y para la proteina de unién a sialoproteina dsea (bbp), se analizaron la proteina de superficie sasX (sasX) y el gen arcA (indicador del
elemento movil catabdlico arginina, ACME) y se indican (el nimero y el % de aislamientos positivos, se expresan cuando no todos los
aislamientos albergan este factor de virulencia).

9 El locus egc parece estar presente en una variante o forma truncada con sélo los genes sem, sei y seo detectables.

€ La resistencia a los antibidticos no B-lactamicos (%), se indica de la siguiente manera: gentamicina (GEN), eritromicina (ERY), clindamicina (CLIc
y CLIi: resistencia constitutiva e inducible a macrdlidos, lincosamida y estreptogramina B, respectivamente), Ceftarolina ( CPT), Ciprofloxacina
(CIP), Rifampicina (RIF), Trimetoprima / Sulfametoxazol (TMS), Minociclina (MIN) y Cloranfenicol (CHL), (%) de cepas resistentes a estos
antibidticos dentro de cada genotipo se indica cuando se detectd en mas de un aislamiento.

f. Subtipos por PFGE que causaron infecciones importadas o detectadas en el ingreso al hospital.

&, Subtipos por PFGE que causaron infecciones adquiridas en el hospital.

De los 9 pacientes que permanecieron colonizados hasta el alta: 8 (88,9%) fueron
colonizados por genotipos CA-MRSAg, entre los cuales el 50% (4/8 aislamientos) pertenecieron
al genotipo I-ST5-1Va, (todos los pacientes colonizados fueron pediatricos). Los 4 aislamientos
restantes caracterizados como CA-MRSA; pertenecieron, cada uno, a genotipos diferentes
descriptos a continuacién: N-ST30-IVc y D-ST97-IVc en pacientes adultos; W-ST59-1Va e Y-ST509-
IVa, en dos pacientes pediatricos. Sélo 1 de los 9 pacientes que permanecieron colonizados hasta
el alta (11.1%) estaba colonizado por un genotipo HA-MRSAG: A-ST5-1 (Figura 10).

Los 10 aislamientos de MRSA adquiridos se caracterizaron como CA-MRSAg, (Tabla 7),
entre los cuales, los 7 que se detectaron por colonizar a los pacientes en el momento del alta
hospitalaria presentaron los siguientes genotipos CA-MRSAg: I-ST5-IV, n: 4/10, 40%; (3 asociados
al SCCmec IVay el t311, que portaban los genes pv/y uno con el SCCmec IVcy el t002), R-ST72-
IVc, n: 2/10, 20%, y D-ST97-1Vc 1/10, 10%. Los 3 genotipos CA-MRSA que causaron infecciones
adquiridas fueron los siguientes: 1-N30-ST30/CC30-1Vc-t019/pvl (infeccidn de sitio quirurgico en
un paciente adulto de 45 afios), 2-QQ1-ST1649/CC6-1Vc-t701 (meningitis post-quirdrgica en un
nifio de 5 afios que permanecid colonizado hasta el alta hospitalaria a pesar del tratamiento
antibidtico sistémico) y 3-N4-ST30/30-1Vc-t019/pv/ (osteomielitis hematdgena aguda, en un

nifios de 3 afos)(Tabla 6, Tabla 7 y Figura 7).
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Figura 10| Cambios longitudinales de los clones MRSA

Numero de casos de cada clon
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De los seis casos de infecciones mostradas en la Tabla 6 y la Figura 10, tres casos fueron
causadas por el clon ST30-IVc-PVL+ [1 caso de infeccién importada (CO) y 2 casos de infecciones
adquiridas en el hospital (HO)] y tuvieron hisopados de colonizacién negativos, es decir sélo se
detectaron en muestras clinicas positivas para MRSA.

Utilizando la metodologia del Secuenciamiento de genomas completos (WGS), se analizé
un caso particular. Un paciente (CIBICI3867) recién nacido en el hospital H8, ingresé a la
institucion un dia después de su fecha de nacimiento por ictericia neonatal. El paciente se
expuso durante 3 dias a luminoterapia y fue dado de alta después de un tratamiento exitoso. 5
dias después del alta hospitalaria, el paciente fue readmitido, esta vez en la unidad de cuidados
intensivos con lesiones de piel bullosa en todo el cuerpo. Los médicos tomaron hisopados
nasales, faringeos e inguinales, asi como también de la secrecidon de la lesién y se indico
tratamiento empirico con cefalotina y gentamicina. Los cultivos fueron positivos para MRSA en
la muestra de hisopado nasal al ingreso (ADM-C) y de la lesion (W-INF). Luego de 4 dias de
pruebas microbioldgicas, se cambid el tratamiento a clindamicina intravenosa durante 3 dias,
después de este periodo y con mejoria clinica, el paciente fue dado de alta del hospital (al octavo
dia de internacidn) y en la muestra de hisopado nasal (DIS-C) se detecté también MRSA. La
caracterizacién molecular de las tres muestras arrojaron los mismos resultados, lo que indicaba
gue se trataban del mismo clon CA-MRSAg 11-ST5-1Va, spa-t311 con genes pvl+. En este caso, se

utilizé el WGS para confirmar, por un lado, si se trataba de la misma cepa con la que habia
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ingresado el paciente y luego permanecié hasta el alta (evolucién en el tiempo) y por el otro,
comparar las cepas de colonizacidén e infeccién en el mismo paciente (diversidad entre
colonizacidn e infeccion). Los resultados revelaron que estos aislamientos pertenecian al mismo
subtipo por WGS, debido a que las diferencias de SNPs eran menos de 40, lo que confirma la
presencia de un sdélo subtipo a lo largo del tiempo y que la infeccion fue causada por colonizacion

enddgena previa (Figura 11A).

Figura 11| Comparacion por Secuenciacion de genomas completos de los aislamientos

del mismo paciente a lo largo del tiempo.

A W-INF B.
ADM-C
9 ,

19

ADM-C

Fig.11. (A) Diagrama de Venn que muestra los alelos compartidos y diferentes entre las muestras. Por ejemplo, la posicion
123299 de la secuencia NC_002745.2, en la cual hay una T, es una G en ADM-C (hisopado nasal al ingreso) y A en DIS-C (hisopado
nasal en el alta) y W-INF (hisopado de la lesidn), lo que significa que es una de las 12 mutaciones exclusivas en ADM-C, y uno de
los 12 compartidos entre los otros 2. Los compartidos entre todas las muestras no se tienen en cuenta, ya que no son utiles para
diferenciarlos. (B) Tiempo total de diferencias de SNP (t en dias). Observe que el nimero final es la suma de alelos exclusivos
entre muestras. (C) Arbol filogenético sin raiz de contexto. Las muestras y las diferencias de recuento de SNP se describen en la

tabla 8.

Ademas, estos aislamientos difieren en mas de 150 SNP (Tabla 8) de otro aislamiento sin
relacion epidemioldgica (NE1300) con el mismo genotipo de acuerdo a la caracterizacion

molecular por PFGE, tipo spa, MLST y SCCmec y de otros aislamientos pertenecientes al mismo
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CC5 de MRSA/MSSA que circulan en Argentina (DAR3144, DAR3162, DAR3156 y DAR3170, Figura

11C).

Tabla 8| Distancia entre los aislamientos de acuerdo a las diferencias en el
numero de SNPs

GENOTIPO NOMBRE | ADM-C | W-INF | DIS-C | NE1300 | DAR3162 | DAR3170 | DAR3144 DAR3156
Y SCCmec
ST5-1Va ADM-C 0 21 19 233 350 1695 2183 1659
ST5-1Va W-INF - 0 16 236 355 1708 2192 1672
ST5-IVa DIs-C - - 0 236 355 1708 2192 1672
ST5-IVa NE1300 - - - 0 297 1660 2176 1618
ST5-1Va DAR3162 - - - - 0 1689 2175 1663

MSSA-ST5 DAR3170 - - - - - 0 1100 1102

ST5-1 DAR3144 - - - - - - 0 1684

S§T100-IV DAR3156 - - - - - - - 0

Estos hallazgos revelan que los aislamientos del sitio nasal (ADM-C y DIS-C) y el de la
herida difieren sélo en unas pocas mutaciones puntuales. Los aislamientos ADM-C y DIS-C
diferian entre si en 19 SNP, los aislamientos ADM-C y W-INF diferian en 21 SNP, y DIS-C y W-INF
diferian en 16 SNP. Ademads, el W-INF diferia en 9 SNP de ambos aislamientos colonizadores, por
lo que tenian 9 SNP exclusivos. No esta claro si alguna de las mutaciones enumeradas es
importante para la colonizacién del sitio nasal o la infeccion de la herida, pero curiosamente,
una de las mutaciones, que causd una insercién conservativa dentro del marco de lectura,
estuvo presente sélo en el aislamiento de la herida, en el gen, SAR1022, sspA, con homologia a
la proteasa de serina, que junto con otras proteasas extracelulares esta involucrada en la
colonizacion e infeccion de tejidos humanos.

No obstante, para corroborar estos hallazgos, se procedid a sintetizar primers especificos
para amplificar el gen sspA de los tres aislamientos en cuestion (ADM-C, W-INF, DIS-C). Los
productos de amplificaciéon fueron secuenciados para poder analizar si efectivamente se
encontraba una inserciéon conservativa en el aislamiento W-INF. En los resultados obtenidos a
través del alineamiento de secuencias no se encontraron diferencias respecto al gen sspA

manteniéndose invariable en los 3 aislamientos.
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Resistencia antimicrobiana a los agentes no B-Lactamicos

De todos los aislamientos CA-MRSAG (n: 46) recuperados, el 30% (14/46) fue resistente al
menos a un antibidtico no B-lactamico y el 4,3% (2/46) al menos a dos de estos agentes. Se
detectd un 24% resistencia a la eritromicina (ERY), un 24% a clindamicina (CLI, 90% de resistencia
inducible), un 6.5% a gentamicina (GEN) y un 4.3% a ciprofloxacina (CIP).

De todos los aislamientos HA-MRSAg, se detectd un 50% a ERY, 50% a CLI (100% de
resistencia constitutiva), 57% a GEN, 57% a CIP y 21%, a rifampicina (RIF).

De todos los aislamientos de HA-MRSAg, el 86% fue resistente a dos o mas antibidticos no
B-lactamicos. Todos los aislados de MRSA fueron sensibles (CIM90 y rango en pg / mL): a
mupirocina (0,38; 0,094-0,5) y vancomicina (1; 0,5-2). Los perfiles de resistencia antimicrobiana
de estos clones de MRSA (Tabla 6) fueron comparables a los descritos en nuestros estudios
anteriores.

Entre los 3 aislamientos secuenciados (ADM-C, DIS-C y W-INF), no se encontraron
diferencias de SNPs en genes involucrados en resistencia a antibidticos. El andlisis completo se
detallan en los resultados relacionados al objetivo especifico I/l a3, pagina 117 [identificados

como 3867NI (ADM-C), 3867NE (DIS-C) y 3867INF (W-INF)].
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8.1.5 CONCLUSIONES GENERALES DE LOS RESULTADOS DE LA ETAPA |

Para el analisis de las implicancias de la colonizacién por CA-MRSAg, comparativamente
con la colonizacién por HA-MRSAs y MSSA, en los pacientes que se hospitalizaron en
instituciones asistenciales de Cérdoba (Republica Argentina) se diseiid un estudio prospectivo y
longitudinal en 8 Instituciones hospitalarias de Cérdoba, entre octubre y diciembre del afio 2014.
Pudimos obtener resumidamente las siguientes conclusiones:

v Se analizaron 1419 pacientes que fueron hospitalizados. Se obtuvo una
prevalencia de colonizacidn por MRSA de 4,2% (n: 60) en la admisidn, con mayor proporcién en
pediatria que en adultos (6,1% vs 2,5%). Esta mayor proporcién en pediatria estuvo dada
principalmente por una mayor proporcion de CA-MRSAg (4,8%) comparada con la de adultos
(1,9%) p=0,002.

4 Los clones MRSA mas frecuentes en la admision (n: 60) fueron, CA-MRSAg: |-
ST5-1V (n: 17, 28,3%), N-ST30-1V (n: 12, 20%), y HA-MRSAG: C-ST100-1V (n: 9, 15%).

v Se identificaron factores de riesgo para colonizacidon por MRSA, discriminando
FR para colonizacidon por genotipos CA-MRSA: de FR para colonizacién por genotipos HA-MRSAG.
Los portadores de genotipos CA-MRSAg, se asociaron de forma independiente con la edad <19
afios (OR 2,92), presencia de al menos una Necesidad Basica Insatisfecha (OR 2,00), historia de
infeccidn/colonizacién por MRSA (OR 6,57), residencia en geriatrico/centro de rehabilitacion
(OR 10,69) y uso previo de antibidticos (OR, 1,94). Mientras que los FR para estar colonizado por
genotipos HA-MRSA fueron: enfermedades respiratorias crénicas como el asma (OR 7,9),
historial de infeccidn/colonizacion por MRSA (OR 7,8) y la presencia de dispositivos médicos (OR
18,43). Esta diferencia en los FR dependiendo de los genotipos, implica diferentes origenes y
nichos de transmisiéon de ambos genotipos. Por otro lado, avala la importancia de conocer los
genotipos prevalentes en una poblacion a la hora de llevar a cabo el “screening” de MRSA en la
admisidon de acuerdo a la presencia de FR para implementar de manera temprana medidas de
control de infeccién que reduzcan la transmision y consecuentemente las infecciones asociadas
a la atencidn sanitaria de inicio en el hospital o adquiridas en el hospital.

v Se detectaron 10 casos de adquisiciones hospitalarias, todas ellas dadas por
genotipos CA-MRSA; demostrando la circulacién y adquisicion de estas cepas dentro del
hospital. Este dato es de fundamental importancia a la hora de la utilidad de las medidas de
control de infecciones hospitalarias para el control de la transmision de MRSA en los hospitales.

v Los clones CA-MRSA mas frecuentes en las adquisiciones fueron: I-ST5-1V (n: 4,

40%), N-ST30-IV (n: 2, 20%), R-ST72-1V (n: 2, 20%), QQ-ST1649-1V (n: 1, 10%).
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8.2 RESULTADOS DE LA ETAPA I
Determinar la evolucién clinica y molecular de las infecciones por MRSA en nuestro pais

(2009-2015).

OBJETIVOS ESPECIFICOS RELACIONADOS A LA ETAPA II

lla. Establecer la PREVALENCIA nacional, ademas del perfil de resistencia antimicrobiana
de S. aureus meticilino resistente (MRSA) en infecciones asociadas al ambito hospitalario (HA-
MRSA) y a la comunidad (CA-MRSA).

IIb. Analizar y comparar las caracteristicas moleculares de los MRSA adquiridos en la
comunidad y en el hospital seglin las regiones (Norte, Centro y Sur) y segun grupo etario
(pediatria y adultos)

llc. Analizar el PATRON CLINICO- EVOLUTIVO DOMINANTE actual en nuestro medio, de las
infecciones causadas por MRSA en sus diferentes localizaciones y sitio de comienzo (comunidad
u hospital) en pacientes pediatricos y adultos.

Ild. Determinar la evolucién de la epidemiologia clinica y molecular de las infecciones por
MRSA en el pais, tanto a nivel hospitalario como de la comunidad comparativamente con el

estudio previo (2009).

73



RESULTADOS

8.2.1 RESULTADOS relacionados al objetivo especifico /la
Establecer la PREVALENCIA nacional ademas del perfil de resistencia antimicrobiana de
S. aureus meticilino resistente (MRSA) en infecciones asociadas al ambito hospitalario (HA-

MRSA) y a la comunidad (CA-MRSA) en Argentina.

lla-1 Disefio del estudio y caracteristicas de los hospitales

Tal como se describe en detalle en materiales y métodos, con el fin de estudiar la
epidemiologia de las infecciones por S. aureus en nuestro pais, asi como la evolucién en el
tiempo desde los primeros estudios de vigilancia realizados por nuestro grupo de investigacion,
se llevd a cabo un estudio de caracter prospectivo multicéntrico transversal a nivel nacional
durante el mes de abril de 2015, con la participacién de 61 hospitales de 20 provincias sumada
la Ciudad Auténoma de Buenos Aires. Se utilizd una definicidn genotipica para los aislamientos
de MRSA, caracterizandolos como genotipos CA-MRSAg y HA-MRSAg, independientemente del
tipo de infeccién que hayan causado. Por otro lado, se utilizaron definiciones epidemioldgicas
de las infecciones causadas por MRSA, de acuerdo al origen de la infeccion (descriptas en
Materiales y Métodos, pagina: 157).

Durante el periodo de estudio de 1 mes de vigilancia (abril de 2015), se obtuvo un total
de 668 aislamientos de S.aureus (un aislamiento por paciente), donde 417 (62,4%) fueron
pacientes adultos, 251 (37,6%) fueron pediatricos y 394 (59%) fueron de sexo Masculino. En la

tabla 9 se detallan las caracteristicas generales de cada institucion participante.

Tabla 9] Listado de los 61 hospitales participantes

N°

HOSPITAL  REGION PROVINCIA N°CAMAS AISLAMIENTOS
1 NORTE CATAMARCA 100 2
2 NORTE CORRIENTES 120 4
3 NORTE CHACO 520 18
4 NORTE CHACO 245 26
5 NORTE CHACO 77 9
6 NORTE FORMOSA 121 18
7 NORTE FORMOSA 181 3
8 NORTE Jujuy 110 5
9 NORTE LARIOJA 200 5
10 NORTE LARIOJA 260 4
11 NORTE MISIONES 167 8
12 NORTE SALTA 220 7
13 NORTE SALTA 250 10
14 NORTE TUCUMAN 60 11
15 NORTE TUCUMAN 65 6
TOTAL 9 PROVINCIAS 2696 144
16 CENTRO BUENOS AIRES 140 26
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17 CENTRO BUENOS AIRES 254 3
18 CENTRO BUENOS AIRES 78 1
19 CENTRO BUENOS AIRES 198 10
20 CENTRO BUENOS AIRES 400 21
21 CENTRO BUENOS AIRES 187 29
22 CENTRO BUENOS AIRES 305 15
23 CENTRO BUENOS AIRES 307 15
24 CENTRO BUENOS AIRES 360 8
25 CENTRO BUENOS AIRES 350 32
26 CENTRO BUENOS AIRES 114 21
27 CENTRO BUENOS AIRES 120 3
28 CENTRO BUENOS AIRES 150 2
29 CENTRO BUENOS AIRES 227 9
30 CENTRO BUENOS AIRES 380 18
31 CENTRO BUENOS AIRES 172 8
32 CENTRO BUENOS AIRES 534 21
33 CENTRO BUENOS AIRES 120 7
34 CENTRO BUENOS AIRES 244 9
35 CENTRO CORDOBA 107 13
36 CENTRO CORDOBA 108 1
37 CENTRO CORDOBA 81 8
38 CENTRO CORDOBA 216 9
39 CENTRO CORDOBA 60 11
40 CENTRO CORDOBA 70 9
41 CENTRO CORDOBA 36 5
42 CENTRO CORDOBA 228 5
43 CENTRO CORDOBA 60 4
44 CENTRO CORDOBA 80 10
45 CENTRO CORDOBA 81 7
46 CENTRO CORDOBA 186 14
47 CENTRO CORDOBA 84 4
48 CENTRO ENTRE RIOS 180 1
49 CENTRO MENDOZA 268 8
50 CENTRO SAN LUIS 50 12
51 CENTRO SANTA FE 170 17
52 CENTRO SANTA FE 180 13
53 CENTRO SANTA FE 104 8
54 CENTRO SANTA FE 100 8
55 CENTRO SANTA FE 108 13
56 CENTRO LA PAMPA 188 7
7 PROVINCIAS +
TOTAL CABA 7797 446
57 PATAGONIA  NEUQUEN 277 23
58 PATAGONIA  RIO NEGRO 80 10
59 PATAGONIA  SANTA CRUZ 100 13
60 PATAGONIA  SANTA CRUZ 223 18
TIERRA DEL
61 PATAGONIA  FUEGO 95 14
TOTAL 4 PROVINCIAS 775 78

RESULTADOS

Tabla 9. Lista de los hospitales participantes, regiones y provincias a las que pertenecen, nimero de aislamientos por institucién y

numero de camas que alberga cada hospital.

75



RESULTADOS

lla-2 Prevalencia de las infecciones por MRSA en la comunidad y en el ambito hospitalario

Considerando el total de 668 casos de infecciones por S. aureus, 341 (51%) fueron
producidas por MRSA. La mayoria de los casos (471/668, 70,5%) fueron de inicio en la
comunidad (CO), tanto en pediatria (67,6%) como en adultos (72,2%) y tanto las producidas por

MRSA como aquellas por MSSA (Figura 12ay 12b).

Figura 12a| Distribucién de las infecciones segun definicion epidemiolégica CO/HO por

grupo etario
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Fig.12a. llustra la distribucién de aislamientos obtenidos de infecciénes de inicion hospitalario (HO), asi como las de inicio

en la comunidad (CO), en la poblacién total, adultos y pediatria.

Figura 12b| Distribucion de las infecciones segtin definicion epidemiolégica CO/HO por

MRSA/MSSA
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Fig.12b. ilustra la distribucién de aislamientos obtenidos de infeccidnes de inicion hospitalario (HO), asi como las de inicio

en la comunidad (CO), en el total, y discriminado por MRSA y MSSA.
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Un total de 325 pacientes presentaron infecciones de piel y tejidos blandos (IPPB; 48,7%)
y entre estos, la proporcion de MRSA fue del 63% (205/325).

El analisis molecular identificé que de los 341 aislamientos de MRSA, 302 (88,6%) fueron
genotipificados como CA-MRSA (CA-MRSAG) mientras que los restantes 39 aislamientos (11,4%)
fueron genotipificados como HA-MRSA (HA-MRSAg). Los detalles moleculares de los clones
incluidos como genotipos CA-MRSAG y HA-MRSAG son descriptos en los resultados del objetivo
especifico /b (pagina. 81).

La prevalencia nacional de MRSA obtenida fue de 51%, donde el 45.2% (302/668),
corresponde a CA-MRSAgG, mientras que 5.8% (39/668) a cepas HA-MRSAG Figura 13.

Figura 13| Prevalencia global de MRSA en infecciones por S. aureus

m CA-MRSA
m HA-MRSA
m MSSA

Fig.13. Prevalencia de MRSA en el total de la poblacién analizada, discriminado por MSSA y genotipos CA-MRSA, HA-
MRSA.

lla-3. Resistencia a los antimicrobianos no-B-lactdmicos de los genotipos CA-MRSAg vs HA-

MRSAg

Las cepas CA-MRSAg estuvieron asociadas con una menor tasa de resistencia a los ATBs
ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina, rifampicina,
trimetoprima/sulfametoxazol (TMS) y minociclina comparada con las cepas HA-MRSAg (Figura
14). La multiresistencia a los ATBs (= 3 resistencias a ATB no-B-lactamicos) sélo fue asociada a
los genotipos HA-MRSAG (Figura 14), y las proporciones de resistencia individual analizando cada
antibidtico fue significativamente mayor (p<0,05) para los aislamientos HA-MRSAg, que para los
CA-MRSAg, excepto para TMS (2,6% vs 0,7% respectivamente, p=0,7203) y para minociclina
(2,6% vs 0% respectivamente) (tabla 10). Ademads, los aislamientos CA-MRSAg presentaron
mayor proporcion del fenotipo inducible de la resistencia a los macrdlidos, lincosamidas y
estreptogramina B que aquellos HA-MRSAg y MSSA (Figura 15). Al analizar el perfil de resistencia

de los aislamientos CA-MRSAg, se observé que presentaron porcentajes de resistencias similares
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tanto en las infecciones de la comunidad (CO) como en los hospitales (HO), observandose lo

mismo al analizar los aislamientos HA-MRSAg (tabla 10).

por CIM), doxiciclina, linezolid, tigeciclina, teicoplanina y acido fusidico.

Todos los aislamientos estudiados presentaron sensibilidad a vancomicina (determinada

Un aislamiento presentd resistencia a mupirocina, detectado por difusiéon en disco, con

un halo de inhibicién = 6 mm y un valor de CIM>1024 pg/ml. Con el fin de investigar el

mecanismo de resistencia involucrado, se disefiaron primers para la busqueda por PCR de los

genes mupA, mupB, los cuales confieren resistencia de alto nivel a mupirocina, detectando los

genes mupA.

Figura 14| Perfil de resistencia a los ATBs no B-lactamicos
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Fig.14. Distribucion de la resistencia fenotipica a los antimicrobianos probados, discriminado en genotipos CA-MRSA, HA-

-CIP: ciprofloxacina, CLI: clindamicina, ERI: eritromicina, MIN, minociclina, GEN: gentamicina, RIF: rifampicina, TMS:

Tabla 10| Comparacion del perfil de resistencia entre CA-MRSA; y HA-MRSAg en el

total y segtin categoria epidemiolégica CO/HO

CA-MRSA n:302 HA-MRSA n:39 p-valor
CO (n:226, 74,8%)|HO (n:76, 25,2%)|COvs HO| Total |CO(mn:13,33,3%) |[HO (n:26, 66,7%)| COvsHO| Total |[CA-MRSAvs
ATB n(%) ni%) p-valor | n(%) n(%) ni%) p-valor n(%) HA-MRSA
ap 5(2,2) 3(3,9) 0,6988 | 8(2,6) 5(69,2) 22{84,6) 0,4828 | 31(79,5) | <0,0001
Ll 17{7.5) 5(6,6) 0,9952 | 22({7.3) 10(76,3) 22(84,6) 0,8823 | 32(82,1) | <0,0001
ERI 18(8) 6(7,9) 0,8283 | 24{7,9) 10{76,9) 22(84,6) 0,8823 | 32(82,1) | <0,0001
MIN 0{0} 0 NA 0 0 1(3,8) NA 1(2,6) NA
GEN 28(12,4) 9(11,8) 0,9488 | 37(12,3) 11(84,6) 24({92,3) 0,8515 | 35(89,7) | <0,0001
RIF 1(0,4) 1(1,3) 0,9841 | 2(0,7) 3(23,1) 4{15,4) 0,8823 7(18) <0,0001
™S 2(0,9) 0 NA 2(0,7) 0 1(3,8) NA 1(2,6) 0,7203
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Tabla.10. Comparacion de la resistencia a los antibidticos probados entre los grupos CA-MRSAG vs HA-MRSAg, tanto en la comunidad
(CO) como en el hospital (HO).

-CIP: ciprofloxacina, CLI: clindamicina, ERI: eritromicina, MIN, minociclina, GEN: gentamicina, RIF: rifampicina, TMS:
trimetoprima/sulfametoxazol.

-En negrita se muestran las comparaciones estadisticamente significativas (p<0.05).

NA- no aplica

Figura 15| Fenotipo de resistencia a macroélidos y lincosamidas en CA-MRSA, HA-MRSA
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MLSi: metilasa inducible, MLSc: metilasa constitutiva, Eflujo: mecanismo mediado por bombas de eflujo

lla-4 Sensibilidad a ceftobiprol (BPR)

La sensibilidad a BPR fue del 98,8% (661/669) en el total de S. aureus y presentd un 97,7%
(333/341) de sensibilidad en los aislamientos de MRSA con valores de CIM50 /CIM 90/rango:
0,5/0,5/0,12-4 ug/ml. En aislamientos CA-MRSAgla sensibilidad a BPR fue del 100%, mientras
que para aislamientos de HA-MRSA se obtuvo una sensibilidad de 79%, con valores de CIM50
/CIM 90/rango: 0,5/0,5/0,12-1 ug/ml para CA-MRSAG y CIM50/CIM90/rango: 1/4/0,25-4 ug/ml
para HA-MRSAG. El 100% de los aislamientos MSSA fue sensible a BPR CIM50/CIM90/rango:
0,5/0,5/0,06-1 ug/ml. (Figuras 16y 17)
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Figura 16| Perfil de sensibilidad a ceftobiprol-S.aureus vs MRSA vs MSSA vs CA-MRSAG
vs HA-MRSAg
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Figura 17| Perfil de sensibilidad a ceftobiprol por CIM en MRSA vs CA-MRSAG vs HA-
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lla.5 Validacion de la definicién fenotipica de CA-MRSAg

En la primera etapa de andlisis de este trabajo se utilizdé un criterio microbioldgico para

diferenciar CA-MRSAG [MRSA con resistencia (R) a no mas de un antibidtico (ATB)] de HA-MRSAg,
con el objetivo de obtener e informar a los centros hospitalarios los primeros datos de
prevalencia nacional. Este criterio se implementé de acuerdo a los datos de sensibilidad

antibiodtica de los clones CA-MRSA caracterizados molecularmente en nuestro laboratorio y
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detectados en el centro, norte y este del pais, los cuales estan descriptos en publicaciones
previas del grupo de trabajo [148-150].

Con el analisis molecular de los aislamientos de MRSA llevado a cabo en este estudio, se
pudo validar dicho criterio microbiolégico. De esta manera, de todas las cepas caracterizadas
molecularmente como CA-MRSAG (n: 302), el 24,2 % fueron resistentes al menos a un ATB no-
B-lactdmico, el 3,6 % fueron resistentes a dos ATB y 1% resistente a tres. Entre todos los
aislamientos HA-MRSAg, el 97,4 % fue resistente a dos o mas ATB no-B-lactdmicos. Por lo tanto,
la definiciéon fenotipica utilizada se asocié con la definicidon genotipica (p<0,0001), que
correctamente identificd el 96,2 % de todos los aislamientos de MRSA con 96% de sensibilidad,
97 % de especificidad, 99,7% de valor predictivo positivo y 74,5% de valor predictivo negativo.
Este dato representa un aporte importante, ya que permite brindar una herramienta al
Laboratorio de Microbiologia clinico de nuestro pais y posiblemente de paises limitrofes, para
evaluar la transmisién de estas cepas, especialmente a nivel hospitalario, contribuyendo al

control de las infecciones de inicio en el hospital.
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8.2.2 RESULTADOS relacionados al objetivo especifico Ilb
Analizar y comparar las caracteristicas moleculares de los MRSA adquiridos en la
comunidad y en el hospital seglin las regiones (Norte, Centro y Sur) y segln grupo etario

(pediatria y adultos).

IIb-1 Caracteristicas de la poblacion estudiada vy distribucidn geogréfica

Con el propdsito de evaluar la prevalencia de MRSA total y genotipos (CA-MRSAg y HA-
MRSAG) segun las diferentes regiones a lo largo de Argentina; el pais fue separado en tres
grandes areas geograficas (Figura 21, pagina 84): Norte (9 provincias, 15 hospitales, 144
aislamientos), Centro (7 provincias y la ciudad de Buenos Aires, 41 hospitales, 446 aislamientos)
y Sur (4 provincias, 5 hospitales, 78 aislamientos). Al analizar la distribucién de los aislamientos,
144 (21,6%) provenian del norte, 446 (66,8%) del centroy 78 (11,6%) del sur del pais. De acuerdo
al ultimo censo nacional del afio 2010, el nimero de muestras obtenidas en este estudio, es
representativa de la poblacién de cada regién. Segun los datos de este censo, la cantidad de
habitantes totales era de 40.117.096 personas distribuidos de la siguiente manera: 21,4% en el

norte, 73,3% en el centro y 5,3% en el sur del pais [182]. (Figura 18)

Figura 18| Censo nacional del afio 2010 comparado con la distribucién por regién de las

muestras de infecciéon 2015.
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Fig.18. Detalle de la distribucion de la poblacion de acuerdo al tltimo censo nacional de 2010 con resultados publicados
en septiembre de 2011, comparada con la distribucion de muestras correspondientes al proyecto nacional llevado a cabo por
nuestro grupo de investigacion en 2015. Las proporciones obtenidas de la distribucion de las muestras del proyecto 2015 son

comparables con la distribucién de habitantes en las diferentes regiones del pais.

Distribucion de la poblacion total en grupos etarios

La poblacién analizada estuvo compuesta por 251 (37,6%) pacientes pediatricos (mayor
proporcién entre 1y 18 afios, 28,1%) y 417 (62,4%) pacientes adultos (mayor proporcién entre

31y 65 afos, 34,0%), la distribucidn en grupos etarios se observa en la figura 19.
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Figura 19| Distribucion de edades en la poblacién total
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Fig.19. Distribucion de las edades de los pacientes, se considera pediatria a los pacientes con < de 19 afios.

11b-2 Distribucidn de los genotipos CA-MRSAg y HA-MRSAg de acuerdo al grupo etario.

Al analizar por grupo etario (Figura 20 A y B), se encontré una proporcion

significativamente mayor de MRSA en pediatria (148/251, 59%) que en adultos (193/417, 46,2%)

p=0,0015, OR: 1,67(1,22-2,29). Esta diferencia esta relacionada con la mayor proporcién de CA-

MRSAG en pediatria (55,8%) que en adultos (38,8%) (p<0,0001, OR: 1,99(1,45-2,73) mientras que

los genotipos HA-MRSAG causan significativamente menor proporcién de infecciones en

pediatria (3,2%) que en adultos (5,8%) p=0,02, OR 0,41(0,19-0,89).

Figura 20A| Distribucion de MRSA (CA-MRSA: y HA-MRSAG) seguin grupo etario
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Fig.20 A. En la figura se observan las proporciones de MRSA tanto CA-MRSAs como HA-MRSAG asi como MSSA segun el

grupo etario (adultos y pediatria).
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Figura 20B | Distribucion de MRSA (CA-MRSAg y HA-MRSAG) seguin grupo etario
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Fig.20B. Distribucién de MRSA tanto CA-MRSAs como HA-MRSAG asi como MSSA segun edades de los pacientes, se

considera pediatria a los pacientes < de 19 afios.

11b-3 Distribucidn de los genotipos CA-MRSAs y HA-MRSAG de acuerdo a las regiones del pais

Si bien la proporcidn global de MRSA, fue del 51%, se encontraron marcadas diferencias

regionales, en el norte del pais se obtuvo una prevalencia del 72,9% (n: 144), en el centro 48.4%

(n: 446), y en el sur 25,6% (n: 78). Estos resultados denotan una proporcion significativamente

mayor en el norte que en el centro (p<0,0001) y en el centro que en el sur (p=0,0002). Esta

diferencia regional de MRSA estuvo asociada a una mayor proporcidn de cepas CA-MRSAg en el

norte del pais, 66% (n: 95/144) que en el centro, 43% (192/446) p<0,0001 y en el sur, de 19,2%

(15/78) p<0,0001 (Figura 21).
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Figura 21| Distribucion de MRSA (CA-MRSA y HA-MRSAg) por region
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Fig.21. Distribucién de MRSA (CA-MRSA y HA-MRSA) y MSSA en las diferentes regiones del pais.

lIb-4 Caracteristicas Moleculares y perfil de resistencia a los antibidticos de los clones de

MRSA

En la Tabla 11 (pdagina 87) se muestran las caracteristicas moleculares de las cepas de
MRSA: complejo clonal (CC) y el tipo secuencial (ST) definidos por MLST, el pulsotipo (PFGE) y
subtipo, los tipos spa y SCCmec, la presencia de genes pvl/, alotipo agr, perfil de genes de
virulencia y patrén de resistencia a los antimicrobianos de todos los aislamientos CA-MRSAG y
HA-MRSAG

Como se detalla en la figura 22, del total de los aislamientos de MRSA (n: 341), el clon CA-
MRSA N-ST30-SCCmec-IVc-t019 representd el 62,5% (212/341) de las infecciones por MRSA,
seguido por el clon CA-MRSA I-ST5-SCCmec-IVa-t311 (13,7%, 47/341) y en tercer lugar el clon
HA-MRSA A-ST5-SCCmec-I-t149 (7%, 24/341).

Al analizar por separado, el grupo de clones CA-MRSA, se identificéd al clon N-ST30-
SCCmec-IV-t019 como el mas prevalente, causante del 70,5% (212/302) de las infecciones por
genotipos CA-MRSAg, seguido por el clon pulsotipo I-ST5-SCCmec-IV-t311 (15,6%, 47/302) y en
tercer lugar el clon USA300-Variante Latino Americana ST8-SCCmec-IVc-t008 (6%, 18/302).
Dentro de los clones menores se identificaron: DD-ST97-SCCmec-IV-t359 (4%, 12/302), R-ST72-
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SCCmec-IVNV-t148 (3,3%, 10/302), Y-ST207-SCCmec-IV-t525 (0,7%, 2/302) y QQ-ST1649-
SCCmec-IV-t701 (0,3%, 1/302). (Figura 23A)

De la misma manera, al analizar el grupo de los genotipos HA-MRSAg, se identificd en
primer lugar al clon Cordobés-Chileno, pulsotipo A-ST5-SCCmec-I-t149 (61,5%) y en segundo
lugar, a la variante Argentina del clon pediatrico: pulsotipo C-ST100-SCCmec-IVNv-t002 (38,5%).
(Figura 23B)

Al analizar los factores de virulencia entre los clones CA-MRSA, asi como los HA-MRSA, se
pudo observar, que al igual que en otros estudios [148-150], el perfil de los genes de virulencia
(Tabla 11) estuvo fuertemente vinculado al background genético de cada cepa.

El perfil de resistencia de los clones de MRSA, que se muestran en la tabla 10, coincide
con el descripto en el trabajo llevado a cabo previamente por nuestro grupo de investigacion
[150].

En el ambito hospitalario, con este escenario detectado, mayores opciones de
tratamiento antibidtico son posibles, en especial para infecciones invasivas. Esta consecuencia
es el resultado de dos fendmenos, por un lado el desplazamiento de los clones HA-MRSA
tradicionales que son los que mantienen la multiresistencia a otros antibiéticos no B-Lactamicos,
(como fue descripto previamente en resultados relacionados al objetivo Especifico /la) y por el
otro, a la diseminacién de los clones CA-MRSA que todavia no adquirieron la multiresistencia a
los antibidticos.

Al analizar la sensibilidad de BPR en relacidn a los diferentes clones, se pudo observar que
los Unicos 8 aislamientos resistentes (CIM 4 ug/ml) dentro del total, correspondian al clon

Cordobés/chileno ST5-I (Figura 24).
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Figura 22| Distribucion de clones de MRSA (HA-MRSAg y CA-MRSAg), abril 2015.
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Fig.22. Se detalla los diferentes clones de MRSA, tanto HA-MRSA (recuadro azul oscuro) y CA-MRSA (recuadro turquesa) de

acuerdo a las metodologias moleculares utilizadas. Las letras A, C, DD, I, N, QQ, R, USA300 e Y indican los diferentes pulsotipos

obtenidos por PFGE. Los ST de acuerdo a la metodologia de MLST, los diferentes SCCmec, obtenidos por la caracterizacién de cada

cassette cromosomal y los diferentes t, obtenidos por la caracterizacion del gen de la proteina A (SpaA).

Figura 23| Distribucion de los clones CA-MRSA y HA-MRSA
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Fig.23. Se muestran los diferentes clones MRSA (n: 341) agrupados en HA-MRSA n:39 (recuadro azul oscuro) y CA-MRSA

n:302 (recuadro turquesa)
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Tabla 11| CARACTERISTICAS DE AISLAMIENTOS DE MRSA QUE PERTENECEN A GENOTIPOS HA-MRSAG Y CA-MRSAG, ARGENTINA 2015

Perfil de genes de virulencia

Resistencia a ATB no -f-

PFGE RIDOM SCCmec VI .
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sei-seo-sem-etaa-etab 1(50),
CC509 207 Y/ 2(0.7) Y1/ 1(50), Y4 1(50) 1525 IVa: 2(100) 0(0) 3 sei-seo-cna 1(50)
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CC, Complejo Clonal; ST, Tipo Secuencial, PFGE tipo/subtipo, tipos y subtipos determinados por Pulsed Field Gel Electrophoresis; RIDOM spa tipo: tipo de proteina A staphylococcal (spa) asignado a través de la base de
datos RIDOM spa server (http://spaserver.ridom.de); SCCmec: Tipo of Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec) NT: no fue posible determiner la clase de complejo de genes mec o el tipo de ccr; pvl, genes
Panton Valentine leukocidin (lukS-PV-lukF-PV); tipo agr, tipo de allotipo de los genes reguladores accesorios.

ano. (%), Nimero y % de las cepas con esta caracteristica molecular [subtipo PFGE (sélo los mas frecuentes estan indicados) o tipo spa o tipo de SCCmec o genes pvl], pertenecientes a cada background genético:
genotipos CA-MRSAG (n: 302) o HA -MRSAG (n: 39).

b Perfil de genes de virulencia: Se analizaron los siguientes genes. enterotoxinas: seb, sec, sed, see, seh, sej, seo, seq y sek; egc (seg-sei-sem-sen-seo), la toxina del sindrome de shock tdxico 1 (TSST-1): tst; toxinas
exfoliativa: eta y etb; leukocidinas: lukE-lukD y la leukocidina de clase F: lukM; bacteriocine (bsa), adhesinas: para el colageno (cna) y la proteina de union ésea sialoproteina- (bbp), proteina de superficie sasX (sasX) y
el gen arcA (indicador del elemento mévil catabdlico de Arginina, ACME). Los genes detectados estan indicados (nimero y % de los aislamientos positivos se expresa cuando no todos los aislamientos albergan este
factor de virulencia).

¢ Resistencia a los antimicrobianos que no son B-lactamicos (%), se indica de la siguiente manera: gentamicina (GEN), eritromicina (ERY), clindamicina (CLIc y CLII: resistencia constitutiva e inducible a los macrdlidos,
lincosamidas y estreptogramina B, respectivamente), ciprofloxacina (CIP), rifampicina (RIF), trimetoprim/sulfametoxazol (TMS), minociclina (MIN) y cloranfenicol (CHL)

4 p <0.0001 por la prueba de y? para la comparacién entre aislamientos de MRSA caracterizado como pulsotlpo Ny aquellos con pulsotipo | referido a la resistencia a la clindamicina y a eritromicina.
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Figura 24| Perfil de sensibilidad a Ceftobiprol de los diferentes clones (HA-MRSA y CA-

MRSA)
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11b-5 Distribuciones de los clones de MRSA segln grupo etario

Cuando se analizé la distribucion de los clones de MRSA por grupo etario (pediatria y
adultos), el clon CA-MRSA N-ST30-SCCmec-IV-t019 presentdé la mayor proporcion tanto en
pediatria como en adultos con un 70,9% (105/148) y un 55,4% (107/193) respectivamente. De
la misma manera, tanto en pediatria como en adultos, el clon CA-MRSA |-ST5-SCCmec-IV-t311,
se identificd en segundo lugar con un 15,5% (23/148) y 12,4% (24/193) respectivamente, no
obstante, en pediatria, el clon que ocupd el tercer lugar en proporcidn fue el USA300-VL ST8-
SCCmec-IVc-t008 con un 4,1% (6/148), mientras que en adultos fue el clon HA-MRSA A-ST5-
SCCmec-I-t149, 10,4% (20/193) (Figura 25).
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Figura 25| Distribucion de clones segtin grupo etario
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Fig.25. Distribucion de clones MRSA agrupados en HA-MRSA (dentro de cuadro azul oscuro) y CA-MRSA (dentro de cuadro
turquesa), Fig.25 A: en el total de MRSA. Fig.25 B: clones de MRSA en pediatria fig.25 C: Clones MRSA en Adultos.

11b-6 Distribucién de los clones de MRSA de acuerdo a las regiones del pais

La distribucion de clones por las diferentes regiones, presentd una notable prevalencia
del clon CA-MRSA N-ST30-SCCmec-IV-t019 t en el norte, centro y sur del pais, con proporciones
de 61% (64/105), 64,8% (140/216) y 40% (8/20) respectivamente. Tanto en el norte como en el
centro del pais, el clon CA-MRSA [-ST5-SCCmec-IV-t311, representd el segundo lugar en
prevalencia, con porcentajes de 13,3% (14/105) y 13,9% (30/216) respectivamente, mientras
que en el sur, el clon HA-MRSA A-ST5-SCCmec-1-t149, presentd una proporcion de 25% (5/20)
ocupando el segundo lugar, seguido en tercer lugar por los clones CA-MRSA USA300-VL ST8-
SCCmec-IVc-t008 y 1-ST5-SCCmec-IV-t311 con una frecuencia del 15% (3/20) cada uno. En el
centro, los clones HA-MRSA A-ST5-SCCmec-I-t149 y C-ST100-SCCmec-IVNv-t002 presentaron
iguales proporciones (5,6%, 12/216) ocupando el tercer lugar en prevalencia, mientras que en
el norte, la tercer mayor proporcidn la dio el clon USA300-VL ST8-SCCmec-IVc-t008 con un 7,6%
(8/105). (Figura 26)
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Figura 26| Distribucion de clones MRSA segun region
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Fig.26. Distribucion de clones MRSA agrupados en HA-MRSA (recuadro azul oscuro) y CA-MRSA (recuadro turquesa) de

acuerdo a las diferentes regiones de Argentina (Norte, Centro y Patagonia)
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8.2.3 RESULTADOS del objetivo especifico lic
Analizar el PATRON CLINICO- EVOLUTIVO DOMINANTE actual en nuestro medio, de las
infecciones causadas por MRSA en sus diferentes localizaciones y sitio de comienzo (comunidad

u hospital) en pacientes pediatricos y adultos.

llc. 1 Tipos de Infecciones causadas por MRSA

Entre las infecciones por MRSA, 159 (47%) fueron invasivas, y 176 (52%) infecciones no
complicadas de piel y partes blandas. Por otro lado, entre las infecciones causadas por MSSA,
204 (62,3%) fueron invasivas y 123 (37,7%) infecciones no complicadas de piel y partes blandas
(Figura 27).

Al analizar dentro del grupo de MRSA (n: 341), la principal causa de infeccion fueron las
infecciones de piel y partes blandas (IPPB, 60,7%), con una proporcion significativamente mayor
(p<0,0001) en CA-MRSA: que en HA-MRSAG (66,2% vs 17,9% respectivamente), relacionado a
una proporcion significativamente mayor (p<0,0001) de IPPB no complicadas (IPPB-NC) en CA-
MRSAG que en HA-MRSAG (56,6% vs 12,8% respectivamente). Los clones HA-MRSA causaron
proporciones significativamente mayores respecto a los CA-MRSA tanto de infecciones del
tracto respiratorio bajo (IRB), p=0,0243 (20,5% vs 7,9% respectivamente), como de infecciones
bacteriemicas p=0,0062 (17,9% vs 5% respectivamente) e infecciones asociadas a catéter
p=0,0007 (15,4% vs 2,6% respectivamente). Consecuentemente, los clones HA-MRSA
produjeron mayor proporcién (p<0,0001) con respecto a los CA-MRSAG (82,1% vs 42,1%,) de

infecciones invasivas (Figura 27 y tabla 12)
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Figura 27| Distribucion de las infecciones en CA-MRSAG, HA-MRSA Y MSSA
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Fig 27. En la figura se detallan las infecciones causadas por CA-MRSA (recuadro turquesa), HA-MRSA (recuadro azul oscuro)
y MSSA (recuadro gris). IPPB-NC, Infecciones de piel y partes blandas no complicadas (Circulo y recuadro celeste), IPPB complicada,
infecciones de piel y partes blandas complicadas, 1SQ, infecciones de sitio quirurgico, IRB, infecciones respiratorias bajas (Pulmonar),
IRA, infecciones respiratorias altas, Bacteriemia, infeccién de la sangre (circulo y recuadro violeta), Endocarditis, enfermedad
cardiaca, Sepsis, sindrome de respuesta inflamatorio sistémico, 1Acat, infeccién asociada a catéter, AbscProf, absceso profundo,
infSNC, infeccidon del sistema nervioso central, ITU, infeccion del tracto urinario, conjuntivitis, infeccion de la conjuntiva ocular,
intrAbdom, infeccién intra-abdominal, otros, infecciones varias no definidas como las anteriores, Infecciones invasivas (circulo y
recuadro rojo), se definieron por una o mas de las siguientes afecciones: bacteriemia, endocarditis, neumonia, absceso pleural,
linfadenitis, artritis séptica, osteomielitis, fascitis necrotizante, piomiositis u otra enfermedad en la que se aisld S. aureus de fluidos

corporales normalmente estériles.
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Tabla 12| Caracteristicas clinicas de 341 pacientes infectados con CA-MRSAG vs HA-MRSAg,

Argentina, 2015.

Infecciones totales por MRSA

Tipo de Infecciones

Piel y Tejidos Blandos (IPPB) 2
IPPB no complicadas

IPPB complicadas
Infecciones sitio de herida
Quirdargica (1SQ)

Infecciones osteo-articulares
Infecciones del Tracto
Respiratorio Bajo (IRB)
Infecciones del Tracto
Respiratorio Alto
Bacteriemiab

Endocarditis

Infeccidon asociada a catéter

Absceso Profundo

Infeccion del Sistema Nervioso
Central

Infeccién del Tracto Urinario
Conjuntivitis

Infeccion Intra-abdominal
Infecciones genitales

Sepsis

Infeccion en trasplantados
Otras

Infecciones Invasivas®

Pacientes
totales
n: 341

207 (60.7)
176 (51.6)
31(9.1)
16 (4.7)

20(5.9)
32(9.4)

1(0.3)

22 (6.5)
1(0.3)
14 (4.1)
7(2.1)
3(0.9)

4(1.2)
1(0.3)
2(0.6)
1(0.3)
7(2.1)
1(0.3)
2(0.6)
159 (46.6)

CA-MRSAG

n: 302

200 (66.2)
171 (56.6)
29 (9.6)
12 (4)

19 (6.3)
24(7.9)

1(0.3)

15 (5)
1(0.3)
8(2.6)
5(1.7)
2(0.7)

4(1.3)
0 (0)
2(0.7)
1(0.3)
5(1.7)
1(0.3)
2(0.7)
127 (42.1)

HA-MRSAG

n: 39

7(17.9)
5(12.8)
2(5.1)
4(10.3)

1(2.6)
8(20.5)

0(0)

7(17.9)
0(0)
6 (15.4)
2(5.1)
1(2.6)

0(0)
1(2.6)
0(0)
0(0)
2(5.1)
0(0)
0(0)

32(82.1)

p-value

<0.0001

<0.0001
0.5325
0.1787

0.5735
0.0243

NA

0.0062
NA
0.0007

0.4224
0.7803

NA
NA
NA
NA
0.4224
NA
NA
<0.0001

CA-MRSAG y HA-MRSAG: Genotipos de S. aureus resistentes a la meticilina asociados a la comunidad (CA) y asociados al

cuidado de la salud (HA). Valores de p para las comparaciones de CA-MRSAG vs HA-MRSAG < 0,05 se muestran en letra negrita.

2 |PPB: infecciones de piel y partes blandos: los casos de infeccion primaria de la piel fueron clasificados como sin

complicaciones, mientras que las IPPB complicadas incluyeron casos con bacteriemia secundaria o su propagacion a los tejidos

contiguos.

b Bacteriemias incluyen las clasificadas como primarias, secundarias o las no especificadas

¢ las infecciones invasivas se definieron por una o mas de las siguientes afecciones: bacteriemia, endocarditis, neumonia,

absceso pleural, linfadenitis, artritis séptica, osteomielitis, fascitis necrotizante, piomiositis u otra enfermedad en la que se aislo S.

aureus de fluidos corporales normalmente estériles.
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llc-2 Distribucion de los genotipos CA-MRSAs y HA-MRSAg_segun el lugar de inicio de las

infecciones: comunidad (CO) u Hospital (HO)

Como se menciond anteriormente, la mayoria (471/668, 70,5%) de las infecciones fueron
de inicio en la comunidad (CO), tanto en pediatria como en adultos y tanto las producidas por
MRSA que por MSSA.

Al analizar las proporciones de MRSA en el hospital (51,8%) y la comunidad (50,8%), no se
detectaron diferencias significativas (p=0,86). Cuando se indagé qué genotipos fueron causantes
de las infecciones de inicio en el hospital y en la comunidad, coincidente con su origen, se siguid
evidenciando una proporcidn significativamente mayor de CA-MRSAg en la comunidad (48,0%)
que en el hospital (38,6%), p = 0,0323 y una proporcidn significativamente mayor de HA-MRSAg
en el hospital (13,2%) que en la comunidad (2,8%) p < 0,0001. Asimismo, de manera notable, se
pudo identificar una significativa mayor proporcion de genotipos CA-MRSA; que HA-MRSAG
tanto en las infecciones CO (48,0% vs. 2,8%, p < 0,0001) como en las HO (38,6% vs. 13,2%,
p=0,0009). Por lo tanto se confirma que los genotipos CA-MRSAs fueron los principales
causantes de infecciones por MRSA, tanto en el hospital como en la comunidad, lo que implica
el desplazamiento de los clones HA-MRSA del ambiente hospitalario debido a la diseminacion
de los clones CA-MRSA (Figura 28).

Figura 28| Distribucion de infecciones segun sitio de inicio CO/HO

100
80
v
= 60
)
-
E 40
—
w 0 51% 51,8% 50,8%
® MRSA MRSA MRSA
0
TOTAL HO cO
n:668 n:197 n:471
B CA-MRSA ®mHA-MRSA m MSSA

Fig.28. Distribucion de MRSA (CA-MRSA y HA-MRSA) asi como MSSA segun el sitio de inicio de la infeccion, ya sea de inicio
en el hospital (HO) o de inicio en la comunidad (CO). Las lineas negras verticales indican el % de MRSA total para cada barra (Total,

HO y CO).
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llc-3 Distribuciéon de los clones de MRSA segun el lugar de inicio de las infecciones:

comunidad (CO) u Hospital (HO)

Al analizar los 341 aislamientos de MRSA, 239 (70,1%) fueron CO, donde el 72% (172/239)
estuvieron dados por el clon CA-MRSA N-ST30-SCCmec-IV-t019, en segundo lugar por |-ST5-
SCCmec-IV-t311 (12,6%, 30/239) y USA300-VL ST8-SCCmec-IVc-t008 (4,6%, 11/239). Dentro de
las infecciones por MRSA de inicio en el hospital (29,9%, 102/341), el 39,2% (40/102) fueron
causadas por el clon CA-MRSA N-ST30-SCCmec-IV-t019, seguido por el clon HA-MRSA A-ST5-
SCCmec-1-t149 con un 17,6% (18/105) y el clon CA-MRSA I-ST5-SCCmec-IV-t311 (16,7%, 17/102)
(Figura 29). Estos resultados implican la entrada del clon CA-MRSA ST30-IV al ambito
hospitalario, desplazando al clon HA-MRSA Cordobés-Chileno ST5-1 y también al CA-MRSA ST5-
V.

Figura 29| Distribucion de clones segun sitio de inicio de las infecciones CO/HO

54%-  TOTAL 0,6%
2,0% . N:341
0,3% 4,4% m ST5-|
7% 3,5% | msT100-IVNV
/ mSTOTIV |
2 s STS-IV 4,6%
: m ST30-IV = .
= ST1649-IV 049  Mi239 5%
m ST72-IVNV 2,9% 2,9% 179
m STS-IV 0,6% .
m ST207-IV

Fig.29. Distribucién de clones MRSA agrupados en HA-MRSA (dentro de cuadro azul oscuro) y CA-MRSA (dentro de cuadro

turquesa), de acuerdo al sitio de inicio de las infecciones en el total, HO y CO.
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llc-4 Distribucién de los clones de MRSA seguin el lugar de inicio de las infecciones:

comunidad (CO) u Hospital (HO) y grupo etario

En la figura 30 se puede observar que al analizar la distribucion de los clones segun el
grupo etario y la categoria epidemioldgica de las infecciones (CO, HO), se determind que entre
la infecciones en general, el clon N-ST30-SCCmec-I1V-t019 esta desplazando al clon ST5-SCCmec
IV-t311 (62,2% vs 13,8% respectivamente, p<0,0001) tanto entre las infecciones en la
comunidad (72,0% vs 12,6% respectivamente, p<0,0001), como en las del ambito hospitalario
(39,2% vs 16,7% respectivamente, p=0,0006), particularmente en pediatria. En el ambito
hospitalario, se detecta claramente el desplazamiento del clon tradicional HA-MRSA A-ST5-
SCCmec-I-t149 por ambos clones CA-MRSA, siempre con predominio del clon N-ST30-SCCmec-
IV-t019 y particularmente en pediatria. Por lo tanto, se evidencia el desplazamiento del ST5-IV
por el ST30-IV en el hospital y en pediatria. Por otro lado, el clon HA-MRSA A-ST5-SCCmec-I-t149,
presentd una proporcion significativamente mayor en adultos que en pediatria (10,4% vs. 2,7%
respectivamente, p=0,0111), principalmente en el ambito hospitalario (24,1% vs. 9,1%

respectivamente, p=0,0005). En la tabla 13 se presenta en detalle todas las comparaciones.

Figura 30| Distribucion de clones de MRSA segun categoria epidemioldgica de las

infecciones y grupo etario

100 m = m ™=
ST207-IV
80 W ST8-1V
B ST72-IVNV
60 ST1649-1IV
W ST30-1V
40 STS-IV
W STS7-1V
20 I B ST100-IVNV
W ST5-
. A = I = - B I
CO+HO Cco HO
TOTAL PE AD TOTAL PE AD TOTAL PE AD
n:341 n:148  n:193 n:239 n:104  n:135 n:102 n:44 n:58

Fig.30. Distribucién de clones MRSA agrupados en HA-MRSA (dentro de cuadro azul oscuro) y CA-MRSA (dentro del cuadro turquesa)
en el total de MRSA, pediatria (PE) y adultos (AD) tanto en infecciones de inicio en la comunidad (CO), de inicio en el hospital (HO)

y en el total de los casos (HO + CO).
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Tabla 13| Comparaciones de los clones CA-MRSA mas prevalentes (ST30-1V y ST5-1V) y

el clon HA-MRSA ST5-I por grupo etario y categoria epidemiolégica de las infecciones (CO/HO)

Total MRSA Comunidad MRSA Hospital MRSA
n: 341 n: 239 n: 102
%yp %yp %yp
ST30-IV: 70,9% vs. 55,4% 76,9% vs. 68,1% 56,8% vs. 25,9%
Pediatria (n: 148) vs. Adultos p=0.0049 p=0,0948 p<0.0001
(n: 193)
ST5-1V: 15,5% vs. 12,4% 14,4% vs. 11,1% 18,2% vs. 15,5%
Pediatria (n: 148) vs. Adultos p=0,5058 p=0,4549 p=0,6056
(n: 193)
ST5-I: 2,7% vs. 10,4% 0% vs 4,4% 9,1% vs. 24,1%
Pediatria (n: 148) vs. Adultos p=0,0111 NA p=0,0005
(n: 193)
Poblacion total: n: 341 n: 239 n: 102
ST30-1V, vs. ST5-IV 62,2% vs 13,8% 72,0% vs 12,6% 39,2% vs 16,7%
p<0.0001 p<0.0001 p=0.0006
ST30-1V, vs. ST5-I 62,2% vs 7% 72,0% vs 2,5% 39,2% vs 17,6%
p<0.0001 p<0.0001 =0.0011
ST5-I, vs. ST5-IV 7% vs 13,8% 2,5% vs 12,6% 17,6% vs 16,7%
p=0,0054 p=0.0001 p=0,9878
Pediatria: n: 148 n: 104 n: 44
ST30-1V, vs. ST5-IV 70,9% vs 15,5% 76,9% vs 14,4% 56,8% vs 18,2%
p<0.0001 p<0.0001 p=0,0004
ST30-1V, vs. ST5-I 70,9% vs 2,7% 76,9% vs 0% 56,8% vs 9,1%
p<0.0001 NA p<0,0001
ST5-I, vs. ST5-IV 2,7% vs 15,5% 0% vs 14,4% 9,1% vs 18,2%
p=0.0003 NA p=0,3510
Adultos: n: 193 n: 135 n: 58
ST30-1V, vs. ST5-IV 55,4% vs 12,4% 68,1% vs 11,1% 25,9% vs 15,5%
p<0.0001 p<0.0001 p=0.2488
ST30-1V, vs. ST5-I 55,4% vs 10,4% 68,1% vs 4,4% 25,9% vs 24,1%
p<0.0001 p<0.0001 p=0,9925
ST5-1, vs. ST5-IV 10,4% vs 12,4% 4,4%vs 11,1% 24,1% vs 15,5%
p=0,6469 p=0.0671 p=0,3528

Tabla 13. Se muestran todas las comparaciones hechas entre los clones CA-MRSA ST30-IV y ST5-1V y el clon HA-MRSA ST5-I por

grupo de edad (pediatria y adultos) asi como segun categoria epidemiolégica de las infecciones, ya sea comunidad (CO) u hospital

(HO).

- Nivel de significancia p<0.05 se denota en letra negrita.

-NA, No aplica (presenta proporciones = 0)
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8.2.4 RESULTADOS relacionados al objetivo lid
Determinar la evolucién de la epidemiologia clinica y molecular de las infecciones por
MRSA en el pais, tanto a nivel hospitalario como de la comunidad, comparativamente con el

estudio previo (2009).

lld-1 Comparaciones de las proporciones de MRSA, CA-MRSAs, HA-MRSAc y principales
clones de MRSA entre 2009 y 2015, considerando el total de infecciones por S. qureus, regiones
geograficas, grupos etarios y lugar de inicio de dichas infecciones.

Se llevé a cabo un andlisis comparativo entre los resultados obtenidos en el proyecto de
2009 [150], con los obtenidos en 2015, con el fin de evaluar la evolucion de la epidemiologia
molecular de las infecciones por S. aureus en el tiempo. En la tabla 14 se comparan las
proporciones de MRSA y genotipos CA-MRSAg y HA-MRSAgG, en el total de infecciones por S.
aureus, ademas de las proporciones de clones principales que abarcan estos genotipos en el
total de MRSA, de acuerdo a las regiones geograficas, grupos etarios y lugar de inicio de las
infecciones, entre el estudio llevado a cabo en el afio 2009 vs. el llevado a cabo en el ano 2015.
Ademas, se compararon las proporciones de infecciones invasivas (linv) causadas por MRSA, o
por genotipos CA-MRSAG y por HA-MRSAg.entre ambos estudios, para evaluar posibles cambios
evolutivos en los cuadros clinicos posiblemente relacionados a los cambios clonales.

La Figura 31 esquematiza las proporciones de MRSA, CA-MRSA y HA-MRSA en las

diferentes regiones del pais tanto en el proyecto del 2009 como en el del 2015.

Tabla 14| Analisis comparativo de las infecciones obtenidas en el proyecto de 2009 vs

2015, Argentina

2009 2015 2009 vs 2015,
p-valor
INFECCIONES TOTALES n: 591, nygsa: 322 n: 668, Nugrsa: 341
% (n) % (n)
MRSA 55 51 p=0,2361
322 341
CA-MRSAg 38,7 45,2 p =0,0304
229 302
HA-MRSAg 15,7 58 p < 0,0001
93 39
33 62,2 p < 0,0001
ST30-IV-total 104/322 212/341
31 13,7 p < 0,0001
ST5-IV-total 102/322 47/341
18 7 p < 0,0001
ST5-I-total 61/322 24/341
Infecciones Invasivas (linv) 47,5 46,6 p=0,87
MRSA 153/322 159/341
34,1 42,1 p=0,074
linv CA-MRSA 78/229 127/302
80,6 82,1 p=0,96
Inv HA-MRSA 75/93 32/39
REGION
n: 86, Nprsa: 70 n: 144, nyrsa: 105
NORTE % (n) % (n)
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81,0 72,9 p=021
MRSA-norte 70 105
72,1 66,0 p=042
CA-MRSAg-norte 62 144
9,0 6,9 p=0,744
HA-MRSAg-norte 8 144
67,0 61,0 p=0,51
ST30-IV-norte 47/70 64/105
20,0 13,0 p=0,30
ST5-IV-norte 14/70 14/105
10,0 6,7 p=0,61
ST5-l-norte 7/70 7/105
n: 433, nyrsa: 231 n: 446, Nyrsa: 216
CENTRO % (n) % (n)
53,0 48,4 p=0,19
MRSA-centro 231 216
36,0 43,0 p=0,04
CA-MRSAg.centro 156 192
17,0 5,4 p <0,0001
HA-MRSAg.centro 75 24
23,0 653 p <0,0001
ST30-IV-centro 54/231 140/216
36,0 134 p <0,0001
ST5-IV-centro 82/231 30/216
20,0 56 p < 0,0001
STS-I-centro 47/231 12/216
n: 72, Nyrsa: 21 n: 78, Nyrsa: 20
SUR % (n) % (n)
29,0 25,6
MRSAg-sur 21 20 p=078
15,0 19,2
CA-MRSAG-sur 11 15 p=067
14,0 6.4
HA-MRSAg-sur 10 5 p=020
10,0 40,0
ST30-IV-sur 2/21 8/20 p=0,06
38,0 15,0
STS-IV-sur 8/21 3/20 p=0,19
33,0 25,0
STS-I-sur 7/21 5/20 p=082
GRUPO ETARIO
n: 225, Nypsa: 127 n: 251, Nypsa: 148
PEDIATRIA % (n) % (n)
56,0 59,0
MRSA-Ped 127 148 p=0,56
51,1 55,8
CA-MRSA-Ped 115 140 p=0,33
53 3,2
HA-MRSA-Ped 12 8 p=0,44
31,0 70,9
ST30-IV-Ped 40/127 105/148 P <0,0001
50,0 15,5
ST5-IV-Ped 63/127 23/148 p < 0,0001
2,0 2,7
ST5-I-Ped 3/127 4/148 p=0,96
n: 366, Nwisa: 195 n: 417, Nygsa: 193
ADULTO % (n) % (n)
53,3 46,3 p=0,07
MRSA-Ad 195 193
31,1 38,8 p=0,02
CA-MRSA-Ad 114 162
22,1 7.4 p < 0,0001
HA-MRSA-Ad 81 31
32,8 55,4 p < 0,0001
ST30-IV-Ad 64/195 107/193
20,0 12,4 p=0,058
STS-IV-Ad 39/195 24/193
29,7 10,4 p < 0,0001
ST5-I-Ad 58/195 20/193
origen de la infeccion
n: 375, nygrsa: 216 n: 471, nyrsa: 239
COMUNIDAD % (n) % (n)
57,6 50,7 p=0,041
MRSA-CO 216 239
52,0 48,0 p=0,27
CA-MRSA-CO 195 226
56 2,8 p=0,03
HA-MRSAG-CO 21/375 13/471
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46,3 72,0 p <0,0001
ST30-1V-CO 100/216 172/239
37,5 12,6 p <0,0001
ST5-1IV-CO 81/216 30/239
46 2,5 p=0,24
ST5-1-CO 10/216 6/239
comunidad y grupos etarios
n: 160, Nyrsa: 99 n: 170, nyrsa: 104
CO-PEDIATRIA % (n) % (n)
62 61,2 p=0,97
MRSA-CO-Ped 99/160 104
60,0 60,6 p=0,79
CA-MRSA¢.CO-Ped 94 103
3,1 0,6 p=0,21
HA-MRSAG-CO-Ped 5 1
40,4 76,9 p < 0,0001
ST30-1V-CO-Ped 40/99 80/104
50,5 14,4 p < 0,0001
ST5-1V-CO-Ped 50/99 15/104
ST5-1-CO-Ped 0 0 NA
n: 215, nyrsa: 117 n: 301, nyrsa: 135
CO-ADULTOS % (n) % (n)
54,4 44,9 p=0,05
MRSA-CO-Ad 117 135
46,9 40,9 p=0,19
CA-MRSAs-CO-Ad 101 123
7,4 4,0 p=0,19
HA-MRSAg-CO-Ad 16 12
51,3 68,1 p=0,0088
ST30-1V-CO-Ad 60/117 92/135
26,5 11,1 p=0,0021
ST5-1IV-CO-Ad 31/117 15/135
8,5 4,4 p=0,22
ST5-1-CO-Ad 10/117 6/135
n: 216, nyrsa: 106 n: 197, nyrsa: 102
HOSPITAL % (n) % (n)
49,1 51,8 p=0,63
MRSA-HO 106 102
15,7 38,6 p < 0,0001
CA-MRSAG-HO 34 76
333 13,2 p <0,0001
HA-MRSAG-HO 72 26
3,8 39,2 p <0,0001
ST30-1V-HO 4/106 40/102
19,8 16,7 p=0,66
ST5-IV-HO 21/106 17/102
48,1 17,6 p < 0,0001
ST5-1-HO 51/106 18/102
HOSPITAL Y GRUPO ETARIO
n: 65, Nyrsa: 28 n: 81, Nyrsa: 44
HO-PEDIATRIA % (n) % (n)
43,1 54,9 p=0,20
MRSA-HO-Ped 28 44
32,3 45,7 p=0,13
CA-MRSAG-HO-Ped 21 37
10,8 8,6 p=0,84
HA-MRSAG-HO-Ped 7 7
0 56,8 NA
ST30-1V-HO-Ped 0 25/44
46,4 18,2 p=0,023
ST5-1V-HO-Ped 13/28 8/44
10,7 9,1 p=0,88
ST5-1-HO-Ped 3/28 4/44
n: 151, Nyrsa: 78 n: 100, Nyrsa: 58
HO-ADULTOS % (n) % (n)
51,7 50,0 p=0,86
MRSA-HO-Ad 78 50
8,6 33,6 p < 0,0001
CA-MRSAg-HO-Ad 13 39
43,0 16,4 p < 0,0001
HA-MRSAG-HO-Ad 65 19
51 25,9 p=0,0012
ST30-1V-HO-Ad 4/78 15/58
10,3 15,5 p=0.48
ST5-1IV-HO-Ad 8/78 9/58
61,5 24,1 p < 0,0001
ST5-1-HO-Ad 48/78 14/58
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Las proporciones de MRSA totales se mantuvieron sin diferencias significativas, entre los
afios 2009 y los del 2015. Se detectd una leve tendencia a disminuir a nivel nacional, que no
alcanzod a ser significativa, desde 55% a 51%, asi como también en las diferentes regiones del
pais, en el norte (MRSAN) de 81% a 72,3%, en el centro (MRSAC) de 53% a 48,3% y en la
Patagonia (MRSAS) de 29% a 25,6%, respectivamente. Contrariamente, la proporciéon de CA-
MRSA: total, aumentd significativamente del 39% en el afio 2009 a 45,2% en el 2015
desplazando a los clones HA-MRSA cuya frecuencia como causa de infecciones por S. aureus
disminuyd significativamente de un 16% en 2009 a un 5,8% en el 2015, p < 0,0001.

El incremento de la proporcién de infecciones causadas por CA-MRSAg, estuvo
relacionado directamente a la diseminacion del clon ST30-1V (33% en 2009 a un 62% en el 2015,
p <0,0001), desplazando al clon CA-MRSA ST5-1V (31% al 13,7%, p < 0,0001) y al clon HA-MRSA
ST5-1 (18% al 7%, p < 0,0001). A pesar de estos cambios clonales, la proporcién de infecciones
invasivas causadas por ambos genotipos, tanto CA-MRSAs como HA-MRSAg en ambos estudios
fueron comparables.

Estos cambios se evidenciaron significativamente en el centro del pais (CA-MRSAg: 36%
en el 2009 al 43% en el 2015, p=0,04), y en la poblacidn adulta. En pediatria, si bien la proporcion
de CA-MRSA se mantuvo mas alta que en la poblacién adulta (55,8% vs 38,8%, p < 0,0001), no
se evidencian cambios significativos entre 2009 y 2015 (51% vs 55,8%, p= 0,33). Este fendmeno
esta relacionado a que el incremento significativo de la proporcién del clon ST30-IV en pediatria
(31% en el 2009 a un 70,9% en el 2015, p < 0,0001) se compensa con la significativa disminucion
del clon CA-MRSA ST5-1V (50% en el 2009 a un 15,5% en el 2015, p < 0,0001), en especial en las
infecciones detectadas en la comunidad (Figura 32).

En cambio en el ambito hospitalario (Figura 32), se evidencia un incremento significativo
de las infecciones por CA-MRSAG (16% en el 2009 al 38,6% en el 2015, p<0,001), relacionado a
la diseminacion e incremento de las infecciones causadas por el clon ST30-1V (4% en el 2009 al
39,2% en el 2015, p<0,001), tanto en pediatria (0% en el 2009 al 56,8% en el 2015, p<0.001)
como en adultos (5% en el 2009 al 25,9% en el 2015, p<0,001). Ademas, en este ambito se
evidencia el desplazamiento del clon HA-MRSA ST5-1, al disminuir su frecuencia de 47% en el
2009 al 17,6% en el 2015, p<0,001. Esta disminucidn se evidencia significativamente en la
poblacién adulta (61% en el 2009 al 24,1% en el 2015, p<0,0001). En cambio en pediatria, a nivel
hospitalario se detecta una disminucion significativa de la frecuencia de infecciones causadas

por el clon ST5-IV (46% en el 2009 al 18,2% en el 2015, p=0,023).
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Figura 31| Comparacion de proporciones de MRSA 2009 vs 2015
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Fig.31. Comparacién de proporciones en 2009 vs 2015 de MRSA, CA-MRSA y HA-MRSA tanto en el total (MRSAt, CA-MRSAt
y HA-MRSALt), asi como en la region del norte (MRSAn, CA-MRSANn y HA-MRSAN), centro (MRSAc, CA-MRSAc y HA-MRSAC) y region

sur (MRSAs, CA-MRSAs y HA-MRSAs). Los asteriscos en negrita representan diferencia significativa (p<0,05).

Figura 32| Evolucion de las infecciones CO y HO en 2009 vs. 2015
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Fig 32. Se presentan las proporciones de MRSA, CA-MRSA, HA-MRSA, ST30-1V, ST5-IV y ST5-I totales (MRSAt, CA-MRSAt,
HA-MRSAt, ST30-1Vt, ST5-IVt y ST5-It) asi como en la comunidad (MRSA-CO, CA-MRSA-CO, HA-MRSA-CO, ST30-1V-CO, ST5-IV-CO y
ST5-1-CO) y en los hospitals (MRSA-HO, CA-MRSA-HO, HA-MRSA-HO, ST30-1V-HO, ST5-IV-HO y ST5-I-HO), en forma comparativa en
2009 y 2015. El * indica diferencia significativa (p<0,05).
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lld-2 Comparaciones de las proporciones de clones de MRSA que colonizan pacientes al
ingreso a una institucién hospitalaria en Cérdoba (proyecto Oct-Dic 2014) con aquellos que

producen infecciones de inicio en la comunidad en Cérdoba (proyecto abril 2015).

Otra de las comparaciones que se realizaron fueron en relacion a los dos proyectos que
se desarrollaron en esta tesis, por un lado, el proyecto de colonizacion (Cérdoba, 2014), el cual
forma parte de los resultados relacionados a la etapa | y por otro lado, el proyecto de infecciones
gue forma parte de los resultados relacionados a la etapa Il. En este ultimo, se seleccionaron
aquellos pacientes de la provincia de Cérdoba (2015), con infecciones de inicio en la comunidad,
con el fin de analizar los clones que colonizan vs los que infectan a los pacientes atendidos en
los hospitales de Cordoba (figura 33).

Como se muestra en la Figura 33, no existen diferencias significativas entre las
proporciones de un clon como causa de infecciones y aquellas como colonizante, avalando la
fuente enddgena de la infeccion, excepto para el clon CA-MRSA N-ST30-SCCmec-IV-t019, que
presenta una proporcién significativamente mayor (p=0,0034) en muestras de infeccidon que en
muestras de colonizacién. Este clon, incluso esta en menor proporcidon (20%) que el clon CA-
MRSA |I-ST5-SCCmeclIV-t311 (28,3%) en las muestras de colonizacidn. Esta situacion también
avala la hipotesis que el clon ST30-IVc utilizaria otras vias de transmisidn, ademas de la

colonizacion e infeccidon endégena.

Figura 33| Comparacion de muestras de colonizaciéon 2014 (n: 60) vs infeccion 2015 (n:

21) en Cérdoba, Argentina.
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Fig.33. Representa los clones de MRSA mas prevalentes tanto en el proyecto de colonizacién 2014 (trama a cuadros

pequerios) como el de infecciones 2015 (trama a rayas), en rojo se representa el clon HA-MRSA A-ST5-1-t149, en verde el clon HA-

MRSA C-ST10-IVnv-t002, en amarillo el clon CA-MRSA I-ST5-1Va-t-311, en violeta el clon CA-MRSA N-ST30-1V-t019 y en turquesa el

clon CA-MRSA R-ST72-IVnv-t148.

lld-3 Evolucién de la resistencia a los antibiéticos de MRSA, CA-MRSAs, HA-MRSAG vy

principales clones de MRSA entre 2009 y 2015, considerando el total de infecciones y lugar de inicio

de dichas infecciones.

Tabla 15: Comparacion de los perfiles de resistencia a los Antibioticos entre 2009 vs

2015
PERFIL DE RESISTENCIA A ATB 2009 2015
MRSA/TOTAL
NMRSA: 322 NMRSA: 341
MRSA TOTAL % (n) % (n) Valor de p
CIPROFLOXACINA 24% (78) 14% (48) 0,0014
ERITROMICINA 39,7% (128) 16,4% (56) <0,0001
16% (5% iy 11%c) <0,0001
CLINDAMICINA 36,3% (117) (54, 17i Y 37¢)
GENTAMICINA 36,9%(119) 22,3%(76) 0,0001
RIFAMPICINA 8,1% (26) 5,0% (17) 0,14
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 2,5% (8) 1% (3) 0,23
MINOCICLINA 0,3% (1) 0,3% (1) 0,9
MRSA/COMUNIDAD
NMRSA: 216 NMRSA: 239
MRSA CO % (n) % (n)
CIPROFLOXACINA 8,3% (18) 7,9% (19) 0,98
ERITROMICINA 23,1% (50) 11,7% (28) 0,0019
11% (5% i y 6%c) 0,012
CLINDAMICINA 19,9% (43) (27, 12i Y 15c)
GENTAMICINA 16,2% (35) 17,6%(42) 0,78
RIFAMPICINA 2,3% (5) 3,8% (9) 0,51
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 0,5(1) 0.8% (2) 0,85
MINOCICLINA 0,5 (1) 0,0% (0)
MRSA/HOSPITAL
Numrsa: 106 Numrsa: 102
MRSA HO % (n) % (n)
CIPROFLOXACINA 56,7% (60) 28.4% (29) 0,0001
ERITROMICINA 73,5% (78) 27.5% (28) <0,0001
27% (5% i y 22%c) <0,0001
CLINDAMICINA 69,8% (74) (27,5i Y 22¢)
GENTAMICINA 79,2% (84) 33,4%(34) <0,0001
RIFAMPICINA 21,7% (23) 7,8% (8) 0,0088
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 6,6% (7) 1.0% (1) 0,08
MINOCICLINA 0 1,0% (1)
CA-MRSA/TOTAL
N ca-mrsa: 229 Ncamrsa: 302
CA-MRSA % (n) % (n)
CIPROFLOXACINA 1.3% (3) 5.2% (16) 0,029
ERITROMICINA 21,4% (49) 7,9% (24) <0,0001
7.3% (5% iy 2.3%cC) 0,0013
CLINDAMICINA 16,6% (38) (22, 15i Y 7¢)
GENTAMICINA 12,7%(29) 13,6%(41) 0,83
RIFAMPICINA 1.3% (3) 1,0% (3) 0,95
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 0% (0) 0.7% (2)
MINOCICLINA 0% (0) 0% (0)
CA-MRSA/COMUNIDAD
Ncamrsa: 195 Nca-mrsa: 226
CA-MRSA CO % (n) % (n)
CIPROFLOXACINA 1,0% (2) 4,4% (10) 0,07
ERITROMICINA 17,4% (34) 8,0% (18) 0,0055
CLINDAMICINA 13,8% (27) 7.5% (4.4% iy 3.1%cC) 0,051
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(17, 10i Y 7c)
GENTAMICINA 8,2% (16) 13.7%(31) 0,10
RIFAMPICINA 0,5% (1) 0,9% (2) 0,92
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 0,0 (0) 0.9% (2)
MINOCICLINA 0,0 (0) 0,0% (0)
CA-MRSA/HOSPITAL
N cawmrsa: 34 HO N cawmrsa: 76
CA-MRSA HO % (n) % (n)
CIPROFLOXACINA 2,9% (1) 7.8% (6) 0,57
ERITROMICINA 44,1% (15) 8,0% (6) <0,0001
6.6% (6.6% i) 0,0011
CLINDAMICINA 32,4% (11) (5, 5i)
GENTAMICINA 38,2% (13) 13.1%(10) 0,0061
RIFAMPICINA 5,9% (2) 1,3% (1) 0,46
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 0,0 (0) 0.0% (0)
MINOCICLINA 0,0 (0) 0,0% (0)
HA-MRSA/TOTAL
N Ha-mrsa: 93 N Ha-mrsa: 39
HA-MRSA % (n) % (n)
CIPROFLOXACINA 80.6% (75) 82.1% (32) 0,96
ERITROMICINA 84,9% (79) 82.1% (32) 0,96
82% (5.1% iy 76.9%c) 0,96
CLINDAMICINA 84,9% (79) (32, 2iy 30c)
GENTAMICINA 96.8% (90) 89.7%(35) 0,21
RIFAMPICINA 24,7% (23) 35.9% (14) 0,27
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 8,6% (8) 2.6% (1) 0,38
MINOCICLINA 1,1% (1) 2,6% (1) 0,89
HA-MRSA/COMUNIDAD
CO-N Ha-mrsa: 21 CO-N Ha-mrsa: 13
HA-MRSA -CO % (n) % (n)
CIPROFLOXACINA 76.2% (16) 69.2% (9) 0,96
ERITROMICINA 76.2% (16) 76.9% (10) 0,99
76.9% (15.4% iy 61.5%c) 0,99
CLINDAMICINA 76.2% (16) (10, 2iy 8c)
GENTAMICINA 90.5% (19) 84.6%(11) 0,97
RIFAMPICINA 19,0% (4) 53.8% (7) 0,083
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 4,8% (1) 0% (0)
MINOCICLINA 4,8% (1) 0% (0)
HA-MRSA/HOSPITAL
HO-N pa-mrsa: 72 HO-N pa-mrsa: 26
HA-MRSA -HO % (n) % (n)
CIPROFLOXACINA 81.9% (59) 88.4% (23) 0,98
ERITROMICINA 87,5% (63) 84,6% (22) 0,99
CLINDAMICINA 87,5% (63) 84.6% (0% i y 84.6%c) 0,95
GENTAMICINA 96.8% (71) 92,3%(24) 0,98
RIFAMPICINA 26,4% (19) 26.9% (7) 0,99
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 9,7% (7) 3.8% (1) 0,59
MINOCICLINA 0% (0) 3,8% (1)
ST5-1V-t311-PVL*
ST5-IV N 102 N: 47
CIPROFLOXACINA 2% (2) 2.1% (1) 0,90
ERITROMICINA 28% (28) 25.5% (12) 0,90
CLINDAMICINA 24% (24% i) 23.4% (17.0% iy 3.4% c) 0,90
GENTAMICINA 7% (7) 10.6%(5) 0,67
RIFAMPICINA 1% (1) 0% (0)
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 0 0.0% (0)
MINOCICLINA 0 0,0% (0)
ST30-1V-t019-PVL*
ST30-IV. N: 104 N: 212
CIPROFLOXACINA 0 3.3% (7)
ERITROMICINA 12% (12) 2.8% (6) 0,0025
CLINDAMICINA 8% (7% iy 1%c) 2.8% (6,3iy3c) 0,071
GENTAMICINA 12% (12) 11.4%(24) 0,97
RIFAMPICINA 2% (2) 0.5% (1) 0,50
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 0 0.0% (0)
MINOCICLINA 0 0,0% (0)
MUPIROCINA 0 0.5% (1)
ST100-IVNv-t002
ST100-IV N: 21 N: 15
CIPROFLOXACINA 33% (7) 60.0% (9) 0,20
ERITROMICINA 52% (11) 53.3% (8) 0,98
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52% (11) (6i (29%) y 5¢ 53.3% (8) (2 (13.3%) iy 6 0,98
CLINDAMICINA (23%) (40.0%) c
GENTAMICINA 91% (19) 93.3%(14) 0,95
RIFAMPICINA 24% (5) 86,7% (13) 0,0007
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 0 0.0% (0)
MINOCICLINA 0 6,7% (1)

ST5-1-t149

ST5-I N: 61 N: 24
CIPROFLOXACINA 95% (59) 96% (23) 0,98
ERITROMICINA 98% (60) 100% (24) 0,98
CLINDAMICINA 97%(59) (59(97%)) ¢ 100% (24(100%))c 0,98
GENTAMICINA 98% (60) 87.5%(21) 0,98
RIFAMPICINA 20% (12) 4.2% (S11) 0,13
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL 0 4.2% (Sl 1)
MINOCICLINA 0 0% (0)

Tabla 15. Se comparan los perfiles de resistencia a los antibiéticos segin MRSA, CA-MRSA, HA-MRSA tanto en los hospitales
como en la comunidad y los principales clones MRSA, ST30-1V, ST5-1V, ST5-1 y ST100, entre el afio 2009 y el afio 2015.

-MRSA-CO: MRSA en la comunidad, MRSA HO, MRSA en el hospital, CA- MRSA-CO: CA-MRSA en la comunidad, CA-MRSA
HO, CA-MRSA en el hospital, HA-MRSA-CO: HA-MRSA en la comunidad, HA-MRSA HO, HA-MRSA en el hospital. La resistencia a
clindamicina se detalla a través del mecanismo, i, inducible y c, constitutivo. En negrita se detallan las comparaciones con diferencia

significativa (p<0,05).

Al comparar la evolucién general de |a resistencia a los antibidticos no B-lactamicos (Tabla
15) en el total de MRSA entre el periodo 2009 (n: 322) y el periodo 2015 (n: 341), se detectd una
disminucidn significativa de la proporcion de aislamientos resistentes a ciprofloxacina (24% vs.
14%, p=0,0014), eritromicina (39,7% vs. 16,4%, p<0,0001), clindamicina (36,3% vs. 16,0%,
p<0,0001), y gentamicina (39,7% vs. 22,3%, p=0,0001).

Cuando se analizaron las infecciones de inicio en la comunidad, se detecté una
disminucién significativa de la resistencia a eritromicina (23,1% vs. 11,7%, p=0,0019) vy
clindamicina (19,9% vs. 11,0%, p=0,012), asociada a la disminucion de la resistencia a estos
antibidticos detectada en los genotipos CA-MRSAg (eritromicina: 17,4% vs. 8,0%, p=0,0055 y
clindamicina (13,8% vs. 7,5%, p=0,051). Ademas, esta disminucion de la resistencia también esta
asociada al desplazamiento del clon ST5-1Va por el clon ST30-IV, que expresa una resistencia
significativamente menor a macrdlidos y lincosaminas (Tabla 15).

Cuando se analizaron las infecciones de inicio en el hospital, se detectd significativas
diminuciones de las tasas de resistencia a ciprofloxacina (56,7% vs. 28,4%, p=0,0001),
eritromicina (73,5% vs. 27,5%, p<0,0001), clindamicina (69,8% vs. 27,0%, p<0,0001),
gentamicina (79,2% vs. 33,4%, p<0,0001) y rifampicina (21,7% vs. 7,8%, p=0,0088). Estos
cambios estdn asociados, a dos fendmenos, por un lado, al desplazamiento de los clones HA-
MRSA (con tasa de resistencia significativamente mayores a los antibidticos previamente
enumerados) por los clones CA-MRSA y por el otro, a la entrada al ambiente hospitalario del

clon CA-MRSA ST30-IV con tasas significativamente menores de resistencia a eritromicina y
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clindamicina que el clon CA-MRSA ST5-1V, que habia entrado previamente al ambiente

hospitalario.
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8.2.5 CONCLUSIONES GENERALES DE LOS RESULTADOS DE LA ETAPA I

Con el fin de estudiar la evolucién en el tiempo de la epidemiologia molecular de las
infecciones por MRSA en nuestro pais, desde los primeros estudios de vigilancia realizados por
nuestro grupo de investigacion, se llevd a cabo un estudio de cardcter prospectivo multicéntrico
transversal a nivel nacional durante el mes de abril de 2015, con la participacién de 61 hospitales
de 20 provincias sumada la Ciudad Auténoma de Buenos Aires. Se analizaron 668 casos de
infecciones causadas por S. aureus y se utilizé una definicidn genotipica para los aislamientos de
MRSA, caracterizandolos como genotipos CA-MRSAg y HA-MRSAg, independientemente del tipo
de infeccidén que hayan causado. Por otro lado, se utilizaron definiciones epidemioldgicas de las
infecciones causadas por MRSA, de acuerdo al origen de la infeccidon, hospital (HO) o comunidad
(CO). En forma resumida, se obtuvieron las siguientes conclusiones:

4 Se determind una prevalencia nacional de infecciones por MRSA en el total de
infecciones por S. aureus de 51% con una mayor proporcion de CA-MRSAG (88,6%) vs HA-MRSAG
(11,4%) p<0,0001.

v Las cepas CA-MRSAg estuvieron asociadas con menor tasa de resistencia a los
ATBs que las cepas HA-MRSAg, la multiresistencia sélo se asocié con genotipos HA-MRSAG y los
Unicos aislamientos resistentes a Ceftobiprol correspondian al clon Cordobés/Chileno. Se
detectd un aislamiento perteneciente al clon CA-MRSA-ST30-1Vc con resistencia de alto nivel a
mupirocina, asociado a la presencia del gen mupA.

v En la evaluacién por regiones geograficas del pais, se detectaron diferencias
significativas regionales en la proporciéon de MRSA, con las proporciones mas altas en el norte
(72,9%), disminuyendo hacia el centro (48,4%) y mas aun en el sur (25,6%), asociado al
predominio de cepas CA-MRSA 66%, 43% y 19,2% respectivamente (p<0,0001).

4 Se identific6 como principal clon al genotipo CA-MRSA ST-30-1Vc tanto en la
region del norte (61%) como en el centro (64,8%) y el sur (40%) desplazando al Clon ST-5-1Va,
que ocupd el segundo lugar de prevalencia en el norte y centro (13%) y el tercer lugar en el sur
(15%) después del clon HA-MRSA ST5-1 (25%).

v En el analisis por grupos etarios, se identificé una mayor proporcién de MRSA
en pediatria (59%) que en adultos (47,2%), p=0,0015, relacionada con la mayor proporcién de
CA-MRSA en pediatria (55,8%) que en adultos (38,8%) (p<0,0001).

v El clon ST30-1Vc fue el clon de MRSA mas prevalente (62,5%), tanto en pediatria
(70.9%) como en adultos (55,4%), seguido por el clon CA-MRSA ST-5-1Va (15,5% en pediatria y
12,4% en adultos). En pediatria, el tercer lugar lo ocupé el clon CA-MRSA USA300-VL ST8-
SCCmec-IVc-t008 (4,1%) y en adultos el clon HA-MRSA ST-5-1 (10,4%).
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v En el andlisis de la infeccion de acuerdo al lugar de inicio, la mayoria de las
infecciones (70,5%) fueron CO y no se detectaron diferencias significativas entre las
proporciones de MRSA en el hospital (51,8%) y la comunidad (50,7%), (p=0,86). Se determiné
una proporcion significativamente mayor de genotipos CA-MRSA que HA-MRSA tanto en las
infecciones CO (48,0% vs. 2,8%, p < 0,0001) como en las HO (38,6% vs. 13,2%, p=0,0009). Este
hecho confirma el desplazamiento de los clones HA-MRSA del ambiente hospitalario debido a la
diseminacion de los clones CA-MRSA.

v En los analisis moleculares de los clones de MRSA causantes de infecciones CO
y HO, el clon ST30-IVc fue el mas prevalente tanto en las CO (72%) como en las HO (39,2%). A
nivel hospitalario fue seguido en frecuencia por el clon HA-MRSA I-ST5-SCCmec-I-t149 (17,6%) y
el clon CA-MRSA I-ST5-SCCmec-IV-t311 (16,7%). Estos resultados demuestran la entrada del clon
CA-MRSA ST30-IV al ambito hospitalario, con una proporcién significativamente mayor en
pediatria que en adultos, desplazando al clon HA-MRSA Cordobés-Chileno ST5-1y también al CA-
MRSA ST5-IV.

v El perfil de los genes de virulencia estuvo fuertemente vinculado al background
genético de cada cepa

v En el andlisis longitudinal, cuando se compararon los resultados de los estudios
2009 (Egea 2014) y 2015, se identificaron proporciones comparables de MRSA (55% vs 51%). Se
detecté un aumento significativo de la proporcion de CA-MRSAg total, (39% en el afio 2009 a
45,2% en el 2015) desplazando a los clones HA-MRSA cuya frecuencia disminuyd
significativamente (16% en 2009 vs. 5,8% en el 2015, p < 0,0001). Este cambié se hizo
significativamente evidente a nivel hospitalario y en la poblacidon adulta. El aumento de la
frecuencia de genotipos CA-MRSAg, estd relacionado a la diseminacién del clon ST-30-IV,
desplazando al clon CA-MRSA ST5-1V (31% en el 2009 y 13,7% en el 2015, p < 0,0001) y al clon
HA-MRSA ST5-1 (18% vs 7%, p < 0,0001). La diseminacién e incremento de las infecciones
causadas por el clon CA-MRSA ST30-1V, se produjo tanto en la comunidad como en el hospital,
en pediatria y en adultos. En el dmbito hospitalario desplazé al clon HA-MRSA ST5-|
(particularmente en adultos) y al clon CA-MRSA ST5-IV en pediatria. Estos cambios se
evidenciaron significativamente, especialmente en el centro del pais.

v Al analizar la evolucidn general de la resistencia a los demds antibidticos no B-
lactamicos en el total de MRSA entre el periodo 2009 (n: 322) y el periodo 2015 (n: 341), se
detectd una disminucidn significativa de la proporcién de aislamientos resistentes a
ciprofloxacina (24% vs. 14%, p=0,0014), eritromicina (39,7% vs. 16,4%, p<0,0001), clindamicina
(36,3% vs. 16,0%, p<0.0001), y gentamicina (39,7% vs. 22,3%, p=0,0001). La disminucion
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significativa de las tasas de resistencia a eritromicina y clindamicina detectadas entre las
infecciones de inicio en la comunidad estuvo asociada al desplazamiento del clon ST5-IVa por el
clon ST30-1V, que expresa una resistencia significativamente menor a macrélidos y lincosaminas.
A nivel hospitalario, la disminucién de las tasas de resistencia a ciprofloxacina, eritromicina,
clindamicina, gentamicina y rifampicina estdn asociados a dos fendmenos, por un lado, al
desplazamiento de los clones HA-MRSA por los clones CA-MRSA (con tasa de resistencia a los
antibidticos significativamente menores) y por el otro, a la entrada al ambiente hospitalario del
clon CA-MRSA ST30-IV con tasas de resistencia a eritromicina y clindamicina significativamente

menores que el clon CA-MRSA ST5-1V, que habia ingresado previamente.
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8.3 RESULTADOS DE LA ETAPAIII
Analizar la evolucion molecular del CC5 a través del secuenciamiento de genomas
completos (WGS) vy la virulencia comparativa de los diferentes clones en un modelo

animal, y su posible asociacién con el comportamiento epidémico

OBJETIVOS ESPECIFICOS RELACIONADOS A LA ETAPA Il

llla. Analizar la evolucion del complejo clonal 5 (CC5) en nuestro pais a través del WGS.
llIb. Analizar en forma comparativa la virulencia de los clones MRSA (CA-MRSA y HA-
MRSA) mas prevalentes en nuestro pais, utilizando el modelo en invertebrados de G.

mellonella.
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8.3.1 RESULTADOS relacionados al objetivo especifico Il a
Analizar la evolucién del complejo clonal 5 (CC5) en nuestro pais a través del WGS.

Introduccidn al estudio de la evolucion del CC5 en Argentina y seleccion de aislamientos

A partir de los primeros estudios de vigilancia de las infecciones por MRSA en Cérdoba
llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion, a finales de la década de 1990, se identifico
un clon epidémico HA-MRSA A-ST5-SCCmec-I-t149, perteneciente al CC5 denominado clon
Cordobés/Chileno, en similar prevalencia que el clon sudamericano B-ST239-SCCmecllIA-t037,
que era el clon HA-MRSA principal detectado hasta ese momento [142]. Con el correr de los
afios, en posteriores estudios de vigilancia, se identificé al clon Cordobés/Chileno como principal
causa de infecciones en el ambito hospitalario, desplazando al clon ST239-Ill. En tercer lugar de
prevalencia en estos estudios, siempre se detectd una variante del clon pediatrico internacional,
de linaje ST-100-SCCmeclVNv-t002, denominado Variante Argentina del clon Pediatrico,
perteneciente también al CC5 [141, 142]. Estudios sucesivos permitieron detectar un posible
precursor meticilino sensible (MSSA) del clon Cordobés/Chileno y de la variante Argentina del
clon pediatrico del CC5 con un tipo SpaA relacionado (t002) [141, 148].

Como muestra la Figura 34, en base a los resultados de estos estudios de vigilancia
molecular de las infecciones por MRSA (PFGE, MLST, tipificacion de SCCmecA y andlisis del gen
SpaA), se planted la hipdtesis que en el ambito hospitalario a partir de un precursor MSSA, como
pudieron ser los aislamientos 0271 o 0298, pertenecientes al linaje ST5, con pulsotipos M2 y M1
respectivamente y un tipo SpaA t002, se produjo la adquisicion del SCCmecl, dando origen a la
emergencia del clon epidémico HA-MRSA (Cordobés/Chileno) del mismo linaje ST5, con un
pulsotipo A por PFGE y un SpaA t149 (relacionado al t002 del precursor). Por otro lado, se
planted que uno de los precursores MSSA, adquirid una variante del SCCmec IV (identificado por
nuestro grupo de investigacion y nombrada como SCCmec IV nueva variante (SCCmeclVnv)
[149], el cual a su vez, sufrio una variacion de un sélo locus del gen “house keeping” aroE (aroE
4 cambia a aroE 65), para dar origen a la emergencia del clon HA-MRSA de linaje ST100,
perteneciente al CC5, con un t002 [149].
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Figura 34| Hipdtesis de la evolucion del CC5 en Argentina
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Fig.34. Hipotesis basada en la tipificacion molecular tradicional para el CC5. En cada grupo se detalla la caracterizaciéon molecular
dada por MLST con sus 7 alotipos numéricos, tipo t, con sus repeats numéricos y pulsotipo por PFGE. En los recuadros grises, se
muestran los precursores MSSA y sus respectivos aislamientos (0271 y 0298), en 6valo rojo, se muestran los aislamientos HA-MRSA
correspondientes al clon Cordobés/Chileno (0058, 1096, 0564 y 1710), en évalo verde, el aislamiento del clon HA-MRSA ST100-IVNv
(0037), en d6valo azul, los aislamientos CA-MSSA (1796, 1445,0450 y 1707) y en 6valo amarillo los aislamientos CA-MRSA (3296, 142,
1875, 1527, 3867 y 1584). La linea discontinuada separa los eventos ocurridos en la comunidad de los ocurridos en los hospitales.

Las flechas indican los genes adquiridos a través de la evolucion en el tiempo.

De la misma manera y de acuerdo con esta hipdtesis, en la comunidad los precursores
MSSA dieron origen a un nuevo MSSA a partir de la adquisicion de nuevos determinantes de
virulencia como la leucocidina de Panton-Valentine (PVL) y la enterotoxina a (sea), del mismo
linaje ST5, pero con un pulsotipo I5 y un tipo SpaA t311, también relacionado al t002. A partir
de este precursor MSSA, y con la adquisicién del SCCmec IVa, emergio el clon CA-MRSA |-ST5-
SCCmeclVa-t311, el cual se establece como principal causante de infecciones en la comunidad
principalmente en pediatria y adultos jévenes [148].

Con la finalidad de demostrar esta hipdtesis, en este trabajo de tesis utilizamos la
herramienta de Secuenciacidn del Genoma Completo de un nimero seleccionado de cepas del
CC5 para realizar el andlisis filogenético evolutivo y poder establecer el origen de la emergencia
y la evolucién de los clones epidémicos del CC5 en nuestro pais. Como se explica en detalle en
la seccidon de materiales y métodos, se llevé a cabo una seleccidn de un total de 20 aislamientos
representativos de todas las regiones del pais, tanto MSSA (HA-MSSA y CA-MSSA) como MRSA
(HA-MRSA y CA-MRSA) asi como un aislamiento HA-MRSA de Chile. Las caracteristicas de los

aislamientos seleccionados se muestran en la Figura 35.
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Figura 35| Caracteristicas moleculares y distribucion geografica de los aislamientos

seleccionados
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Fig.35. Detalle de los 20 aislamientos de S. aureus, ID N°, nimero de identificacion, ST/CC, Tipo secuencial/complejo clonal, Spatype,
tipo de proteina A, HA-MSSA, S aureus sensible a meticilina asociado al hospital (recuadro y punto azul en mapa), HA-MRSA, S.
aureus resistente a meticilina asociado al hospital (recuadro y punto rojo en mapa), CA-MSSA, S. aureus sensible a meticilina asociado
a la comunidad (recuadro y punto anaranjado en mapa), CA-MRSA, S. aureus resistente a meticilina asociado a la comunidad
(recuadro y punto amarillo en mapa). En recuadro verde se distingue el clon C-ST100-IVNV vy los puntos verdes en el mapa, en

recuadro negro se denotan los tres aislamientos I-ST5-1Va-t311 recuperados del mismo paciente en proyecto de colonizacién 2014)

Il al1. Andlisis filogenético

Para realizar dicho andlisis se compararon todas las cepas a través de las diferencias
(SNPs) de los genomas core de los aislamientos representativos del CC5. Con ella se elaboraron
2 arboles, uno de maxima verosimilitud y otro consenso a partir de simulaciones bayesianas
(posterior tree), sobre este ultimo se realizaron todos los analisis que se detallan a continuacion.

Se pudo observar que hay dos clados o grupos bien diferenciados y separados de los
cuales uno corresponde a los clones asociados al hospital (HA) tanto HA-MSSA como HA-MRSA,
mientras que el otro a aquellos asociados a la comunidad (CA): CA-MSSA y CA-MRSA (Figura 36).
En dicha figura, se observa que el origen de la emergencia tanto de las cepas HA como las CA es
diferente y coincide con los estudios realizados previamente por nuestro grupo de investigacion.
En los mismos, utilizando las metodologias estandares para el andlisis epidemioldgico, tales
como PFGE, MLST, caracterizacidon del SCCmec y tipo SpaA se pudo demostrar la diferencia

genética entre los clones CA-MRSA y los HA-MRSA.
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Il 2. Identificacidn de los ancestros comunes mas recientes (MRCA).

Como se describe en materiales y métodos (Pdgina 167), el programa BEAST fue utilizado
para elaborar el arbol consenso, éste, estima la tasa de sustitucidn que tiene en cuenta la
variacién entre las cepasy las fechas de las mismas. Se obtuvo una tasa de sustitucién de 1.2x10
4 que estd en el rango de entre 103y 10 sustituciones / sitio / afio segln lo informado por otro
estudio de S. aureus [184].

De acuerdo a los resultados obtenidos, en el dmbito hospitalario, el precursor HA-MSSA
0298 presenta menor numero de diferencias de SNPs con el clon HA-MRSA C-ST100-IVnv
(aislamiento 0037) compartiendo un ancestro comun que data aproximadamente del afio 1979,
los cuales a su vez comparten un ancestro que data del afio 1956. A partir de este ancestro
también emergio el clon Cordobés/Chileno A-ST5-I (aislamiento 0058), el cual se diversificd
aproximadamente en el afio 1992. En este grupo o clado del clon ST5-I se encuentra el
aislamiento 1096 procedente de Chile, lo que avala la estrecha relacién genética y el origen
comun de los aislamientos detectados en Argentina y en Chile.

Por otro lado, los aislamientos de la comunidad, comparten con los de los hospitales un
ancestro comun que data del afo 1937, el cual al parecer evolucioné en la comunidad
adquiriendo variaciones genéticas, como genes de virulencia (ver item lle3) pv/ , seA
(enterotoxina A) y la seP (enterotoxina P) hasta expandirse aproximadamente en el afio 1990,
para dar un precursor MSSA que a partir del afio 1991 divergié adquiriendo el SCCmec IVa y
dando origen al clon CA-MRSA-ST5-1Va, pvl, sea y sep positivos, causando brotes epidémicos en

las diferentes regiones del pais. (Figura 36)
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Figura 36| Analisis utilizando el reloj molecular para determinar el Ancestro comtin mas reciente (MRCA)
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Fig.36 Arbol filogenético con analisis del MRCA. Se describen los dos clados o grupos diferenciados: en recuadro azul, los aislamientos HA (asociados al hospital) tanto HA-MRSA como HA-MSSA, dentro de
éstos, se detallan, el aislamiento del clon ST100-IVNv en recuadro verde, los aislamientos del clon Cordobés/Chileno ST5-I, y los precursores MSSA (0298 y 0271). En recuadro marrdn, se detallan los aislamientos CA

(asociados a la comunidad), tanto CA-MRSA (recuadro amarillo) como HA-MSSA. Se obtuvo una tasa de sustitucion de 1.2x10* que esta en el rango de entre 103 y 10~ sustituciones / sitio / afio segun lo informado por

otro estudio de S. aureus [184].
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Il a3. Ensamblado de novo para el analisis de factores de virulencia y genes de
resistencia.

Andlisis de factores de virulencia

El conjunto de genes que codifican para proteinas hipotéticas relacionadas a factores de
virulencia alojados en el genoma core, regiones variables o elementos genéticos moviles (MGEs)
fueron analizados a través de un ensamblado de novo (Materiales y Métodos pagina 163). Como
se puede apreciar en la Figura 37, el perfil de factores de virulencia de las cepas CA del CC5
difiere de aquel del grupo HA. Se puede apreciar que los genes sea y sep, codificantes para las
enterotoxinas Ay P sélo estdn presentes en los aislamientos CA (MRSA y MSSA), al igual que los
genes lukF y IukS, los cuales codifican para la leucotoxina PVL, como asi también un fago del
grupo de integrasa Sal (con la excepcidn del aislamiento CA-MRSA 3296). De acuerdo a estos
hallazgos, se indagé la posibilidad que estos genes estén codificados en el mismo elemento
genético movil, posiblemente un fago del grupo de integrasa ¢@Sal. Encontramos, a diferencia
de lo esperado, que estos tres genes estan codificados en un fago del grupo de la integrasa @Sa2,
denominado phiSal19. Los “contig” donde estan las secuencias de estos 3 genes en las cepas de
nuestro proyecto, mapean contra la secuencia de referencia de este fago y contra el genoma de
la cepa VB9352 del proyecto PRJNA520811 del NCBI
https://www.ncbi.nlm.nih.qov/assembly/GCA 004153345.1. (Figura 37). Este andlisis sugiere

que las cepas CA (MRSA y MSSA) contienen el fago phiSa119, que porta los genes IukFS (pvl), sea
y sep (Figura 38).

Este fago, no se encuentra en los clones HA, no obstante, el grupo de los HA tienen un
fago del grupo @Sa2 diferente al fago phiSal119. La adquisicién de este fago con los genes sea,
sep, lukF y lukS por el ancestro MSSA podria ser un hecho evolutivo que facilité la diseminacién
del grupo CA en la comunidad.

Como puede observarse también, existen genes de virulencia que son conservados en el
total de los aislamientos tanto HA como CA, tal es el caso de los genes SpaA, que codifica para
la proteina A de Staphylococcus, ciertas enterotoxinas como sen, seo, los genes LukED,
codificante para la leucocidina ED, el gen sdrE, codificante para siderdforos, Sek, que codifica la

quinasa de S. aureus y el inhibidor de complemento scn.
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Figura 37| Principales factores de virulencia asociados a los clones HA-MRSA/MSSA y CA-MRSA/MSSA
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Fig. 37. Factores de virulencia asociado a los clones del CC5. Se muestra el arbol filogenético con los dos clados diferenciados, los HA (aislamientos asociados al hospital HA-MRSA y HA-MSSA) en circulo azul y los CA

(aislamientos asociados a la comunidad CA-MRSA y CA-MSSA) en circulo amarillo. El perfil de genes que codifican para factores de virulencia se muestra en las columnas adyacentes, de acuerdo a la presencia (recuadro

rojo) o ausencia (recuadro blanco) del gen en cuestion. 'chp’, Inhibidor de quimiotaxis, ‘se’ a, g, i, m, n, o, p, v ', 'Enterotoxinas de Staphylococcus', 'spaA', proteina A de Staphylococcus, 'lukFS', leucocidina de Panton-

Valentine, ‘Sdr’, Sideroforo, ‘ent2’, Enterotoxina yent2, ‘LukDE’ leutotoxina DE, ‘sak’, Staphyloquinasa, ‘scn’, Inhibidor de Complemento de Staphylococcus, ‘Sa’ 1, 2, 3y 7, Integrasas de bacteriéfagos.
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De acuerdo a estos resultados, todos los aislamientos analizados por WGS portarian scn,
por lo tanto son positivos para IEC1, todos asociados a sak, la mayoria también tienen chp (tipo
IEC-B: scn, sak y chp) excepto los aislamientos MSSA 0298 y el cercanamente relacionado HA-
MRSA 0037 (C-ST100-Vnv), que tienen un tipo diferente de IEC, el IEC-E (scn y sak),
posiblemente relacionado a otro fago de la familia @Sa3. Por lo cual esto podria ser una
diferencia evolutiva, que ayudo a la seleccién y diseminacién de este clon desde su divergencia

del ancestro comun con el otro clon HA-MRSA ST5-I.

Figura 38| Representacion esquematica del fago phiSa119

Referencia VB9352

Denovo Cepa 1445 LukFS 200bp

Primer SA2 .
Primer SA1 .

Fig. 38: En este esquema (tamafios no proporcionales para mejor visualizacidn) vemos cdmo se posicionan el fago phiSa119,

los primers para la integrasa Sa2 y Sal y los contigs del ensamblado de novo que contienen a lukFS y a sea/sep. Aqui se utilizaron los
contigs del ensamblado de la cepa 1445 de manera ilustrativa, pero lo mismo pasa con el resto de los CA (1796 1707 0450 1584
1300 0142 1875 1527 3867 3296). Los contigs que contienen a LukFS en dichos aislamiento van de ~4800 a ~5700 bps y sea/sep

siempre estan en uno de tamafio ~1370 bps.

Analisis del resistoma

El “resistoma” bacteriano puede definirse como la coleccién de todos aquellos genes que
contribuyen, ya sea de manera directa o indirecta, a la resistencia de las bacterias, el
ensamblado de novo, permitié confeccionar un arbol (Figura 39) con todos los genes que
codifican para proteinas relacionadas a resistencia a Antibidticos tanto en el genoma core como
el genoma accesorio.

El arbol generado a través del ensamblado de novo, representd, dos grupos diferentes,
denotados con los colores azul y amarillo para HA-MRSA y CA-MRSA, respectivamente. Del total
de genes que confieren resistencia a antibidticos buscados en las bases de datos, que se
describen en Materiales y Métodos (pagina 164), se detectaron los siguientes:

1-blaZ, que codifica a una B-Lactamasa plasmidica, que por inactivaciéon enzimatica
confiere resistencia a las penicilinas

2- mecA: el cual confieren resistencia a practicamente todos los B-lactamicos
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3- gen aacA-aphD que codifica una enzima bi-funcional de 479 aa que muestra actividad
acetiltransferasa y fosfotransferasa y confiere resistencia a gentamicina, kanamicina,
tobramicina y cuando se sobre-expresa, también a amikacina. Este gen se encuentra en el
transposon Tn4001.

4- El gen aphA3 [también conocido como aph (3')-1lla] codifica una fosfotransferasa de
264 aa, que media la resistencia a kanamicina, neomicina y amikacina.

5-Genes erm: ermA y el ermC, confieren la resistencia a macrélidos, lincosamidas vy
estreptogramina B (MLSB). Estos genes codifican para metilasas que modifican el/los sitio/s
objetivo/s A2058/A2059 en el ARNr. La expresidn de estos genes, producen el fenotipo MLSB,
el cual se puede expresar en formas constitutivas (cMLSB) o inducible (iMLSB). La resistencia
constitutiva estd relacionada con las cepas de S. aureus que son resistentes tanto a eritromicina
como a clindamicina. Las cepas inducibles definen aquellas bacterias que en realidad son
resistentes a eritromicina y clindamicina, pero que aparecen como sensibles a la clindamicina
mediante pruebas de sensibilidad de rutina. Las mismas necesitan pruebas fendtipicas para
evidenciar la resistencia, como pruebas de aproximacion de disco especiales que incorporan la
induccion de resistencia a clindamicina con eritromicina (efecto de la zona D).

6- Se identificaron mutaciones de los sitios blancos de gyrA, gyrB, grlA, y griB, los cuales
confieren resistencia a quinolonas (ciprofloxacina y moxifloxacina).
7- Se identificaron mutaciones en rpoB, las cuales confieren resistencia a rifampicina.

Los resultados obtenidos por el secuenciamiento de genomas completos (WGS) en la
deteccion de estos mecanismos de resistencia tuvieron una excelente correlacién con los
resultados obtenidos por el andlisis fenotipico realizado a través del antibiograma de los
aislamientos problema. Los resultados obtenidos por el secuenciamiento de genomas
completos (WGS) en la deteccién de estos mecanismos de resistencia tuvieron una excelente
correlacién con los resultados obtenidos por el analisis fenotipico (Figura 39) realizado a través
del antibiograma de los aislamientos problema. Sélo en dos casos se encontraron discordancias:
1) en el aislamiento CA-MRSA 3296, el cual segun fenotipo presentaba el mecanismo MLSBi que
confiere resistencia inducible a clindamicina y eritromicina, pero no se encontré por WGS
ninguno de los genes erm, responsables de dicho mecanismo. No obstante, se realizé una
busqueda por PCR (ermA, ermB, ermCy msrA), obteniendo el producto de amplificacién positivo
para ermC, validando los resultados fenotipicos; 2) el otro caso que presentd discordancia entre
los dos métodos fue la resistencia fenotipica a amikacina (Akn) del aislamiento 1710, donde no
se detectd por WGS el gen Aph-3, posible responsable de dicha resistencia. Se debe tener en

cuenta que este fenotipo de resistencia también se puede explicar por la sobre-expresién del
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gen aacA-aphD. En la tabla 16 Ay 16 B se detallan los genes que presentaron SNPs y aquellos

detectados que confieren para determinantes de resistencia.

Tabla 16 A| SNPs que confieren resistencia

Cepa Droga Gen SNPs AA
0058 M+C gyrA Ser84Leu
0037 RIF rpoB His481Asn
1710 M+C gyrA Ser84Leu
564 M+C gyrA Ser84Leu
1096 M+C gyrA Ser84Leu

Tabla 16 A. Se detallan los SNPs que confieren resistencia. Se muestran los genes involucrados gyrA y rpoB, asi como los aminoacidos
que modifican y la droga a la cual confiere resistencia, M, moxifloxacina, C, ciprofloxacina, RIF, rifampicina.

Tabla 16 B|Genes que confieren resistencia

Droga Gen Cepas que portan el gen

Eritromicina ermC 0271,0271,1875, ,0142, 1796

Eritromicina ermA 0058,1710,0564,1096,

Amikacina aphA-3 0058,0564,1096

Gentamicina aacA-AphD 0058,0271, 0037, 1710,0564,1096,

Cefoxitina mecA 0058,1300,0037,1875,3296,1710,0142,1527,0564,3867NE,1096,3867NI,386
7INF

Penicilina blaz 0058,1300,0271,0037,1875,3296,1710,1584,1445,0142,1527,0564,3867NE,
1096, 1796,3867N1,0298,1707,3867INF,0450

Penicilina blaz-D 0058,1300,0271,0037,1875,3296,1710,1584,1445,0142,1527,0564,3867NE,
1096, 1796,3867N1,0298,1707,3867INF,0450

Penicilina blaz-A 0058,1300,0271,0037,1875,3296,1710,1584,1445,0142,1527,0564,3867NE,
1096, 1796,3867N1,0298,1707,3867INF,0450

Tabla 16 B. Se detallan los genes detectados, los cuales codifican para determinantes de resistencia y en los aislamientos en los que

se detectaron.
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Figura 39| Comparacion del resistoma obtenido por WGS y el fenotipo obtenido por Antibiograma de los aislamientos.
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Fig.39. Se muestra el arbol filogenético y la comparacidn del genotipo obtenido por WGS y el fenotipo determinado por antibiograma. En recuadro celeste se muestran los aislamientos HA (asociados al hospital), en
recuadro marrdn, los aislamientos CA (asociados a la comunidad). En las columnas se muestra, el pulsotipo segin PFGE y los antibidticos probados a través del antibiograma y los analizados por WGS en busca de
mutaciones. Los circulos rojos representan resistencia (notese que en el mecanismo MLSB, se detalla si es inducible con la letra | o si es constitutivo con la letra C), los circulos blancos representan sensibilidad, los

recuadros rojos, representan presencia/mutacion del gen involucrado en la resistencia, los recuadros blancos representan ausencia del gen involucrado en la resistencia.

124



RESULTADOS

Il a4. Caracterizacion de la variante del SCCmec IV, del clon HA-MRSA C-ST100.

Como se menciond anteriormente, desde los primeros estudios de vigilancia en 1999
llevados a cabo por nuestro grupo de investigacién, el clon HA-MRSA C-ST100-t002, se ha
mantenido en proporciones invariables con el paso del tiempo [141, 142, 150], y como principal
causa de infecciones en la comunidad hasta la emergencia del clon CA-MRSA |-ST5IVa-t311 [148,
149].

En los estudios arriba citados, cuando se quiso tipificar mediante PCR los complejos de
genes mec y ccr, se detectd un tipo de SCCmec no descrito previamente, el cual fue definido
como nueva variante del SCCmec IV (SCCmeclVNV) [141, 149].

Un estudio epidemioldgico en 2003 realizado en Zurich identifico varias cepas de MRSA
qgue contenian multiples locus de recombinasas (ccr) [185], y ya en el afio 2007 se caracterizo el
SCCmec de uno de estos aislamientos denominado MRSAz447, de linaje ST100, perteneciente al
CC5, el cual presentaba un SCCmec dispuesto en mosaico denominado SCCmeclV (2B&5) [186].
Este aislamiento ademads de su resistencia a los antibiéticos B-lactdmicos, era resistente a los
aminoglucésidos, debido a la presencia de los genes aac (6°)-aph (2°) alojados en un transposon
Tn4001 y presentaba una penicilinasa codificada por el gen blaz. El tipo SCCmec no pudo ser
determinado por multiplex-PCR [187], y la tipificacion de los genes de las recombinasas (ccr)
indicd que contenia tanto la ccr2 como la recombinasa del tipo ccrC [186].

Con estos antecedentes, en un estudios previo de nuestro grupo de investigacién [149],
se demostré por PCR que el SCCmec asociado con la variante argentina del clon pediatrico
(pulsotipo C-ST100) esta estrechamente relacionado al SCCmeclV (2B&5). Se detectd el Tn4001,
integrado en el complejo mec de clase B “upstream” del gen mecA (complejo de genes mec clase
B2) mediante la tipificacion por PCR de diferentes regiones de SCCmeclV. Por lo tanto, esta
nueva variante de SCCmeclV, ademas del complejo de genes mec de clase B2, también tiene un
complejo de genes ccr de tipo 2 y una regién J1 con homologia con SCCmeclVc, pero a diferencia
del SCCmeclV (2B&5), carece de un SCCmec con ccr Cy contiene el gen dcs.

En este trabajo de tesis a través de la WGS de la cepa 037, se logrd secuenciar y anotar la
region correspondiente al SCCmec IVNv del clon C-ST100 descripto en Argentina y compararlo
con la cepa MRSAzy47, caracterizada en Suiza. Como se muestra en la Figura 40, la diferencia
entre estas cepas esta dada por la presencia de una proteina con dominios de nucleasa en el

aislamiento 0037 en lugar de las proteinas hipotéticas ZH02-11y la ccrC.
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Figura 40. Secuencia del SCCmec detectado en el MRSAzus7 Vs la secuencia del SCCmec Nv del aislamiento 0037 C-ST100

& £ & &

Fig. 40. (A) Esta imagen fue elaborada con el programa Circos utilizando como input los genomas, sus anotaciones y los links son la representacion de los hits de Blast entra las zonas de los genomas. En la parte superior, se encuentra el aislamiento
0037 correspondiente a la secuencia del SCCmec del clon HA-MRSA ST100, mientras que en la parte inferior, se encuentra la secuencia del SCCmec detectado en la cepa MRSAZH47. La regidn que se encuentra en color blanco, representa la zona de

discordancia entre ambos genomas. (B) la llave, amlplia, utilizando GenomeDiagram de Biopython2, las diferencias entre ambos aislamientos denotado en amarillo. Los demas colores dentro del circulo, indican homologia entre ambos SCCmec.

126



RESULTADOS

8.3.2 RESULTADOS relacionados al objetivo especifico Il b
Analizar en forma comparativa la virulencia de los clones MRSA (CA-MRSA y HA-MRSA)

mas prevalentes en nuestro pais, utilizando el modelo en invertebrados de Galleria mellonella.

Con la finalidad de evaluar la virulencia de los clones que circulan en nuestro pais, se llevé
a cabo el estudio de virulencia comparativa en el modelo invertebrado G. mellonella, donde se
inyectaron un numero determinado de larvas con diferentes clones de MRSA tanto HA como CA
y se analizé si existian diferencias significativas con respecto a virulencia mediante el analisis de

supervivencia a través de la curva de Kaplan-Meier (K-M) [188].

Tabla 17| Resumen de datos en el analisis de sobrevida

GRUPO CARACTERIZACION N° EVENTOS N° de SOBREVIDA

MOLECULAR INDIVIDUOS aislamientos (%)
por clon

11 CA-MRSA I-ST5-IVa-t311 180 133 6 26
N4 CA-MRSA N-ST30-1Vc-t019 95 65 3 32
USA300 | CA-MRSA USA300-ST8-IVa-t008 32 27 4 16
Al HA-MRSA A-ST5-1-t149 52 23 3 56
Bl HA-MRSA B-ST239-I11A-t037 36 12 2 67
TOTAL 395 260 34

Como se muestra en la tabla 17 los clones seleccionados finalmente fueron 3 CA-MRSA
(CA-MRSA I-ST5-IVa-t311, N-ST30-IVc-t019 y USA300-ST8-1Va-t008) y 2 HA-MRSA (HA-MRSA A-
ST5-1-t149 y HA-MRSA B-ST239-11|A-t037).

El primer andlisis se llevé a cabo comparando las curvas de K-M del grupo de clones 11 vs
N4 vs USA300 y los Al vs B1 por separado para evidenciar si existian diferencias entre ellas que
impidiera agruparlas como CA-MRSA y HA-MRSA, respectivamente en el andlisis final. Se
analizaron los aislamientos representativos de cada clon, no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) entre ellos, por lo cual, se pudo agruparlos para

aumentar el nimero por cada clon.

Como resultado, no se encontraron diferencias significativas entre los clones del grupo
CA-MRSA p=0.803, no obstante, los individuos infectados con el clon N4, las primeras 24 h tiene
una sobrevida de 75%, la cual fue levemente menor que la de los clones I1 con un 82% y
significativamente (p=0,028) menor que la sobrevida de los del clon USA300 que presenté un
95%. Luego, a las 48 hs, los individuos infectados tanto por el clon N4 como el USA300

presentaron sobrevidas comparables del 43% mientras que los infectados por el clon |1 fue
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levemente menor con un 38%, cuando finaliza el estudio a las 72 h, las sobrevidas fueron
comparables con un 32% para los infectados por el clon N4, 26% para los infectados por el clon

11y 16% para los infectados por el USA300 (Figura 42A).

No se encontraron tampoco diferencias significativas entre los clones del grupo HA-MRSA
p=0,380 (figura 41B), con sobrevidas comparables en todo el estudio, donde en las primeras 24
hs, individuos infectados por el clon B1 presentaron una sobrevida del 95% y los del A1 un 100%,
luego, a las 48 hs los individuos infectados por el clon B1 tuvieron una sobrevida del 80%
mientras que los del Al una sobrevida de 88%, con una leve diferencia a las 72 hs, donde los
individuos infectados con el clon Al presentaron una sobrevida del 56 % mientras que los del B1
fue del 70%. En el grupo de clones HA-MRSA se extendid 24 hs mas el analisis debido al bajo
numero de eventos, no encontrando diferencias en sobrevida para los infectados por el clon Al

(56%) mientras que para los del clon B1 la sobrevida cayd a un 70 %.

Figura 42| Curvas de sobrevida de los clones CA-MRSA y HA-MRSA
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Fig.42. Curvas KM comparando las sobrevidas de los clones de MRSA, A. clones CA-MRSA (11, N4 y USA300) y B. Clones HA-MRSA
(A1yB1)

Una vez realizada la comparacion entre clones y habiendo determinado que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre ellos, se procedio a agrupar los clones CA-MRSA

y HA-MRSA vy realizar un analisis de virulencia comparativa.
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Figura 43| Analisis de virulencia comparativa entre HA-MRSA y CA-MRSA
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Fig.43. Muestra las curvas KM comparando los clones CA-MRSA y HA-MRSA agrupados. A. Clones HA-MRSA y CA-MRSA por
separado, B. clones HA-MRSA vs CA-MRSA agrupados.

En los resultados obtenidos por el andlisis de las curvas de K-M (figura 43) se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en todas las combinaciones entre los clones N4, 11y
USA300 con los clones Al y B1 (p<0,001), asi como también al analizarlos agrupados en CA-
MRSA vs HA-MRSA (p<0,001), lo cual indica, que de acuerdo a este modelo de virulencia
comparativa, los clones CA-MRSA de nuestro pais, presentan mayor virulencia que los clones

HA-MRSA.
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8.3.3 CONCLUSIONES GENERALES DE RESULTADOS Il

El andlisis por WGS de una muestra representativa del CC5 (n: 20) de diferentes regiones
del pais, tanto MSSA como MRSA, recuperados a partir de infecciones en la comunidad
y en el hospital desde 1999 al 2015, permitié confirmar un ancestro comun MSSA que
data de 1937, el cual dio origen a la emergencia por un lado de los clones MRSA en el
ambito hospitalario (HA-MRSA) y por el otro a los clones MRSA en la comunidad (CA-
MRSA). En el dmbito hospitalario emergieron a partir de un ancestro comun en el afio
1956, tanto el clon Cordobés/Chileno ST5-1 expandiéndose a partir 1992, como la
variante argentina del clon pediatrico ST100-IVNv a partir del afio 1979. En la comunidad
el ancestro MSSA evolucioné adquiriendo variaciones genéticas que posiblemente
facilitaron su diseminaciéon, como genes codificantes de factores de virulencia como pv/,
sea y sep en un fago del grupo Sa2 llamado phiSall9. Para luego expandirse
aproximadamente en el afio 1990, para dar un precursor MSSA que a partir del afio 1991
divergié adquiriendo el SCCmec IVa y dando origen al clon CA-MRSA-ST5-IVa, pvl, sea 'y
sep positivos, causando brotes epidémicos en las diferentes regiones del pais. Ademas,
se logrd caracterizar la nueva variante del SCCmec-|V, identificada previamente por
nuestro grupo de investigacion.

En el estudio de virulencia comparativa usando el modelo de invertebrado G. mellonella,
se seleccionaron aislamientos pertenecientes a los clones CA-MRSA y HA-MRSA
prevalentes en nuestro pais. Al analizar por separado los aislamientos de cada grupo, no
se encontraron diferencias significativas entre los aislamientos del mismo clon (p>0,05),
lo cual permitié agruparlos para hacer un andlisis general de mayor potencia estadistica.
En el andlisis global, los clones CA-MRSA mas prevalentes en nuestro pais I-ST5-1Va-
t311 y N-ST30-IVc-t019, presentaron una virulencia significativamente mayor
(p<0,001) comparada con los clones HA-MRSA A-ST5-1-t149 y B-ST239-I11A-t037, segun

en el modelo G. mellonella.
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S. aureus resistente a la meticilina (MRSA), representa un paradigma epidemioldgico,
debido a su importancia en salud publica, que se caracteriza por su patogenicidad, la capacidad
de adquirir multirresistencia antibidtica y por su potencial para la diseminacién. Debido a estas
caracteristicas es que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), reconoce a MRSA como uno
de los 3 microorganismos multiresistentes mds importantes que causan infecciones tanto en los
hospitales como en la comunidad [189]. Su epidemiologia mostrd una rapida evolucién, después
de ser un patégeno con multirresistencia a los antibidticos del hospital-(HA-MRSA), emergid en
la comunidad-(CA-MRSA) con caracteristicas genéticas diferentes, alta virulencia,
transmisibilidad y sin la multirresistencia asociada, considerada, por la OMS dentro de la Lista
de alta prioridad de bacterias resistentes a los antibidticos para guiar la investigacién, el
descubrimiento y el desarrollo de nuevos antibidticos [190].

En Argentina, hasta el afo 2008, aproximadamente 50% de los aislamientos nosocomiales
de S. aureus eran MRSA vy el principal clon responsable de estas infecciones, fue un clon
epidémico HA-MRSA, denominado clon Cordobés/Chileno (ST5-SCCmec 1), identificado en
nuestro laboratorio [141, 142, 148]. En el periodo 2001-2008, por otro lado, se produjo un
incremento significativo de las infecciones por S. aureus detectadas en la comunidad,
alcanzando prevalencias mayores al 50% en pediatria en el centro, norte y este del pais. Este
fenémeno obedecié a la diseminacion del clon epidémico CA-MRSA, ST5-IVa-t311-PVL* no
detectado previamente como clon predominante, en ningun lugar del mundo [148, 149]. En el
afio 2009 la prevalencia de MRSA, en un estudio multicéntrico realizado por nuestro grupo (en
66 hospitales de 20 provincias argentinas y CABA) llegd al 55%, con un claro predominio de
genotipos CA-MRSAG (39%) sobre HA-MRSAG (16%). Resultd de gran interés, que el 16 % de las
infecciones nosocomiales, las ocasionaron cepas CA-MRSAg [150].

La extensa bibliografia refiere que la colonizacién del sitio nasal y otros sectores del
cuerpo con MRSA, constituye un factor de riesgo para el ulterior desarrollo de la infeccion por
este agente. Se ha descrito ademads, que existe una correlacion, entre la prevalencia de
portadores en el momento de la hospitalizacién y la incidencia de infecciones asociadas al
cuidado de la Salud (HA o IACS). Algunos estudios han descripto la Prevalencia y los Factores de
Riesgo, para portacidon de CA-MRSA fuera del Hospital [118, 191, 192].

A pesar del aumento en la prevalencia de infecciones por CA-MRSAg en todo el mundo[2,
150], la comprension actual del estado del portador de CA-MRSAG en el momento del ingreso y
su papel en las infecciones adquiridas en el hospital (inicio en el hospital/asociada al hospital /
HAHO) no esta clara, por lo que es necesario dilucidar cudndo, cémo y dénde se adquiere la

colonizacion para concentrar esfuerzos en la prevencién de MRSA. Ademas, hay pocos estudios
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gue informen datos sobre la colonizacién en el ingreso hospitalario, tanto en pediatria como en
adultos [193, 194], menos aun en paises en desarrollo como los latinoamericanos [195, 196].

De acuerdo a lo antes expuesto, en este trabajo de tesis, se llevd a cabo un estudio
longitudinal que proporciona la primera descripcién completa, en Argentina (Cordoba), sobre
epidemiologia molecular y factores de riesgo para la portacion de MRSA, considerando los
genotipos CA-MRSA: y HA-MRSAg, en el momento del ingreso hospitalario y su relacion con las
infecciones HAHO.

El hallazgo mas relevante de la primera parte de esta tesis, fue que se pudo demostrar
que los clones de CA-MRSA, en particular ST5-IV-PVL* y ST30-IV-PVL*, no sdlo ingresaron a los
hospitales, sino que también se adquieren en ellos y probablemente se transmitan causando
infecciones adquiridas en el ambito hospitalario (HO), las cuales son prevenibles con un
adecuado programa de control de infecciones. Ademas, la comunidad sigue siendo el reservorio
mas probable para estos clones CA-MRSA.

Comparado con los valores de prevalencia de colonizacién por S. aureus en paises
europeos (12,7% -29,8%), norteamericanos (28,6%, 37,1%) y asiaticos (23,1%, 35,7%), la
prevalencia de colonizacion por S. aureus en la poblacidn de Cordoba (Argentina) (30,9%, IC 95%:
28,6% a 33,4%), esta dentro del rango superior [197-199]. Es importante destacar que la
prevalencia de portacion de MRSA entre 1419 pacientes ingresados en las ocho instituciones de
Cordoba, Argentina, fue de 4,2% (IC 95%: 3,3% a 5,4%), y varié de 1,6% a 11,0% en todos los
hospitales. Estas tasas de prevalencia fueron consistentes con estudios previos de Estados
Unidos y Europa [118, 193, 200, 201]. Con tasas entre 4,2% y 7,3% en los Estados Unidos,
particularmente relacionadas con la propagacién del clon CA-MRSA USA300 [2, 202], y niveles
mas bajos en algunos paises europeos (1,3-2,1%), en este caso relacionados a la diseminacion
de genotipos HA-MRSAg, como el clon ST22-1V [194, 198]. Ademas, en el presente trabajo de
tesis, se estudiaron 3 sitios de portacion y se uso el cultivo en caldo de enriquecimiento para
disminuir los falsos negativos, aumentando la sensibilidad para detectar la colonizacién por
MRSA. Es importante destaca, que nuestros resultados, en linea con otros estudios [203, 204],
evidencian que, si sélo se hubiera estudiado el cultivo del sitio nasal en nuestra poblacién,
habriamos perdido el 35% de los pacientes colonizados por MRSA. Este hallazgo es de suma
trascendencia en la organizacion de medidas de control de infecciones que consideren utilizar
la deteccidn del estado de colonizacidn, en nuestro pais y en el mundo en general.

Ademas, de todos los pacientes admitidos, 3,2% fueron colonizados por CA-MRSAg; y sélo
el 1% por HA-MRSAg, de modo que CA-MRSAG representd el 77% de los aislamientos de MRSA.
La tasa general de adquisicién de MRSA fue de 2,3 (IC 95%: 1,5 a 3,4) por cada 1.000 dias-

pacientes y el porcentaje de pacientes en riesgo que adquirieron MRSA, 1,96% (IC 95%, 1,0% a
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3,4%). Es importante destacar que el 100% de los MRSA adquiridos fueron CA-MRSAg. Este
hallazgo confirmd nuestros resultados anteriores [150], asi como también respalda un reporte
previo acerca de que la comunidad es el reservorio mas probable para la colonizacidn CA-MRSAg
[205], pero ademas, también llegamos a la conclusidn de que estas cepas no sélo han ingresado
sino que también se adquieren en el entorno hospitalario y causan infecciones HAHO.

Por lo tanto, es esencial conocer la poblacién especifica en riesgo de adquisiciéon de CA-
MRSA para realizar estrategias dirigidas para su control. Con respecto a esto, los resultados de
este estudio demuestran que la poblacién pediatrica, particularmente entre 1 y 18 afios, sigue
siendo el grupo de mayor riesgo de colonizaciéon por CA-MRSAG al momento de la admision, lo
gue provoca un mayor nivel de Presidon de Colonizacidn, llevando a su vez a mayores tasas de
adquisicion de CA-MRSAG en el hospital. En consecuencia, se convierten en el grupo de mayor
riesgo para las infecciones nosocomiales o HAHO, avalando nuestro trabajo anteriormente
publicado [150], asi como otros estudios [201, 206]. Por lo que se destaca la necesidad de
encontrar mejores métodos para prevenir las infecciones por MRSA en los nifios.

En el andlisis de los factores de riesgo (FRs), siete FRs se asociaron de forma independiente
con la colonizacién por MRSA al ingreso: pacientes menores de 19 afios (predominantemente
entre 1y 18 afios), presencia de al menos una necesidad bdasica insatisfecha (considerada como
indicadores indirectos de pobreza) , residencia en geriatrico o en un centro de rehabilitacidn,
uso previo de antibidticos, antecedentes de infeccidn / colonizacidén por MRSA en el Ultimo afio,
presencia de un dispositivo médico y presentacién de enfermedades respiratorias crénicas como
el asma. Ademas, los cuatro primeros FR y los dos ultimos se asociaron con CA-MRSAg y HA-
MRSAG respectivamente, lo que refleja diferentes origenes y nichos de transmisién de estos
genotipos. Estos hallazgos respaldan nuestros resultados anteriores en Argentina [150], y
presentan similitud con un andlisis reciente en Reino Unido [207], en el que algunas
caracteristicas sociodemograficas (hacinamiento y bajos ingresos, entre otros) fueron FR para
infecciones por CA-MRSAG.

Las cepas de MRSA de portacidon mostraron un perfil de resistencia a los antibidticos muy
similar al de las cepas de MRSA informadas en las muestras clinicas [149, 150], la resistencia a
multiples antibidticos se produjo exclusivamente en los aislados de HA-MRSAg, ademas, no se
detectd resistencia a la mupirocina, siendo este ultimo el mas eficaz y el mas utilizado para la
descolonizacion nasal de MRSA.

La carga de infecciones asociadas al hospital (IAH) en los paises en desarrollo, como
Argentina, es mucho mayor que los reportados desde Europa y los Estados Unidos [195]. En
Argentina, se informaron recientemente tasas mas altas de IAH en pacientes hospitalizados

pediatricos (8,6 / 1000) que en pacientes adultos (2,3 / 1000) (Ministerio de Salud y Desarrollo
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Social, 2018). Después de debatir en los Ultimos afios sobre qué método de deteccion de
colonizacion por MRSA de la admisién, es el mas eficaz para disminuir la transmisién nosocomial
de MRSA como medida de control de la infeccién (Cl) [208-211], hay muchos estudios que
sugieren que la deteccién basada en factores de riesgo es clinicamente eficaz y puede ser una
estrategia rentable [208, 212, 213]. Por ello, en lo que respecta a la utilidad de diversos FR para
aumentar la eficacia de la deteccion de MRSA en el momento del ingreso, encontramos que los
FR individuales, considerados sélos, carecian de sensibilidad para ser utilizados en la deteccidn
de la portacién de MRSA. Aunque la deteccidon de la presencia de cualquiera de los cuatro FR
detectd el 98,9% (sensibilidad) del MRSA en la admisidn, requirié cultivos de vigilancia (carga de
deteccion) para el 73,9% de las admisiones, siendo poco practico y costoso para implementar
de forma rutinaria. Una opcidon mas asequible podria ser excluir la edad <19 afos como FR, y
luego usar cualquiera de los 3 FR restantes (Tabla 5). De esta manera, la mayoria (90%) de los
portadores de MRSA tenian al menos uno de ellos: i) presencia de al menos una Necesidad
Basica Insatisfecha, ii) uso de antibidticos en el ultimo afio y iii) enfermedades respiratorias
crénicas como el asma, con una carga de vigilancia de 57,6% de ingresos. Estos datos regionales
proporcionaran informacién para dirigir recursos limitados relacionados con las estrategias de
control de la transmisién del MRSA, particularmente en un contexto de un sistema de atencién
de salud de ingresos medios / bajos, y por lo tanto contribuiran al control de la resistencia a los
antibidticos en todo el mundo [214]. Ademas, toda esta informacién, de acuerdo con evidencia
reciente [215], ayudaria a un uso mas selectivo de las precauciones de contacto o la
descolonizacién en Argentina, donde las tasas de infeccion por MRSA son superiores al 50%,
tanto en la comunidad como en el entorno hospitalario [150].

Por otro lado, no hay muchos datos con respecto a la transmisibilidad en entornos
hospitalarios de distintos genotipos de MRSA involucrados en cada region. Hay evidencia de una
menor transmisibilidad de las cepas CA-MRSA; frente a HA-MRSAG en los hospitales daneses
[216]. En contraste, se encontrd una dindmica de transmision similar para las cepas CA-MRSA y
HA-MRSA en un hospital pediatrico de EE. UU. [217]. Ademas, hay estudios que sugieren que la
transmisién directa de persona a persona y de fdmites a personas asociada con cepas de CA-
MRSAG [218], parece desempeiiar un papel mas importante que la colonizacién nasal para las
infecciones y la transmisidon de CA-MRSAG [219, 220].

En este estudio, las cepas CA-MRSAg representaron el 84,6% de las cepas de MRSA
importadas y el 100% de las cepas adquiridas en el hospital. Ademas, el 75% (3/4) y s6lo el 41%
(9/22) de los pacientes que importaron HA-MRSAs y CA-MRSAgs respectivamente, fueron
descolonizados espontdneamente al momento del alta. Aunque nuestra cohorte tuvo

relativamente pocos episodios de adquisicién de MRSA comprometiendo el analisis estadistico
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de los datos, todos ellos fueron causados por CA-MRSAg. Estos resultados sugieren que las cepas
de CA-MRSAG tienen una capacidad de transmisién mayor o similar, pero no menor, que las
cepas de HA-MRSAgG en el entorno hospitalario. Este hallazgo podria vincularse a un estado de
colonizacidon mas persistente o una relacion mas estable entre la cepa y el hospedador en el
tiempo [221]. Ademas, 2 de 3 infecciones por cepas CA-MRSAg adquiridas en el hospital, fueron
solo detectadas en muestras clinicas con hisopados de portacidn negativos para MRSA, lo que
sugiere la implicancia de diferentes reservorios ambientales en el hospital, como fue reportado
previamente [222].

Las adquisiciones y las descolonizaciones espontaneas de MRSA en la poblacidon de
estudio fueron procesos equilibrados, donde las pérdidas de cepas de MRSA fueron
compensadas por una nueva adquisicidn y la permanencia en el tiempo de algunas cepas. De
esta forma, el 34,6% (9/26) de los pacientes con MRSA importado permanecieron colonizados
[en su mayoria (89%, 8/9) con CA-MRSAG] hasta el alta y el 1,9% (10/534), adquirieron MRSA
(todos CA-MRSAG). En consecuencia, 3,2% (17/534) de los pacientes fueron dados de alta a la
comunidad con MRSA (94% identificados como CA-MRSAg), probablemente con mayor riesgo
de infeccion posteriores luego del alta [193]. Es importante destacar que estas cepas, después
de estar en el entorno hospitalario con una mayor presién de los antibiéticos, pueden aumentar
el reservorio en la comunidad para la diseminacién no sélo dentro de los sitios comunitarios
(hogares, escuelas, guarderias) [221], sino también entre hospitales a través de pacientes con
admisiones multiples [207]. Por lo tanto, para optimizar las estrategias de control de infecciones
para MRSA, las intervenciones deben dirigirse a pacientes de alto riesgo para el transporte de
cepas MRSA para interrumpir la cadena de transmisién entre el hospital y la comunidad. El
desarrollo de estrategias mejoradas para apuntar a esto también dependerd de una mayor
comprension de los diferentes factores (determinantes microbiolégicos-moleculares de las
cepas, interacciones entre bacterias y huéspedes y factores ambientales) que contribuyen al
éxito de estos clones epidémicos.

La epidemiologia molecular de la colonizacidn por MRSA al ingreso reveld que la mayoria
de estas cepas de MRSA pertenecian a los principales clones de MRSA epidémicos diseminados
en Argentina: los dos clones principales CA-MRSA [PFGE tipo I-ST5-IV, 28,3% (spa-t311 y
relacionados, 94,1% SCCmec-1Va, y la mayoria de ellos (70.6%), portaban genes pv/ y sea) y N-
ST30-1V /SWP, 20%, (agr3, spa-t019 y relacionados, 71,4% SCCmec-IVc, todos ellos con los genes
egc-lukED-bbp-cna y 71,4% con genes pvl)] y la variante argentina del clon pedidtrico HA-MRSAg
C-ST100-IVNv (12%, agr2, spa-t002 y relacionados). Al igual que en otros estudios, el perfil de
los genes de virulencia estuvo fuertemente vinculado al background genético de cada cepa [137,

150, 198].
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Estos resultados avalan nuestro estudio anterior sobre las infecciones por MRSA [150], en
el cual, a diferencia de Europa, donde la mayoria de las cepas de MRSA encontradas en la
comunidad son HA-MRSA, particularmente el clon ST22-IV [2, 198], en Argentina como en los
paises de América del Norte, los clones CA-MRSA son endémicos y predominan uno (USA300 en
los EE. UU.) o dos clones (ST5-IV y ST30-IV en Argentina) [2, 150].

Cuando se estratificd por edad, del total de pacientes pedidtricos y adultos, sélo se
detectd una mayor proporcion de colonizacién en pediatria que en adultos para el clon ST5-1Va
de CA-MRSA (2,1% vs 0,4%). Esta preferencia por la colonizacidon en pediatria de este clon
también se detectd previamente para las infecciones HO y CO [150].

En este estudio, demostramos que el 40% de las adquisiciones de MRSA, fueron causados
por el clon CA-MRSA ST5-1Va-PVL*, todos los casos asociados a colonizacién, seguidos por los
clones CA-MRSA: ST30-IVc-PVL* (20%, fueron dos casos y ambos asociados a infecciones
adquiridas con cultivo de portaciéon negativo y muestras clinicas positivas) y el clon CA-MRSA
ST72-IVc-PVL (20%). Es importante destacar que el 44% (4/9) de los pacientes que
permanecieron colonizados durante la estancia hospitalaria, fueron colonizados por el clon CA-
MRSA ST5-IVa PVL* (todos eran nifios) y sélo uno (11%) por el clon CA-MRSA ST30-IVc-PVL*.
Todos estos resultados son comparables con otros estudios [221, 223], sugiriendo un reservorio
ambiental distinto, relacionado a una capacidad de persistencia y por consiguiente de
transmisioén diferentes para cada clon, particularmente en nifos.

En un paciente colonizado e infectado por el clon CA-MRSA ST5-IVa-PVL*, también se
compararon los pares de aislamientos de la herida y de portacién al ingreso y al alta
(aislamientos nasales) mediante la metodologia de secuenciacién del genoma completo (WGS).
Este método confirmd que todos los aislamientos pertenecian al mismo subtipo dentro del
huésped y a lo largo del tiempo, demostrando su persistencia y permanencia con capacidad de
transmision después del alta a pesar del tratamiento antibidtico sistémico con clindamicina.

Ademas, la proporcion de clones MRSA adquiridos en el hospital, detectados en este
estudio son comparables con hallazgos previos de nuestro grupo [150], donde las infecciones
HO en pediatria (definidas segln los criterios del CDC, > 48 h después del ingreso), se asociaron
principalmente con el clon CA-MRSA-ST5-IVa-PVL* (46%) seguido del clon CA-MRSA ST72-IVc
(25%) y la variante argentina del clon pediatrico HA-MRSA ST100-IVNv (12%). En consecuencia,
estos hallazgos indican que el otro clon principal CA-MRSA ST30-IVc-PVL* también ha ingresado
y es adquirido en los hospitales. Estos resultados fueron corroborados en la segunda parte de
esta tesis, cuando se analizaron los clones causantes de infecciones tanto aquellas detectadas

en la comunidad como las detectadas en el hospital a lo largo de todo el pais.
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Es importante destacar que otro hallazgo del presente estudio fue que el clon HA-MRSA,
denominado variante Argentina del clon pediatrico [142, 149, 150], ST100-IVNv [con un SCCmec
estrechamente relacionado con SCCmeclV (2B y 5)] [149], fue uno de los principales clones de
MRSA que colonizaron pacientes en el momento del ingreso. Este resultado respalda la
importancia de la colonizacién como reservorio para la permanencia en el tiempo de este clon
HA-MRSA “escapado” del hospital a la comunidad [149]. Este clon ha causado infecciones
asociadas al cuidado de la salud, tanto en el entorno hospitalario (HAHO), donde permanecid en
el tercer lugar en prevalencia, desde 1998 hasta 2009 y en la comunidad (HACO), antes de la
aparicion del clon CA-MRSA ST5-1Va-PVL*. Ademads, también se lo detecté como el clon principal
(69%) que coloniza a los trabajadores de la salud (n: 126) en un hospital infantil de Paraguay en
2009 (Carpinelli L, Guillén Fretes RM y Sola C, datos no publicados). Por lo tanto, este clon HA-
MRSA, constituye una preocupacion para la salud publica, no sélo en Argentina sino también
para los paises vecinos, teniendo en cuenta todas las caracteristicas del mismo: i) es uno de los
clones principales que colonizan a los pacientes al momento del ingreso, lo que se demuestra
en este estudio, ii) la alta estabilidad en el tiempo en nuestro pais, causando infecciones,
particularmente invasivas [141, 142, 148-150] iii) su capacidad para causar brotes en pacientes
infectados y colonizados [224], iv) su capacidad para expresar el fenotipo h-VISA [149, 225],
junto con el hecho de que la vancomicina todavia se considera la terapia de primera linea para
las infecciones invasivas por MRSA [202], v) Su capacidad para adquirir resistencia a los
antibidticos y nuevos tipos de SCCmec [149, 224].

Entre los restantes clones CA-MRSA que colonizan pacientes al ingreso, el clon R-ST72-
IVc, DD- ST97-1V, USA300 VL-ST8-IV e Y-ST509-1Va representaron el 13,3%, 6,7%, 5% y 1,7%
respectivamente. Todos estos clones se detectaron en nuestros estudios anteriores como clones
menores, causando infecciones de CO y HO en Argentina [149, 150].

Es importante destacar que el clon HA-MRSA cordobés / chileno A-ST5-I siendo el principal
clon HA-MRSA en Argentina sélo represento el 6,7% de los clones de MRSA importados, lo que
respalda la falta de transmisién sostenida fuera de las instalaciones sanitarias de los clones de
HA-MRSA tradicionales [207].

Curiosamente, también detectamos el clon CA-MRSA ST97-IV como un clon menor
colonizando pacientes en el ingreso (n: 5), entre ellos, un aislamiento permanecié colonizando
durante la estancia hospitalaria y otro fue adquirido en el hospital. Estos resultados sugieren
que este clon, el cual esta relacionado con infecciones en el ganado (LA-MRSA) [144], también
se puede transmitir en hospitales de nuestro pais, con el riesgo de adquirir resistencia a los

antibidticos por la exposicién a ellos, y luego transmitirse al ganado, que representa una de las

138



DISCUSION

principales fuentes econdmicas de Argentina. Este hecho destaca a la resistencia antimicrobiana
como un problema mundial de multiples huéspedes [214].

Otro hallazgo importante fue la identificacidn de dos aislamientos que pertenecen a dos
clones epidémicos de MRSA nunca antes reportados en Argentina causando infecciones: el clon
HA-MRSA USA600-AA-ST45-11-t2233 PVL y el clon CA -MRSA W-ST59-IVa-t437 PVL (un
aislamiento cada uno), por lo cual, se recomendaria su vigilancia molecular en el tiempo. El ST45-
Il pertenece a uno de los cinco principales CC de HA-MRSA (CC5, CC8, CC22, CC30 y CC45)
identificados por MLST, que circulan internacionalmente. EI CC45 se detectd en EE. UU., Canada
(ST45-11) y Europa (ST45-1V / V) [2, 226]. Aunque, se han detectado bajos niveles de prevalencia
en la colonizacion o infecciones por MRSA USA600 en los Estados Unidos [227], se asocid con
altas tasas de mortalidad y fracaso terapéutico en bacteriemias y con la capacidad de expresar
el fenotipo h-VISA (mds del 50% de los aislamientos) [228]. El clon ST59, parece ser el linaje CA-
MRSA mas prevalente en el area de Asia-Pacifico (incluyendo Taiwan y Australia) en la
comunidad, aunque también comenzd a propagarse dentro del hospital [2]. En este linaje se
identificaron dos clones epidémicos principales, el clon de Taiwan: ST59-VT-t437 PVL*, con un
alto potencial patégeno que causa enfermedades graves [229], y el clon comensal de Asia y el
Pacifico: ST59-1V / spat437 / PVL’, como un colonizante frecuente de nifios sanos [2, 229].

Las fortalezas de este estudio incluyen el disefio longitudinal prospectivo, la alta
sensibilidad del procedimiento para detectar la colonizacidn en 3 sitios del cuerpo, la extensa
caracterizacién molecular de los aislamientos colonizantes, incluida la deteccién de descargas y
el alcance de la informacién sociodemografica recopilada en Cdordoba, Argentina, que
representa la prevalencia promedio de MRSA del pais [150].

La limitacion mas importante de este estudio es el periodo relativamente corto de
inclusidon en cada centro y, como resultado, el bajo nimero de casos de colonizacion en el
momento de la admisién y el de adquisiciones hospitalarias. Esto ha llevado a un andlisis
multivariado de baja potencia, lo que implica que probablemente no se hayan detectado
algunos factores de riesgo para la colonizacion. Sin embargo, los FR detectados se pueden
utilizar con una eficacia y precisiéon adecuadas para la deteccion. En segundo lugar, realizamos
la caracterizacidn molecular de un sélo morfotipo de colonia de MRSA por sitio corporal y, por
lo tanto, es posible que no hayamos podido detectar subpoblaciones de minorias coexistentes
[230]. Existe evidencia sobre el bajo nivel de diversidad dentro del huésped en el colonizante
recién adquirido, lo que apoya que el analisis de una sola colonia probablemente identifique

grupos estrechamente relacionados de manera confiable en este contexto [230]. Por ultimo, no
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hemos estudiado las redes de transmisién dentro del hospital, por lo que no pudimos saber
cuales son los principales reservorios y rutas de transmisién de CA-MRSAG en el hospital.

Como conclusién de esta primera etapa, es importante destacar, que por medio de la
vigilancia molecular local de la colonizacién por MRSA, este estudio amplia la literatura existente
y proporciona informacién sobre los factores asociados con la portacién de CA-MRSAg en la
comunidad como reservorio para el ingreso al hospital, transmisibilidad, nuevas adquisiciones,
descolonizaciones espontdneas y permanencia de ciertas cepas, resultando un proceso
dindmico de transmisién entre el hospital y la comunidad. Estas contribuciones seran Utiles,
especialmente en nifios, para desarrollar estrategias mejoradas de control de infecciones que
apunten a interrumpir esta cadena de transmision.

En la segunda parte de este trabajo de tesis se procedié a determinar la evolucién clinica
y molecular de las infecciones por MRSA en nuestro pais. Para ello, se llevd a cabo un estudio de
caracter prospectivo multicéntrico a nivel nacional durante el mes de abril de 2015, con la
participacién de 61 hospitales de 20 provincias sumada la Ciudad Auténoma de Buenos Aires.
Este estudio proporciond una descripcién a nivel nacional acerca de la epidemiologia de CA-
MRSAG y HA-MRSAs como causa de infecciones de inicio en la comunidad (CO) y de inicio en el
hospital (HO) en Argentina. Donde el hallazgo de mayor relevancia se dio en las infecciones
detectadas en el hospital, lo que confirmé el desplazamiento de los clones tradicionales ST5-l y
el clon ST5-1V del ambiente hospitalario debido a la diseminacion del clon ST30-IV.

Los MRSA representaron el 51% del total de las infecciones causadas por S. aureus. La
combinacion de los resultados obtenidos por todos los métodos de caracterizacion molecular
utilizados mostré que la mayoria (88,6%) de los MRSA se clasificaron como CA-MRSAg, mientras
que el restante 11,4% como HA-MRSAg. Es importante destacar, que se encontrd una proporcion
significativamente mayor de CA-MRSAg que HA-MRSAg no sélo en las infecciones CO (48% vs
2,8%, respectivamente p < 0,0001) sino que también en las HO (38,6% vs 13,2%,
respectivamente p=0,0009). Esto denota el impacto en la salud publica que ha producido la
entrada de los clones CA-MRSA, al ambito hospitalario, principalmente a causa de la
diseminacion del clon CA-MRSAg ST30-1V, tanto en pediatria como en adultos, desde la regidn
del norte hacia el centro y sur del pais, desplazando como principal causa de infeccién, dentro
de los hospitales al tradicional clon HA-MRSAG ST5-1 (clon cordobés/chileno) y también al clon
CA-MRSAG ST5-1V, el cual, ya habia sido detectado previamente dentro de los hospitales como
segundo clon mas prevalente [150].

A partir del andlisis de sensibilidad a los antibidticos, es importante destacar que, la multi-
resistencia a otros antibidticos ademas de los B-lactdmicos, se produjo exclusivamente en

aislamientos con genotipos HA-MRSAg y el 96,4% de todos los aislamientos CA-MRSAg fueron
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solo resistentes a no mas de un antibidtico no-B-lactdmico. Por lo tanto, la definicién fenotipica
o microbioldgica para diferenciar CA-MRSA [MRSA con resistencia (R) a no mas de un antibiotico
(ATB)] de HA-MRSA, utilizada en la primera etapa de analisis de este trabajo de tesis y en los
laboratorios de microbiologia clinicos fue significativamente asociada con la definicion
genotipica (p<0,0001) y correctamente identificd el 96% de todos los aislamientos de MRSA.
(96% de sensibilidad, 97% de especificidad, 99,7% de valor predictivo positivo y 74,5% de valor
predictivo negativo). Este aporte del trabajo de tesis representa una herramienta muy util
brindada a los laboratorios de Microbiologia clinica de Argentina y posiblemente de paises
limitrofes, para evaluar, en primera instancia, la transmisién de estas cepas, especialmente a
nivel hospitalario, contribuyendo al control de las infecciones de inicio en el hospital. Siempre
es importante la validacién con los métodos moleculares a lo largo del tiempo, para detectar
posibles cambios en el perfil de resistencia a los antibidticos de los diferentes clones, debido a
que S. aureus tiene una gran potencialidad para adquirir resistencia a los antibiéticos después
de la exposicion a los mismos, lo que se produce en mayor medida en el ambito hospitalario.

La entrada de los clones CA-MRSA a los hospitales a partir de un gran reservorio en la
comunidad tiene importantes implicancias clinicas en nuestro pais para el diagndstico vy
tratamiento de las infecciones por S. aureus, ya que para las infecciones detectadas en la
comunidad ya no se podrian utilizar los ATB B-lactdmicos de forma empirica, especialmente en
pediatria. Dentro de las otras opciones, se pudo demostrar el incremento, durante el periodo
2009-2015 de aislamientos sensibles a clindamicina, relacionado a la diseminacién del clon ST30-
IVc desplazando al otro clon CA-MRSA ST5-1V, el cual tiene mayores tasas de resistencia a estos
antibidticos. Estos resultados tienen importantes consecuencias clinicas, ya que la clindamicina
es una excelente opcion terapéutica, con buena biodisponibilidad oral y excelente penetracion
en los tejidos (especialmente en los huesos y los abscesos), tiene mejor sensibilidad in vitro para
cepas CA-MRSA que para cepas de HA-MRSA vy se ha utilizado con éxito en pediatria con
infecciones invasivas por CA-MRSA [231]. Por el otro lado, a nivel hospitalario habria mas
opciones de tratamiento para las infecciones por MRSA, relacionado a dos fendmenos, la
diseminacion en los hospitales de las cepas CA-MRSA que son sensibles a un nUmero mayor de
ATB no-B-lactdmicos que las cepas HA-MRSA, y a la entrada de otro clon CA-MRSA ST30-IVC que
presenta menores tasas de resistencia que el clon CA-MRSA ST5-IVa que habia ingresado
previamente. Sin embargo, no se debe dejar de tener en cuenta la incrementada capacidad
natural de este patdgeno de adquirir diferentes mecanismos de resistencia a antibiéticos.

La sensibilidad a ceftobiprol fue del 98,8% en el total de S. aureus y presenté un 97,7% de
sensibilidad entre las cepas de MRSA, sélo presentando resistencia en 8 aislamientos

pertenecientes al clon HA-MRSAs ST5-1 (cordobés/chileno), el cual tiene el Sccmec I.
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Similarmente, en un estudio [232], donde se analizaron aislamientos 121 aislamientos de MRSA
de diferentes CC, recuperados de Europa, Asia, Africa, America del Norte y America del Sur,
detectaron 96,4% de sensibilidad a ceftobiprol. Sélo 11 aislamientos tuvieron un valor de CIM
de 4 pg/ml, y todos portaban un SCCmec tipo | o lll. Si bien, en ese estudio, 10 aislamientos del
clon cordobés/chileno ST5-1 fueron analizados (7 provenian de Argentina recuperadas entre
2005 y 2007), ninguno tuvo un valor de CIM de 4 pg/ml. La aparicion de cepas resistentes a
ceftobiprol antes que este antibidtico se comenzara a usar en la practica clinica en Argentina
(2017), avala la vigilancia de este tipo de resistencia. Actualmente, el ceftobiprol estd aprobado
para el tratamiento de adultos con neumonia adquirida en el hospital (excluyendo la neumonia
asociada a ventilacién) y neumonia bacteriana adquirida en la comunidad en un gran nimero
de paises incluido Argentina, y esta siendo evaluada en estudios en fase lll, para el tratamiento
de enfermedades invasivas como bacteriemias incluida endocarditis [233], lo que promete ser
una opcidn de importancia para el tratamiento de infecciones invasivas causadas por cepas
MRSA, principalmente por CA-MRSA en nuestro pais.

Del total de las cepas MRSA (n:341) sélo una, presento resistencia a mupirocina con un
valor de CIM>1024 ug/ml, relacionado a la adquisicion del gen mupA, posiblemente alojado en
un pldasmido que favorece su diseminacién [173]. Esta resistencia de alto nivel fue detectada en
una cepa CA-MRSA genotipificada como N-ST30-1V-t019, en un paciente de 8 afios de edad que
presentaba una infeccién de inicio en la comunidad (CO) de piel y partes blandas caracterizada
como celulitis, el paciente no habia tenido contacto previo con el hospital y tampoco habia
recibido tratamiento antibiético en el afio previo. Este hallazgo fue de interés, debido a que si
bien se detectd sélo en un paciente del total analizado (0,3%), mupirocina es el antibidtico tdpico
mas utilizado para erradicar la portaciéon nasal de los pacientes colonizados. Como este
mecanismo de resistencia se transmite horizontalmente mediante un MGE (plasmido), el uso
indiscriminado de esta droga podria favorecer la seleccion de cepas que hayan adquirido el
pldsmido y asi llevar a un aumento en la resistencia [234]. De esta manera, facilitaria la
diseminacion en nuestro medio de estas cepas resistentes, ain en aquellos pacientes sin
contacto previo con el antibidtico. Este hallazgo presenta similitud con un trabajo publicado en
Brasil [235], donde se analizaron 100 aislamientos de S. aureus recuperado de hisopados nasales
y lesiones de piel de 90 pacientes pediatricos donde el 24% fueron MRSA. Entre ellos se
detectaron 8 aislamientos con resistencia de alto nivel a mupirocina (CIM>1024 pg/mL) y cuatro
de ellos pertenecieron al clon ST30-IV. Similarmente, en un estudio realizado en un hospital
pediatrico de Australia [236], s6lo 1/100 aislamientos de MRSA presentd resistencia a
mupirocina y pertenecia al linaje ST30-IV. Estos resultados podrian sugerir una posible

asociaciéon entre este linaje ST30-1V y la resistencia a mupirocina. Sin embargo, en otro estudio

142



DISCUSION

realizado en hospitales de Kuwait [237], donde se analizaron 400 aislamientos de MRSA, se
obtuvo un 5,2% de resistencia a mupirocina y estuvo asociada principalmente a los linajes ST-5-
Il (clon New vyork/Japdn), ST8-IV (relacionado al USA300) y ST239-lll (clon Brasilero), 11
aislamientos pertenecientes al ST30-1V, fueron sensibles a mupirocina. La resistencia a
mupirocina detectada en nuestro estudio, junto con los trabajos antes expuestos, refuerza la
necesidad de la vigilancia de la resistencia a este antibidtico tdpico en nuestro medio.

La cobertura nacional de este estudio, permitid seguir evidenciando profundas diferencias
regionales, en la proporcion de MRSA entre el norte, centro y sur del pais (72,9% vs 48,4% vs
25,6%, respectivamente). Esta diferencia regional entre las proporciones de MRSA estuvo
asociada a la propagacion de las cepas CA-MRSAg desde el Norte hacia el Sur (66% vs 43% vs
19,2%, respectivamente). Entre probables factores que podrian estar involucrados en Ia
continuacién de la propagacién de las cepas CA-MRSAg en la regidon norte de Argentina se
pueden enumerar: nivel socioecondmico mas bajo (bajo condiciones de hacinamiento) [150,
207], junto con una menor cobertura de salud y condiciones climaticas favorables (clima mas
calido y humedo) que favorece una mayor densidad de estas cepas en la piel [150].

A diferencia del estudio llevado a cabo en el afio 2009 [150], en este estudio (2015), las
diferencias regionales en las proporciones de genotipos CA-MRSAg estan relacionadas a la
diseminaciéon del clon ST-30-IVc tanto en la region del Norte como en el Centro y Sur
desplazando al Clon HA-MRSAg ST-5-IVa. Este fendmeno, curiosamente ocurrié a la inversa en
Nueva Zelanda, donde el clon ST-30-1V, el cual se mantuvo como el clon CA-MRSA mas
prevalente por dos décadas [238, 239], fue desplazado, por un clon de CA-MRSA de linaje ST5-
IV-t002 PVL™ [240], como la causa mds comun de infeccidn por CA-MRSA en Nueva Zelanda.
Coincidentemente en otro estudio demostraron que la proporcion de ST5-IV aumentd
significativamente, de 0,3% en 2005 a 34,7% en 2011 (p<0,0001). En este estudio los pacientes
con infecciones por CA-MRSAg eran significativamente mas jévenes, pertenecian a poblaciones
aborigenes (Maories o pacificos) y residian en algun vecindario de bajos recursos [241].

En forma concidente con otros estudios [2, 11, 242] se detectaron diferencias por grupo
etario, con una mayor proporcion de MRSA en pediatria (59%) que en adultos (46,3%),
relacionada con la mayor proporcién de CA-MRSAg en pediatria (55,8%) que en adultos (38,8%).
Con respecto a asociaciones de clones con grupos etarios, en el proyecto de infecciones
realizado en 2009, se identificé en las infecciones de la comunidad, una asociacién del clon ST30-
IV con la poblacién adulta, mientras que el clon ST5-IV estuvo mayormente asociado a pediatria
en el hospital [150]. En este estudio, el clon ST30-IVc fue el mas prevalente (62,5%) asociado a

Pediatria, seguido por el clon CA-MRSA ST-5-1Va. En cambio el clon Clon ST-5-I, estuvo asociado
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a pacientes adultos. De acuerdo a este andlisis se podria concluir, que en nuestro pais, el clon
ST30-1V evoluciond primero en la comunidad en pacientes adultos para diseminarse luego en
los hospitales tanto en pediatria como en adultos. Las asociaciones entre los genotipos de S.
aureus y la edad del paciente fue descrita en ciertos linajes MSSA (CC5 o CC45) [243], y en
algunos clones de MRSA [241, 244, 245], por ejemplo, en Nueva Zelanda, el clon ST30-IV estuvo
mayormente asociado a adultos, mientras que el ST5-IV-t002 tuvo una mayor asociacién con
pediatria.

Por otro lado, considerando el origen de las infecciones, en este trabajo de tesis se
identific, tanto en las infecciones de la comunidad como en el dmbito hospitalario, el
desplazamiento del clon CA-MRSA ST5-1Va-t311, por parte del clon ST30-IVc, en las diferentes
regiones, en pediatria y adultos. En el ambito hospitalario, el clon CA-MRSA ST30-1Vc, también
desplazé al clon HA-MRSA ST5-1 cordobés/chileno como principal causante de infecciones
hospitalarias en adultos (40,2% vs 17,6%, respectivamente). Estos resultados implican la entrada
del clon CA-MRSA ST30-1V al dmbito hospitalario, con significativa mayor proporcién en pediatria
gue en adultos, desplazando al clon HA-MRSA Cordobés-Chileno ST5-1 y también al CA-MRSA
ST5-IV.

Al realizar un andlisis longitudinal entre el proyecto de infecciones llevado a cabo en 2009
y el que forma parte de los resultados de la segunda parte de este trabajo de tesis (resultados
de la etapa ll, afio 2015), se evidencié que en los 6 afios transcurridos, las proporciones de MRSA
en Argentina permanecieron sin cambios significativos (55%, 2009 vs 51%, 2015). Con este
trabajo, se ha demostrado que este fendmeno es la consecuencia de dos evoluciones
significativas en sentidos contrarios, por un lado la disminucién en la proporcién de infecciones
causadas por HA-MRSAG (16% en 2009 vs. 5,8% en el 2015, p < 0,0001), y por el otro, un aumento
de aquellas producidas por CA-MRSAg (39%, 2009 a 45,2% en el 2015). Esta situacidn, estuvo
relacionada a la diseminacion del clon CA-MRSA ST-30-1Vc, tanto en la comunidad como en el
hospital, en pediatria y en adultos. El hallazgo de mayor relevancia, ocurrié en el ambito
hospitalario donde, el clon ST30-IVc desplazdé al clon HA-MRSA ST5-1 (particularmente en
adultos) y también al clon CA-MRSA ST5-1V en la poblacién pediatrica, especialmente en el
centro del pais.

Esta evolucion tiene importantes consecuencias a nivel de la resistencia a los antibiéticos
y consecuentemente en el establecimiento de los tratamientos empiricos en Argentina. Durante
el periodo 2009-2015 se demostrd una disminucién de la proporcién de aislamientos resistentes
a ciprofloxacina (24% vs. 14%, p=0,0014), eritromicina (39,7% vs. 16,4%, p<0,0001), clindamicina
(36,3% vs. 16,0%, p<0,0001), y gentamicina (39,7% vs. 22,3%, p=0,0001). La disminucion

significativa de las tasas de resistencia a eritromicina y clindamicina detectadas entre las
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infecciones de inicio en la comunidad estuvo asociada al desplazamiento del clon ST5-1Va por el
clon ST30-1V, que expresa significativa menor resistencia a macrélidos y lincosaminas. A nivel
hospitalario, la disminucién de las tasas de resistencias a ciprofloxacina, eritromicina,
clindamicina, gentamicina y rifampicina estdn asociados, a dos fenémenos, por un lado, al
desplazamiento de los clones HA-MRSA por los clones CA-MRSA (con tasa de resistencia a la
mayoria de los antibioticos significativamente menores) y por el otro a la entrada al ambiente
hospitalario del clon CA-MRSA ST30-IV con tasas de resistencia a eritromicina y clindamicina
significativamente menores que el clon CA-MRSA ST5-1V, que habia ingresado previamente.
Con el objetivo de analizar los clones de MRSA que estan colonizando a pacientes sanos y
aquellos que estan causando infecciones se compararon los tipos y proporciones de los clones
de MRSA en pacientes colonizados (n: 60) en el ingreso a instituciones hospitalarias de Cérdoba
(proyecto octubre-diciembre 2014, etapa I) con aquellos infectados por MRSA (n: 21) en la
provincia de Cérdoba (proyecto abril 2015, etapa Il). Se pudo constatar que los clones de MRSA
gue colonizan a los individuos, son los mismos que luego les causan infecciones, manteniéndose,
en la mayoria de los casos, en proporciones comparables en ambos estados. Este resultado,
estaria de acuerdo con otros estudios que sostienen que la colonizacién por MRSA es un
conocido factor de riesgo para producir infecciones enddgenas subsiguientes [193, 204, 246].
Curiosamente, el clon ST-30-IVc-t019 se encontrd en una proporcidn significativamente mayor
causando infecciones que colonizando, lo que avalaria la hipdtesis que el clon ST30-IVc utilizaria
otras vias de transmision, tanto en los hospitales [247-250], como en la comunidad [112, 221],
ademas de la colonizacidn e infeccién enddgena. En cambio, para el clon I-ST5-1Va-t311 ocurrid
lo contrario, donde se lo detectd en mayor proporcidon como colonizante que infectante, lo que
podria indicar que algunos clones presentan mayor capacidad para colonizar que para infectar,
utilizando esta caracteristica como una estrategia de diseminacién o permanencia en el tiempo.
Por lo tanto, a través de diferentes vias, los resultados de este trabajo de tesis, sugieren
que el clon ST30-IVc, utiliza otras vias de transmisién, ademas de la enddgena, basandonos en
los siguientes hallazgos: i) en los resultados del proyecto de colonizacién 2014 (resultados
relacionados a la etapa 1), donde de seis casos de infecciones, 3 fueron causadas por el clon
ST30-1V (1 infeccion CO y 2 HO) y en los tres casos los hisopados de colonizacion fueron
negativos, ii) los resultados obtenidos del proyecto de infecciones 2015 (resultados relacionados
a la etapa Il) detectamos un caso de infeccion por el clon ST30-1V en un paciente con resistencia
de alto nivel a mupirocina sin haber tenido contacto previo con el hospital ni con el antibiético
y iii) en la comparacion de los aislamientos tanto de colonizacién (2014) como de infeccion
(2015) en la provincia de Cdrdoba, el clon ST30-1V se encuentré produciendo una proporcion

significativamente mayor de infecciones que de colonizaciones.
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En la tercera etapa del presente trabajo de tesis, nos propusimos analizar caracteristicas
moleculares patogénicas y evolutivas, que pudieran de alguna manera abordar las capacidades
diferenciales de diseminacidn de estos clones de MRSA.

En primera instancia, se propuso analizar la evolucién molecular del CC5 en nuestro pais,
ya que en los ultimos 20 anos, los MRSA pertenecientes al CC5, se encuentra entre los clones
mas prevalentes causando infecciones asociadas al hospital en el hemisferio occidental [2, 11,
144]. En América Latina [180], y particularmente en Argentina, los clones del CC5 han sido, desde
los primeros reportes por parte de nuestro grupo de investigacidn, los principales responsables
de las infecciones tanto nosocomiales, particularmente relacionado a la emergencia y
diseminacién de los clones HA-MRSA cordobés/chileno (A-ST5-I-t149) y la variante argentina del
clon pediatrico (C-ST100-1VNv-t002) [141, 142], a partir de la emergencia y diseminacion del clon
CA-MRSA |-ST5-IVa-t311. Para analizar las caracteristicas moleculares de este linaje en nuestro
pais, que podrian estar involucradas en este comportamiento evolutivo, utilizamos el
secuenciamiento de genomas completos (WGS) en un grupo de 20 aislamientos representativos
de todo el pais pertenecientes al CC5 en un periodo comprendido desde 1999 hasta 2014.

El andlisis filogenético, identific6 dos clados o grupos bien diferenciados, uno
correspondiente a los aislamientos asociados al hospital (HA) y otro a los aislamientos asociados
a la comunidad (CA), indicando que ambos clados tuvieron un origen de emergencia diferente,
uno asociado al dambito hospitalario y el otro asociado a la comunidad, lo cual coincide y
confirma los resultados de estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion [141,
148-150], utilizando los marcadores moleculares tradicionales. A través de los resultados
obtenidos con el andlisis evolutivo o del “reloj molecular”, se pudo inferir que ambos clones HA-
MRSA (ST100-IVNv y el ST5-1) derivan de un posible ancestro comun desde el afio 1956, que dio
origen a la emergencia, primero al HA-MRSA ST100-IVNv aproximadamente en 1979 y luego con
el tiempo, al clon cordobés/chileno (A-ST5-I-t149) en el afio 1992.

Por el otro lado, a partir del ancestro comun de 1937, probablemente derivd un precursor
MSSA en 1991 a partir del cual, en 1996 dio origen a la emergencia de los clones CA-MRSA |-ST5-
IVa-t311 en nuestro pais causando brotes epidémicos en las diferentes regiones [149, 150]. Es
importante denotar que en 1998, hay una expansion del clado de CA-MSSA, posterior a la
emergencia de los clones CA-MRSA en 1996, esto podria explicar que los CA-MSSA estan en
continua expansién y las cepas CA-MRSA emergen continuamente a partir de estas cepas
exitosas de CA-MSSA. Si bien, estos datos explican y concuerdan con los datos reales de como
ha sido la emergencia de los clones epidémicos de MRSA pertenecientes al CC5 en nuestro pais
(primero los HA-MRSA y luego los CA-MRSA), difieren con los resultados de un estudio

recientemente publicado [184], realizado con aislamientos del CC5 en América Latina, donde los
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clones CA-MRSA de Argentina ST5-1Va-t311 forman parte de un clado denominado basal con
expansion previa a los aislamientos del clon cordobés/chileno (ST-5-1-t149) y la variante del clon
pediatrico (ST100-IVNv-t002) los cuales se agrupan en un clado denominado CC5-I. No obstante,
los autores del trabajo concluyen que la estructura geografica de CC5 por pais o region puede
brindar una delineacidn mas precisa en los patrones de propagacién de los clones, como sucede
con los resultados de este trabajo.

Por otro lado, se analizaron los perfiles de genes de virulencia de los aislamientos, a partir
de un ensamblado de novo, en el cual se considerd el conjunto de genes que codifican para
proteinas hipotéticas relacionadas a factores de virulencia alojados tanto en el genoma core,
regiones variables y elementos genéticos méviles (MGEs). El perfil de factores de virulencia de
las cepas CA se diferenciaron del HA principalmente por la presencia de los genes sea y sep,
codificantes para las enterotoxinas A y P, al igual que los genes lukF y lukS, los cuales codifican
para la leucotoxina PVL. En este trabajo, se ha determinado que estos genes estan codificados
en un fago del grupo de la integrasa ¢Sa2, denominado phiSal19, el cual no se encuentra en
los clones HA, los cuales presentan otro fago del mismo grupo @Sa2 pero diferente al fago
phiSal19. Este hallazgo sugiere que la adquisicidon de este fago con los genes sea, sep, IukFy
lukS por el ancestro MISSA podria ser un hecho evolutivo que facilité la diseminaciéon del grupo
CA en la comunidad. A su vez, en todos los aislamientos (tanto HA como CA), se detecté el gen
scn codificante del inhibidor del complemento de Staphylococcus (SCIN), el gen sak codificante
de la Staphyloquinasa, la leucocidina DE (lukED), el sideréforo sderE, las enterotoxinas Ny O (sen
y seo) y el modulador del receptor de quimioquinas bacterianas CHIPS (chp) (tipo IEC-B: scn, sak
y chp) excepto en los aislamientos MSSA 0298 y el cercanamente relacionado HA-MRSA 0037
(C-ST100-IVnv), en el cual se detectd que tienen un tipo diferente de IEC, el IEC-E (scn y sak),
posiblemente relacionado a otro fago de la familia @Sa3. Por lo cual, esto podria ser una
diferencia evolutiva, que ayudo a la seleccién y diseminacién de este clon desde su divergencia
del ancestro comun con el otro clon HA-MRSA ST5-I.

El andlisis del resistoma, también fue llevado a cabo a través de un ensambado de novo,
a través de éste, se buscd, mediante una base de datos publica, todos aquellos genes o SNP en
genes involucrados en resistencia antimicrobiana (resistoma mutacional), alojados tanto en el
genoma core como en el genoma accesorio. Todos los genes que fueron detectados a través del
ensamblado de novo, coincidieron con los mecanismos de resistencia detectados a través del
antibiograma, excepto en dos casos: 1) en el aislamiento CA-MRSA 3296, el cual segun fenotipo
presentaba el mecanismo MLSBi que confiere resistencia inducible a clindamicina y eritromicina,
pero no se encontrd por WGS ninguno de los genes erm, responsable de dicho mecanismo. No

obstante, se realizd una busqueda por PCR (ermA, ermB, ermC y msrA), obteniendo el producto
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de amplificacidn positivo para ermC, validando los resultados fenotipicos; 2) el otro caso que
presentd discordancia entre los dos métodos fue la resistencia fenotipica a amikacina (Akn) del
aislamiento 1710, en el cual el gen aph-3 no fue detectado por WGS, posible gen responsable
de dicha resistencia. Se debe tener en cuenta que este fenotipo de resistencia también se puede
explicar por una sobre-expresion del gen aacA-aphD, que si esta presente en ese aislamiento.
Sin embargo, en un estudio realizado en Europa, se predijo falsamente para amikacina que 21
aislamientos eran resistentes en base a la presencia del gen de resistencia a la kanamicina aphA-
3 yaadD [251]. En otro estudio, se ha detectado que la presencia de estos dos genes de enzimas
modificadoras de aminoglucésidos son indicadores deficientes de la resistencia a la amikacina
[252]. Tanto nuestros resultados como los descriptos [251, 252], demuestran la importancia del
analisis fenotipico, el cual, en esta instancia no se podria sustituir por el andlisis dirigido a la
busqueda de genes involucrados en resistencia antibidtica (resistoma). En principio, la
secuenciaciéon del genoma completo (WGS) puede predecir la resistencia fenotipica
directamente de un genotipo, reemplazando las pruebas de laboratorio. Sin embargo, la
contribucion de diferentes métodos de bioinformdtica a las discrepancias entre genotipo y
fenotipo no se ha explorado sistematicamente hasta la fecha. En un trabajo publicado
recientemente en el Reino Unido [253], se compararon tres métodos bioinformaticos basados
en WGS, para predecir la presencia/ausencia de 83 diferentes determinantes de resistencia y
sensibilidad antimicrobiana general en 1379 aislamientos de S. aureus previamente
caracterizados por métodos de laboratorio estdndar. La prediccion de sensibilidad
antimicrobiana genotipica coincidié con el fenotipo de laboratorio en 98,3% (14224 / 14464) de
casos [2720 (18,8%) de resistencia, 1374 (9,5%) sensibles]. En un estudio multicéntrico realizado
también en Europa [251], se realizaron un total de 5288 predicciones in silico de
resistencia/sensibilidad y se compararon con los resultados de referencia de EUCAST. De éstos,
se pronosticd6 que 1075 eran resistentes, en comparacion con 1050 fenotipicamente
identificadas como resistentes por un laboratorio de referencia, con una concordancia
observada para 5213 (98,6%) de las pruebas individuales.

Otro de los analisis realizados por la metodologia del WGS, estuvo dirigido a la
caracterizacién del SCCmeclVNV correspondiente al clon HA-MRSA C-ST100-IVNv-t002,
representado por el aislamiento 0037, descripto por nuestro grupo de investigacion [141, 142].

Se obtuvo la secuencia completa a partir de la base publica NCBI (del inglés “The National
Center for Biotechnology Information”) del SCCmec de la cepa MRSAzn47, la cual fue descripta en
Suiza en 2007 [186], con el fin de comparar los SCCmeclVNv de ambas cepas (0037 vs MRSAzua7).
La principal diferencia entre estas cepas estuvo dada por un lado, por la presencia de una

proteina de funcidén desconocida pero que presenta dominios de nucleasa en el aislamiento
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0037, mientras que en la cepa MRSAz147 Se encuentran las proteinas hipotéticas ZH02-11, asi
como también la recombinasa ccrC, ausentes en el aislamiento 0037 (Figura 32). Estos
resultados, permitieron finalmente describir en forma completa el SCCmeclVNV del clon HA-
MRSA C-ST100-IVNv-t002 y sembrar las bases para la busqueda de nuevas variantes del mismo,
donde en el presente estudio de infecciones 2015 llevado a cabo por nuestro grupo de
investigacion, se han identificado aislamientos del clon HA-MRSA C-ST100 en los cuales, no se
ha podido amplificar ninguno de los tipos conocidos de complejos mec y ccr, sélo el gen mecA
fue detectado. Estos aislamientos, hasta el momento, son identificados como “no tipables”
(SCCmecNT), por lo cual, seria indispensable utilizar la metodologia del WGS para poder
caracterizar estos nuevos cassettes.

A modo de conclusién, el andlisis por WGS, permitid indagar con mayor profundidad sobre
la posible emergencia de los clones pertenecientes al CC5, los cuales conforman el grupo de
clones mas importantes en nuestro medio, identificando un posible ancestro comun a los clones
HA-MRSA y CA-MRSA que data del afio 1937 y sus cambios evolutivos que llevaron a la
emergencia de los principales clones epidémicos de Argentina con expansiones probables para
los clones HA-MRSA a partir de 1951 y a partir de 1990 para los clones CA-MRSA. De la misma
manera, el WGS permitié caracterizar el SCCmec IVNV vy diferenciarlo con el anteriormente
descripto SCCmeclV (2B&5) identificado en la cepa MRSAzua7.

En la ultima etapa de este trabajo de tesis, también se planted analizar posibles
estrategias patogénicas que podrian ayudar en la diseminacién diferencial en la comunidad u
hospital de estos clones de MRSA. Para esto, se analizd la virulencia comparativa entre los clones
HA-MRSA y CA-MRSA mas frecuentes en nuestro pais, en un modelo invertebrado. Se eligi6 a
Galleria mellonella, debido a que presenta una serie de ventajas, respecto a los modelos
animales en mamiferos, como el hecho de que por ser un invertebrado, G. mellonella no esta
sujeta a las limitaciones éticas de los modelos de mamiferos. Ademas, las larvas se pueden
mantener facilmente, se pueden infectar mediante inyeccién sin anestesia, someterse a un
tratamiento previo con inhibidores quimicos y mantener la incubacién a 37 °C, temperatura a la
cual ocurren las infecciones en el ser humano, y mds aun, un sistema inmunolégico que si bien
carece de inmunidad adaptativa, presenta un sofisticado sistema de defensa celular y humoral
que incluye la produccidn de péptidos antimicrobianos [93].

Se eligieron los clones CA-MRSA mas prevalentes de nuestro pais: ST5-1Va (Clon CA-MRSA
Argentino) y ST30-IVc (Clon Southwest Pacific), asi como también el clon USA300 (ST8-IV) con el
fin de poder utilizarlo como control de clon CA-MRSA internacional y comparar su virulencia ya
que es el clon mas prevalente en los Estados Unidos como causante de infecciones tanto en la

comunidad como en el ambito hospitalario. De la misma manera, se eligié el clon HA-MRSA mas
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prevalente en Argentina: ST5-I (Clon Cordobés/Chileno), asi como también el clon ST239-1IIA
(Clon Brasilero/Sudamericano), que si bien no se encontré como clon prevalente causando
infecciones, se utilizd como control de clon internacional HA-MRSA.

Al analizar las curvas de K-M del grupo de clones CA-MRSA 11 (ST5-IVa) vs N4 (ST30-IVc)
vs USA300 (ST8-1V) y los clones HA-MRSA A1 (ST5-l) vs B1 (ST239-lllA), no se encontraron
diferencias significativas entre los clones del grupo CA-MRSA p=0,803, lo que evidencidé que si
bien el clon N4-ST30-IV matdé mas rapidamente en las primeras 24 hs que los restantes clones
CA-MRSA, el clon USA300-ST8-1V, termind matando mas individuos al finalizar el estudio,
seguido por el clon 11-ST5-IV. De la misma manera, tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los clones del grupo HA-MRSA p=0,380 con sobrevidas comparables entre los
clones A1-ST5-1 y B1-ST239-1lIA, tanto las primeras 24, 48 y 96 hs.

Al analizar el grupo de CA-MRSA vs el de HA-MRSA mas prevalentes de Argentina, se
encontrd que los clones CA-MRSA mataron un numero significativamente (p<0,0001) mayor de
individuos que los clones HA-MRSA. Estos resultados, estarian de acuerdo con estudios previos
gue sostienen que, en contraste con las cepas HA-MRSA, que fueron detectadas por primera vez
en los hospitales y han afectado a los pacientes con factores de riesgo asociados a la atencién
de la salud, estos genotipos CA-MRSA tienen la capacidad de infectar a las personas jévenes
previamente sanas fuera del ambito hospitalario [202], lo que sugiere una mayor virulencia y
“fitness” o aptitud. Diferentes investigaciones revelaron que la mayor virulencia y fitness es
multifactorial y relacionada con: i) la adquisicion de nuevos genes en elementos genéticos
moviles, tales como los staphylococcal cassette chromosome mec mds pequefios (SCCmec)
como los tipos IV o V, el fago que codifica a la Panton-Valentine leucocidina (PVL) o, en el caso
del clon USA300, el elemento mdévil del catabolismo de la arginina (ACME) y ii) el aumento de la
expresion de toxinas codificadas en el genoma, incluyendo las modulinas solubles en fenol y la
alfa-toxina [254]. Tanto el clon CA-MRSA ST5-IVa (sea-seP-pvl en un fago del grupo de la
integrasa @Sa2, denominado phiSal19, identificado en este trabajo de tesis) como el ST30-1Vc
(egc-lukDE-bbp-cna) adquirieron evolutivamente caracteristicas patogénicas que favorecen este
mayor “fitness” y avalan los resultados detectados en el modelo de G. mellonella. Esto podria
sustentar en parte el comportamiento de estos clones CA-MRSA en nuestro medio, desplazando
a los clones HA-MRSA, lo que produce un gran impacto en salud publica debido a las infecciones
que producen en seres humanos desde su emergencia en la comunidad y como causa actual de
las infecciones en el ambito hospitalario.

Por otro lado, en un estudio [255], en el cual se compararon clones HA-MRSA [ST22-1V

(EMRSA-15), ST36-1l (EMRSA-16) y ST239-1lI] vs clones CA-MRSA [ST1-IV (PVL* USA400), ST1-IV
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PVL"), ST8-IV (USA300), ST22-IV (PVL*), ST30-1V, ST59-1V y ST80-1V], observaron, que las muertes
de las larvas variaron significativamente segun el clon (p<0,001), y la muerte global fue mayor
para HA-MRSA en comparacion con los clones CA-MRSA (p=0,007).

A su vez, otro estudio realizado, en el modelo invertebrado C. elegans demostré, que las
cepas CA-MRSA eran mas virulentas que las HA-MRSA, con mayor actividad nematocida en las
cepas de CA-MRSA (0,776 vs. 0,506, p=0,0005). Ademas, los clones CA-MRSA ST8 y ST1 fueron
significativamente mds virulentos que un grupo de cepas CA-MRSA de linajes ST88, ST80, ST85,
ST30 y ST5 [256]. Por lo tanto, nuestros resultados sumados a los antes expuestos desde la
literatura internacional, denotan las dificultades para extrapolar los fenotipos clinicos con los
ensayos de virulencia realizados en el laboratorio.

Como conclusidn final, en este trabajo de tesis, fue posible abordar 3 aspectos cruciales
referidos a S. aureus, la portacién, las infecciones y la evolucién del complejo clonal mas
importantes en nuestro pais.

Estos tres aspectos fueron abordados en tres partes o etapas, donde en la primera etapa,
se indago sobre la epidemiologia molecular y factores de riesgo para la portacién de MRSA,
considerando los genotipos CA-MRSA y HA-MRSA, en el momento del ingreso hospitalario y su
relacion con las infecciones hospitalarias. Los resultados de esta primer parte destacan la

importancia de la comunidad (en particular, los nifios de 1 a 18 afios) como el principal
reservorio de colonizacién de los clones principales de CA-MRSA en Argentina: ST5-IVa PVL" y

ST30-IVc PVL*. También se demostrd que estos clones, realmente se adquiereny probablemente
se transmiten, causando infecciones adquiridas en los hospitales. Estas infecciones HO son
prevenibles y, por lo tanto, son objetivos para un programa de control de infecciones no sélo en
el hospital sino también en la comunidad.

A su vez, en una segunda etapa se analizaron las infecciones causadas por S. aureus, con
una prevalencia de MRSA del 51%, representado principalmente por cepas CA-MRSA siendo el
clon ST30-IV el que se encontré en mayor proporcién, en pediatria y adultos, tanto en la
comunidad como en el hospital. En el andlisis longitudinal 2009-2015, el hallazgo de mayor
relevancia se evidencié en las infecciones HO, donde se demostré el desplazamiento tanto del
clon HA-MRSA ST5-1, como el clon CA-MRSA ST5-1V del ambiente hospitalario principalmente en
la poblacién adulta, debido a la diseminacidn del clon ST30-IV. Este fendmeno conduce a un
mayor espectro de opciones terapéuticas debido a las tasas de resistencia a los antibidticos
significativamente menores en el ambiente hospitalario.

En la tercer etapa de esta tesis, se investigd la evolucion molecular del complejo clonal 5

usando WGS, donde se confirmd un ancestro comun MSSA que data de 1937, el cual dio origen
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a la emergencia por un lado de los clones MRSA en el ambito hospitalario (HA-MRSA) y por el
otro a los clones MRSA en la comunidad (CA-MRSA). El hallazgo de mayor relevancia, fue que se
pudo detectar que, en la comunidad el ancestro MSSA evolucioné adquiriendo variaciones
genéticas que posiblemente facilitaron su diseminacidn, como genes codificantes de factores de
virulencia como pvl, sea y sep, todos codificados en un fago del grupo ¢Sa2 llamado phiSal119,
el cual hasta el momento no ha sido descripto en este complejo clonal. Ademas, se logré
caracterizar la nueva variante del SCCmec-1V, identificada previamente por nuestro grupo de
investigacion.

Finalmente, se indagd sobre la virulencia comparativa entre los clones CA-MRSA y HA-
MRSA de nuestro pais usando el modelo de invertebrado G. mellonella, donde se seleccionaron
aislamientos pertenecientes a los clones CA-MRSA y HA-MRSA prevalentes en nuestro pais,
donde los clones CA-MRSA mas prevalentes en nuestro pais I-ST5-1Va-t311 y N-ST30-1Vc-t019,
presentaron una mayor virulencia comparada con los clones HA-MRSA A-ST5-1-t149 y B-ST239-
I11A-t037.

A partir de los resultados expuestos en este trabajo de tesis, por un lado se pudo aportar
informacidn genuina de importancia para ayudar al entendimiento de la evoluciéon de los clones
epidémicos de Staphylococcus aureus que circulan en nuestro pais causando infecciones tanto
en los hospitales como en la comunidad y su relacién con la resistencia a los antibidticos.
Consecuentemente, se proporcionan datos que permiten el planteamiento de estrategias para
el control y transmisién de este patdgeno tan importante, asi como para el control de la

resistencia a los antibidticos a nivel mundial.

152



MATERIALES Y METODOS

10. MATERIALES Y METODOS

A continuacién se describe la metodologia utilizada para los procedimientos

experimentales que involucran a la etapa |

10.1 Etapal |

Analizar las implicancias de la colonizacion por CA-MRSAs, comparativamente con la
colonizacion por HA-MRSAc y MSSA, en los pacientes que se hospitalizan en instituciones
asistenciales de ciudad de Cérdoba (Republica Argentina).

10.1.1 Diseiio del estudio

Se realizd un estudio de cardcter prospectivo y de tipo multicéntrico, descriptivo y
comparativo desde el 22 de septiembre al 22 de diciembre de 2014 en ocho instituciones
médicas de Cérdoba, Argentina: 7 en la ciudad de Cdrdoba y 1 en la ciudad de Rio Cuarto.
Participaron los hospitales de nifios (3), adultos (3) y generales (2) (pediatria / adultos, con salas
de atencidn pediatrica separadas de las de atencion de adultos). Se evalué la prevalencia de
colonizacion por S. aureus y MRSA en el momento del ingreso, el riesgo de adquisicion de MRSA
por 1000 pacientes / dia en riesgo, las descolonizaciones espontaneas durante la estancia y la
prevalencia en el alta hospitalaria en todos los hospitales. Se utilizaron los datos agregados de
ocho hospitales para identificar los factores de riesgo y para las comparaciones entre grupos de
edad. Para estimar las nuevas adquisiciones y colonizacidn al alta, se limitd el analisis a los
pacientes ingresados por 23 dias. Para los pacientes con admisiones multiples, sélo se incluyé la
primera admisién en el analisis.

La implementacidn de un programa de control de prevencién de infecciones y el
cumplimiento de las precauciones de contacto para pacientes con infeccién o colonizacién por
MRSA conocida o sospechada dependian del comité de control de infecciones de cada hospital.
En la mayoria de estos hospitales, se realizé un uso mas selectivo de las precauciones de
contacto, especialmente para pacientes con heridas de drenaje o diarrea infecciosa, o para
actividades de atencion al paciente de alto riesgo, con énfasis en la higiene de las manos, el bafio
de pacientes con clorhexidina y la higiene ambiental. El aislamiento de pacientes con infeccidon
o colonizacién por MRSA conocida o sospechada en habitaciones individuales dependia de la
disponibilidad de habitaciones individuales. La descolonizacion no se realizé de forma rutinaria.

El Equipo de Trabajo de cada Hospital, estuvo integrado por:

a) Responsable/s de los procesamientos Microbioldgicos

b) Responsable Médico, el cual tuvo la libertad de incorporar a otros profesionales del

centro, interesados en trabajar en el mismo como el enfermero de control de Infecciones.
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Las instituciones participantes fueron las siguientes: Hospital Infantil Municipal De
Cérdoba, Hospital Militar De Cérdoba, Hospital Guillermo Rawson Hospital, Hospital De
Urgencias, Hospital Pediatrico Del Nifio Jesus, Hospital De Niflos De La Santisima Trinidad De
Cérdoba, Hospital Misericordia Y Clinica Regional Del Sud—Rio Cuarto

Las instituciones participantes se detallan a continuacién:

N° ESPECIALIDAD N° CAMAS | Admisiones | N° Aislamientos
en 2014
H1 PEDIATRIA/ADULTOS 106 6520 499
H2 PEDIATRIA 70 2280 179
H3 ADULTOS 36 1930 56
H4 ADULTOS 80 1984 48
H5 PEDIATRIA 228 6550 266
H6 ADULTOS 81 2668 130
H7 PEDIATRIA 60 1896 168
H8 PEDIATRIA/ADULTOS 131 2510 73
TOTAL 792 26638 1419

Los responsables de cada institucion presentaron en tiempo y forma, el Protocolo
definitivo del Estudio, para su evaluacién y debida aprobacién ante su Comité de Etica de
Investigacion en Salud (CIEIS) o en caso de no disponer del mismo, ante el ente institucional
equiparable a tal efecto (Ej. Departamento de Capacitacion y Docencia). Todas las Instituciones
asistenciales participantes fueron representativas de la poblaciéon adulta y pediatrica que se
hospitaliza (c/10.000 o mas internaciones anuales de c/grupo etario, en forma conjunta) e
integran el Grupo Colaborador de Estudio de Infecciones por S. aureus, de Cérdoba.

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION DE LOS PACIENTES AL ESTUDIO:

a) Criterios de inclusion

-Pacientes Pediatricos (Nifios: <14 afios de edad y Adolescentes: 15-18 anos) y Adultos
(Adulto Joven: 19-30 afios, Adulto: 31-65 afios y Adulto Mayor: > 65 afios) de ambos sexos,
internados (en Sala General y en Unidad de Terapia Intensiva) dentro de las primeras 48 hs. de
la hospitalizacion.

-Disposicidon para participar y firmar el Consentimiento Informado.

b) Criterios de exclusion

-Internacién 2 48 hs

-Paciente No Hospitalizado.

-Coagulopatias: predisposicion al sangrado

-Paciente en tratamiento con Mupirocina nasal

-Falta de disposicién para participar y a firmar el Consentimiento Informado.
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Nota: En caso de que un mismo paciente registre dos o mas internaciones durante el
periodo que dure el estudio, sélo se considerd la primera.

RECOLECCION DE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS

Se recolectaron y procesaron en cada institucion participante, muestras microbioldgicas,
para detectar Colonizacion por S. aureus (hisopado nasal, orofaringeo e inguinal), asi como
muestras clinicas para el diagndstico de infecciones en sus diferentes localizaciones:

a) Muestras microbioldgicas, para detectar Colonizacion:

1. Hisopado NASAL: se utilizé sélo un hisopo previamente humedecido en solucién salina
estéril, para ambas fosas nasales, en la regién vestibular de la nariz.

2. Hisopado FARINGEO: obtenido de ambas amigdalas y pared posterior de faringe, con
un hisopo de algoddn seco, con la ayuda de un baja-lenguas.

3. Hisopado Inguinal: obtenido de la piel en la regidn inguinal con un hisopo de algoddn
seco.

Los hisopos fueron colocados en sus respectivos envases (previamente rotulados) y
llevados al Laboratorio de Bacteriologia.

FRECUENCIA DE LOS HISOPADOS:

Hisopado al ingreso: se realizd dentro de las primeras 48 hs de la hospitalizacién, previa

firma del consentimiento informado y del llenado de una ficha de datos demograficos y
epidemioldgicos del paciente. Los hisopos fueron colocados medio de transporte adecuado,
para su transporte al laboratorio de bacteriologia.

Hisopado en un paciente infectado: ante el diagndstico de una infeccién por S. aureus de

inicio en el hospital (HO, muestra clinica positiva para S. aureus después de 48 hs de
hospitalizacion) detectadas en el laboratorio de bacteriologia, se realizd un estudio de
colonizacién simultanea (dentro de las 48 hs de obtenida la muestra clinica). En el caso de
infecciones de inicio en la comunidad (CO), que eran aquellas que la muestra clinica positiva
para S. aureus se obtuvo dentro de las 48 hs de hospitalizacidn, el estudio de colonizaciéon
simultanea fueron los hisopados del ingreso.

Hisopado al alta Hospitalaria: se realizé una nueva toma de muestra c/hisopo, antes del

egreso hospitalario, en todos aquellos pacientes que tuvieron una internacion = 3 dias.

b) Muestras Microbioldgicas, para detectar Infecciones:

El laboratorio de microbiologia que detecté en muestras clinicas s. aureus, se comunicé
con el investigador responsable (médico clinico/infectélogo) quien verificd, si pertenecia a un
paciente hospitalizado. En aquellos casos donde no se traté de un paciente hospitalizado, fue

excluido del estudio. Si era un paciente hospitalizado ya ingresado al estudio, se evalué si la
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infeccion fue de inicio en la comunidad (< de 48 hs de hospitalizacion) o de inicio en el hospital
(> de 48 hs de internacidn).

ESQUEMA DEL ESTUDIO

Esguema del Disefio del Estudio

Estadia hospitalaria N
E
G
R
E
S
COLONIZACION R | | o | ok | H
O Hisopados
MUESTRAS
CLINICAS +
S.aureus
Infeccidn de
Inicio en la
comunidad §

Como se detalla en el esquema, todo paciente admitido a cada una de las instituciones
antes mencionadas, fue investigado en la busqueda de portacidon de S. aureus a través de
hisopados nasales, faringeos e inguinales. De la misma, manera en caso de detectarse una
infeccidn por S. aureus a través de muestras clinicas, éstas fueron definidas como infecciones de
la comunidad (CO, detectadas dentro de las 48 hs de la admision) o infecciones hospitalarias

(HO, detectadas luego de las 48 hs de la admisién).

10.1.2. Procedimientos del estudio
10.1.2.1 Estudios Microbioldgicos en Laboratorios Locales (de c/Hospital)

a) Muestras de Colonizacién: fueron tomadas por el médico o ECI, luego de la firma del

Cl, al ingreso y al egreso hospitalario, o simultdaneamente en caso donde se diagnosticé infeccidn
(hisopados nasales, oro faringeos e inguinales). Las muestras fueron procesadas en los
laboratorios de cada institucidn, los cuales recibieron suministros de cultivo estandarizados,
herramientas de recopilacidon de datos y capacitacidn. Se cultivaron tres sitios del cuerpo para
S. aureus: se coloco un hisopo en ambas fosas nasales y se rotd 3 veces en cada una; se obtuvo
un segundo hisopo de un drea de 10 cm? de la piel de forma bilateral y el tercero se obtuvo de
la faringe posterior de la garganta. Los tres hisopados (nasal, garganta e inguinal) se cultivaron
en tubos separados de caldo de tripteina de soya con 6,5% de cloruro de sodio para aumentar

la sensibilidad del cultivo. Después de la incubacion durante la noche a 37 °C, se subcultivo en
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CHROMagar™ Staph aureus cromogénico para la deteccién de S. aureus (CHROMagar
Microbiology, Paris, Francia). Después del subcultivo, se confirmé la presencia de S. aureus
mediante la morfologia de las colonias y los métodos bioquimicos estdndar. Luego de este
procedimiento, se realizaron las pruebas rutinarias de sensibilidad “in vitro” (antibiograma por
difusién) - para S. aureus para evaluar sensibilidad a B-lactamicos (no anti-MRSA) (oxacilina;
cefoxitina) que se interpretaron segun puntos de corte de CLSI 2015. Las concentraciones
inhibitorias minimas de vancomicina (CIM) se determinaron mediante el método de dilucién en
agar. La sensibilidad a la mupirocina se determind mediante el método de prueba de e-test
(bioMerieux) con las siguientes definiciones: resistencia de alto nivel, MIC 2512 pug / mL;
resistencia de bajo nivel, CIM = 8-64 ug / mL; sensibles, MIC < 4 ug / ml [257].

b) Muestras Clinicas: Se evaluaron todas las muestras clinicas positivas para S. aureus. El

Laboratorio detectd las positivas para S. aureus a partir de sus registros habituales. Puesto en
conocimiento, el investigador responsable evalud, si la muestra pertenecia a un paciente
hospitalizado o no, a través de la planilla interna de seguimiento. El laboratorio de microbiologia
Local (de cada hospital) procedié a la identificacion de las cepas de S. aureus, por pruebas
bioquimicas convencionales. Realizd luego las pruebas de sensibilidad “in vitro” rutinarias
(antibiograma por difusién) - para S. aureus (oxacilina; cefoxitina; ceftarolina; eritromicina;
clindamicina; gentamicina; ciprofloxacina; trimetoprima/ sulfametoxazol; minocicling;

teicoplanina; rifampicina) que se interpretaron segun puntos de corte de la CLSI 2015.

10.1.2.2 Algoritmo de estudio

EGRESO W} HS0PADOS

INGRESO
INVE%#G—ADOR
MEDICO-Planilla “CHN—lc? LABORATORIO
Cl BACTERIOLOGIA
. g
FICHA DE DATOS Planilla interna
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HISOPADOS - CLINICA +
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Localizar
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J
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-

=

Completar ficha
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10.1.2.3 Confeccidn de la ficha de registro de datos de cada paciente

Dentro de las primeras 48 hs de hospitalizacidn, a cada paciente hospitalizado, luego de
firmar el consentimiento informado (adulto) o su tutor (pediatria), el médico o enfermera
encargado realizé6 la toma de muestra por hisopado (nasal, oro faringea e inguinal) y
simultdaneamente completé una planilla con datos demograficos y epidemioldgicos del paciente.

10.1.2 DEFINICIONES UTILIZADAS EXCLUSIVAMENTE EN LOS RESULTADOS DE
LA ETAPA |

10.1.2.1 Tipos de colonizacién de los pacientes

10.1.2.1.1 Paciente colonizado por S. aureus en el ingreso al hospital o Importadores (PCI:
Paciente Colonizado en el Ingreso)

Pacientes con cultivos de colonizacidn (nasal, orofaringea y/o de la ingle) POSITIVOS para
S. aureus, obtenidos dentro de las primeras 48 hs de hospitalizacion.

10.1.2.1.2 Paciente colonizado por S. aureus durante la hospitalizaciéon o adquiriente (PCH:
Paciente Colonizado en el Hospital).

Pacientes con cultivos de colonizacidn (nasal, orofaringea y/o de la ingle) o de infeccion
POSITIVOS, obtenidos luego de las primeras 48 hs de hospitalizacién, con cultivos de
Colonizacidn en el ingreso NEGATIVOS para S. aureus

Nota: se consideré como paciente colonizado en el hospital, al paciente que se ha re-
hospitalizado — por cualquier motivo -dentro de las 48 hs del alta hospitalaria previa y cuyo
cultivo resulté positivo, en el momento de ésta nueva internacion.

10.1.2.1.3 Paciente No Colonizado por S. aureus durante la Hospitalizacién (PNC)

Pacientes con cultivos de colonizacién (nasal, orofaringea y/o de la ingle), NEGATIVOS
para S. aureus durante toda la hospitalizacion.

10.1.2.1.4 Presidn de colonizacion (PC)

Se calcula a través de la siguiente tasa: NUmero de dias de paciente con MRSA importados
+ MRSA adquiridos en el nimero total de dias de internacion del total de los pacientes en todo
el periodo de estudio.

10.1.2.1.5 Tasa de adquisicién hospitalaria

Es una tasa utilizada para evaluar un evento (infeccién o colonizacién adquirida en el
hospital) en el nimero total de dias para todos los pacientes que ingresaron por un episodio de
atencion durante un periodo especifico. La tasa de adquisicion se definié como nuevos eventos
de adquisicidn por cada 1000 dias/paciente, considerando el total de pacientes internados por

mas de 3 dias.
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A los efectos de los estudios que comprenden los resultados de las etapas | y Il, se definid
genotipicamente a las cepas CA-MRSA y HA-MRSA y se las nombré como CA-MRSAg y HA-
MRSAG, respectivamente (Ver definicion en el siguiente inciso). Independientemente de los tipos
de cepas involucradas, los casos de infeccidn se clasificaron teniendo en cuenta el lugar o tipo

de inicio o aparicién de las infecciones.

10.2 LISTA DE ABREVIATURAS Y DEFINICIONES UTILIZADAS EN LAS ETAPAS |, 11 y lli

10.2.1 DEFINICIONES MICROBIOLOGICAS PARA MRSA

10.2.1.1 MRSA ASOCIADO A LA COMUNIDAD (CA-MRSA)

Aislamientos de MRSA que expresen resistencia a no mas de 1 (uno) de los siguientes
antibidticos no-R-lactamicos: eritromicina - clindamicina, rifampicina, gentamicina,
ciprofloxacina y trimetoprima-sulfametoxazol.

10.2.1.2 MRSA ASOCIADO AL HOSPITAL (HA-MRSA)

Aislamientos de MRSA que sean resistentes a dos 6 mas (= 2) de los siguientes antibioticos
no- R -lactamicos: eritromicina - clindamicina, rifampicina, gentamicina, ciprofloxacina,
trimetoprima-sulfametoxazol y minociclina.

10.2.2 DEFINICIONES GENOTIPICAS PARA MRSA

10.2.2.1 GENOTIPOS CA-MRSA (CA-MRSAG)

CA-MRSA; se definieron como aquellos aislamientos pertenecientes a los siguientes

genotipos: ST5-1V-t311y relacionados, PVL*/-, ST30-1V-t019 y relacionados, PVL ¥/, ST72-IV-t148

y relacionados, PVL-, ST8-1V-t008, PVL */-, ST97-IV-t267 y relacionados, PVL", ST59-IV-t437, PVL",
ST207-IV-t525, PVL™, ST1649 (SLV de ST6) -IV-t701, PVL™ [2, 150, 258].

10.2.2.2 GENOTIPOS HA-MRSA (HA-MRSAg)

Todos los genotipos restantes se consideraron HA-MRSAg: ST5-1-t149, ST100-IVNv-t002 y
ST45-11-t2233 [2, 150].

10.2.3 DEFINICIONES EPIDEMIOLOGICA DE LAS INFECCIONES SEGUN SITIO DE
ADQUISICION DE LA CEPA (MRSA Y MSSA).

10.2.3.1 INFECCION DE INICIO EN LA COMUNIDAD (CO, Community Onset):

Se consideraran “De Inicio en la Comunidad” a las infecciones que se diagnostiquen en el
momento de la consulta inicial de pacientes ambulatorios (con confirmacién microbioldgica) 6
las que sin manifestarse en el momento del ingreso, lo hacen dentro de las primeras 48hs de la

internacion.
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10.2.3.2 INFECCION DE INICIO EN EL HOSPITAL (HO, Healthcare Onset):
Serdn consideradas “De inicio en el hospital” a las infecciones que no estén presentes al
ingreso del paciente, y que se diagnostiquen (con confirmacion microbiolégica), luego de las

primeras 48hs de internacion.

10.3 ETAPAII
Determinar la evolucién clinica y molecular de las infecciones por MRSA en nuestro pais.

10.3.1 Disefio del estudio y definicién de caso.

A fin de caracterizar los genotipos CA-MRSA y HA-MRSA y evaluar su prevalencia global
en Argentina en el dmbito hospitalario y de la comunidad, se realizé un estudio transversal,
multicéntrico, prospectivo y observacional durante el mes de abril de 2015 en 61 hospitales de
20 provincias y la Ciudad de Buenos Aires (CABA). Este estudio se llevé a cabo en colaboracion
con un grupo de profesionales del Instituto Malbran dirigidos por la doctora Alejandra Corso.

A continuacién se presenta un esquema de la organizacion de los objetivos especificos

alcanzados y los genotipos analizados en cada uno de ellos (cada tilde sefiala el genotipo

analizado).

Esquema para abordar los objetivos especificos Il a-d

S. aureus

“De Inicio en el HOSPITAL™ “De Inicio en la COMUNIDAD”
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OBJETIVOS ESPECIFICOS RELACIONADOS A LA ETAPA II

lla. Establecer la PREVALENCIA nacional ademas del perfil de resistencia antimicrobiana
de S. aureus meticilino resistente (MRSA) en infecciones asociadas al &mbito hospitalario (HA-
MRSA) y a la comunidad (CA-MRSA).

Ilb. Analizar y Comparar las caracteristicas moleculares de los MRSA adquiridos en la
comunidad y en el hospital segin las regiones (Norte, Centro y Sur) y segln grupo etario
(pediatria y adultos)

llc. Analizar el PATRON CLINICO- EVOLUTIVO DOMINANTE actual en nuestro medio, de las
infecciones causadas por S.aureus (sensibles y resistentes a meticilina) en sus diferentes
localizaciones y sitio de comienzo (comunidad u hospital) en pacientes pedidtricos y adultos.

Ild. Determinar la evolucién de la epidemiologia clinica y molecular de las infecciones por
MRSA en el pais, tanto a nivel hospitalario como de la comunidad comparativamente con el
estudio previo (2009).

10.3.2 Caracteristicas de los hospitales

En la siguiente tabla (Tabla 18) se indican las caracteristicas de los Hospitales, numero de
aislamientos clinicos de S. aureus recuperados durante el periodo en cada uno de ellos y

ubicacién de los 61 hospitales por regiones (Norte, Centro y Patagonia) en el pais.

Tabla 18| Caracteristicas de los Hospitales participantes en el proyecto multicentrico 2015,

Argentina.
) N° MSSA MRSA

HOSPITAL  REGION PROVINCIA N°CAMAS AISLAMIENTOS n(%) n(%) CA-MRSA n(%) HA-MRSA n(%)
1 NORTE CATAMARCA 100 2 1(50) 1(50) 1(50) 0(0)
2 NORTE CORRIENTES 120 4 0(0) 4(100) 4(100) 0(0)
3 NORTE CHACO 520 18 3(17) 15(83) 11(61) 4(22)
4 NORTE CHACO 245 26 7(27) 19(73) 18(69) 1(4)
5 NORTE CHACO 77 9 0(0) 9(100) 9(100) 0(0)
6 NORTE FORMOSA 121 18 3(17) 15(83) 11(61) 4(22)
7 NORTE FORMOSA 181 3 1(33) 2(67) 1(33) 1(33)
8 NORTE JuIuY 110 5 1(20) 4(80) 4(80) 0(0)
9 NORTE LA RIOJA 200 5 1(20) 4(80) 4(80) 0(0)
10 NORTE LA RIOJA 260 4 2(50) 2(50) 2(50) 0(0)
11 NORTE MISIONES 167 8 3(37) 5(63) 5(63) 0(0)
12 NORTE SALTA 220 7 2(29) 5(71) 5(71) 0(0)
13 NORTE SALTA 250 10 1(10) 9(90) 9(90) 0(0)
14 NORTE TUCUMAN 60 11 3(27) 8(73) 8(73) 0(0)
15 NORTE TUCUMAN 65 6 1(17) 5(83) 3(50) 2(33)
TOTAL 9 PROVINCIAS 2696 144 27% 73% 66% 7%
16 CENTRO BUENOS AIRES 140 26 18(69) 8(31) 8(31) 0(0)
17 CENTRO BUENOS AIRES 254 3 1(33) 2(67) 2(67) 0(0)
18 CENTRO BUENOS AIRES 78 1 0(0) 1(100) 1(100) 0(0)
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19 CENTRO BUENOS AIRES 198 10 6(60) 4(40) 4(40) 0(0)
20 CENTRO BUENOS AIRES 400 21 12(57) 9(43) 9(43) 0(0)
21 CENTRO BUENOS AIRES 187 29 18(62) 11(38) 10(34) 1(3)
2 CENTRO BUENOS AIRES 305 15 3(20) 12(80) 12(80) 0(0)
23 CENTRO BUENOS AIRES 307 15 5(33) 10(67) 9(60) 1(7)
24 CENTRO BUENOS AIRES 360 8 8(100) 0(0) 0(0) 0(0)
25 CENTRO BUENOS AIRES 350 32 8(25) 24(75) 22(69) 2(6)
26 CENTRO BUENOS AIRES 114 21 6(29) 15(71) 11(52) 4(19)
27 CENTRO BUENOS AIRES 120 3 1(33) 2(67) 2(67) 0(0)
28 CENTRO BUENOSAIRES 150 2 1(50) 1(50) 0(0) 1(50)
29 CENTRO BUENOS AIRES 227 9 4(44) 5(56) 4(44) 1(11)
30 CENTRO BUENOSAIRES 380 18 13(72) 5(28) 5(28) 0(0)
31 CENTRO BUENOS AIRES 172 8 1(12) 7(88) 7(88) 0(0)
32 CENTRO BUENOSAIRES 534 21 9(43) 12(57) 12(57) 0(0)
33 CENTRO BUENOS AIRES 120 7 0(0) 7(100) 7(100) 0(0)
34 CENTRO BUENOS AIRES 244 9 1(11) 8(89) 8(89) 0(0)
35 CENTRO CORDOBA 107 13 8(62) 5(38) 4(31) 1(8)
36 CENTRO CORDOBA 108 1 1(100) 0(0) 0(0) 0(0)
37 CENTRO CORDOBA 81 8 5(62) 3(38) 1(13) 2(25)
38 CENTRO CORDOBA 216 9 6(67) 3(33) 0(0) 3(33)
39 CENTRO CORDOBA 60 11 9(82) 2(18) 0(0) 2(18)
40 CENTRO CORDOBA 70 9 7(78) 2(22) 2(22) 0(0)
a1 CENTRO CORDOBA 36 5 5(100) 0(0) 0(0) 0(0)
42 CENTRO CORDOBA 228 5 4(80) 1(20) 1(20) 0(0)
43 CENTRO CORDOBA 60 4 2(50) 2(50) 2(50) 0(0)
44 CENTRO CORDOBA 80 10 6(60) 4(40) 4(40) 0(0)
45 CENTRO CORDOBA 81 7 4(57) 3(43) 2(29) 1(14)
46 CENTRO CORDOBA 186 14 10(71) 4(29) 1(7) 3(21)
47 CENTRO CORDOBA 84 4 3(75) 1(25) 0(0) 1(25)
48 CENTRO ENTRE RIOS 180 1 0(0) 1(100) 1(100) 0(0)
49 CENTRO MENDOZA 268 8 7(87) 1(13) 1(13) 0(0)
50 CENTRO SAN LUIS 50 12 7(58) 5(42) 5(42) 0(0)
51 CENTRO SANTA FE 170 17 9(53) 8(47) 8(47) 0(0)
52 CENTRO SANTA FE 180 13 5(38) 8(62) 7(54) 1(8)
53 CENTRO SANTA FE 104 8 2(25) 6(75) 6(75) 0(0)
54 CENTRO SANTA FE 100 8 1(12) 7(88) 7(88) 0(0)
55 CENTRO SANTA FE 108 13 10(77) 3(23) 3(23) 0(0)
56 CENTRO LA PAMPA 188 7 4(57) 3(43) 3(43) 0(0)
6 PROVINCIAS +
TOTAL CABA 7797 446 52% 48% 43% 5%
57 PATAGONIA  NEUQUEN 277 23 19(83) 4(17) 4(17) 0(0)
58 PATAGONIA  RIO NEGRO 80 10 5(50) 5(50) 5(50) 0(0)
59 PATAGONIA  SANTA CRUZ 100 13 12(92) 1(8) 1(8) 0(0)
60 PATAGONIA  SANTA CRUZ 223 18 12(67) 6(33) 3(17) 3(17)
TIERRA DEL
61 PATAGONIA  FUEGO 95 14 10(71) 4(29) 2(15) 2(15)
TOTAL 5PROVINCIAS 775 78 74% 26% 19% 7%

Este estudio se llevd a cabo en colaboracion con un grupo de profesionales pertenecientes al

Servicio de Antimicrobianos del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas. ANLIS "Dr.

Carlos G Malbran", dirigidos por la Dra. Alejandra Corso.
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10.3.3 Algoritmo de trabajo
ORGANIZACION DE TRABAJO

IDENTIFICACION DELCASO EN
LAB DE MICROBIOLOGIA >
(MICROBIOLOGO RESPONSABLE)

LD LOCALIZACION DEL PACIENTE <"J

4

SOLICITUD DEL CONSENTIMIENTO
INFORMADO

g

LLENADO DE FICHA EPIDEMIOLOGICA

4

ALMACENAMIENTO DE FICHA'Y CEPA
DEL PACIENTE

4

ENVIO DE CEPA AL FINAL DE CADA

= =

CONTACTAR CON
INFECTOLOGO / CLINICO

HOSPITALES DE HOSPITALES RESTO DE
CORDOBA PAIS
CIBICI < > INEI

Se identificaron los pacientes en forma prospectiva y consecutiva, de acuerdo a los
resultados de los cultivos clinicos de S. aureus, de los laboratorios de microbiologia

Se evalud solamente el primer aislamiento de cada paciente. Los miembros del Grupo de
estudio de S. aureus, Argentina (uno o mads de cada hospital participante) completaron un
cuestionario estandarizado para cada paciente. Los datos recogidos incluyen las siguientes
caracteristicas: i) las caracteristicas socio-demograficas, ii) condiciones médicas subyacentes, iii)
los factores de riesgo asociadas a la salud para la colonizacién o infeccién relacionadas a la
atencion sanitaria (HRF) [125], IV) el inicio de la infeccién (hospital vs comunidad), v) la
exposicién a antibidticos durante el afio anterior, vi) las caracteristicas y gravedad de las
infecciones.

Las infecciones invasivas (INVI) se definieron como una o mas de las siguientes
condiciones: bacteriemia, endocarditis infecciosa, neumonia, abscesos pleurales, linfoadenitis,
artritis séptica, osteomielitis, fascitis necrotizantes, piomiositis, meningitis u otra infeccién en la
cual se aislé S. aureus a partir de fluidos corporales normalmente estériles [149]. La sepsis se
definid sobre la base de los criterios del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica [149]. Las
infecciones de piel y tejidos blandos (IPPB) no complicadas incluyeron los casos de infeccion
primaria de la piel (Ej. un absceso, celulitis, foliculitis). Por otro, lado las IPPB complicadas

incluyeron casos de IPPB primaria con bacteriemia secundaria o su propagacion a los tejidos
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contiguos [150]. Las infecciones del sitio quirdrgico (1ISQ) no fueron considerados como
enfermedades de la piel.

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica de Investigacidn en Salud del
Ministerio de Salud, Provincia de Cordoba (aprobacion N ° 2531/2015), asi como por el Comité

de Etica institucional de cada hospital participante.

10.3.4 Aislamientos bacterianos y pruebas de sensibilidad antimicrobianas

Los aislamientos clinicos de S. aureus (n: 668) fueron identificados por los procedimientos
microbioldgicos estandar y las pruebas de sensibilidad antimicrobiana se realizaron mediante el
método de difusion en disco (CLSI, 2015). La concentracidén inhibitoria minima (CIM) a
vancomicina se determind por el método de dilucién en agar, (CLSI, 2015) y la CIM a Mupirocina
se evalué mediante E-test (bioMérieux). La sensibilidad a Ceftobiprol en las cepas de MRSA se
realizd en el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas “Dr. C. G. Malbran”, utilizando el
método de dilucién en agar (CLSI 2018)y se interpretd de acuerdo a los criterios del EUCAST
como Sensible <2 ug/ml y Resistente >2 ug/ml. La cepa de S. aureus ATCC 29213, E. faecalis

29212 y E. coli 25922 se utilizaron como cepas de referencia.

10.4 ETAPAII
Analizar la evolucidon molecular del CC5 a través del secuenciamiento de genomas
completos (WGS) vy la virulencia comparativa de los diferentes clones en un modelo

animal, y su posible asociacién con el comportamiento epidémico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS RELACIONADO A LA ETAPA III

llla. Analizar la evolucién del complejo clonal 5 (CC5) en nuestro pais a través del (WGS).

Illib. Analizar en forma comparativa la virulencia de los clones MRSA (CA-MRSA y HA-
MRSA) mas prevalentes en nuestro pais, utilizando el modelo en invertebrados de Galleria
mellonella

10.4.1 Objetivo especifico /lla

Para llevar a cabo el objetivo especifico llla, se llevd a cabo una seleccion de 20
aislamientos del CC5, representativos del norte centro y sur del pais tanto MSSA como MRSA,

que se detallan en la figura 35.
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Figura 35| Caracteristicas moleculares y distribucion geografica de los aislamientos

seleccionados
10 N* pulsotipo ST/CC Spatype
271 M2 5/5 o2
THA-MSSA o0 ML 514:5 1002
1] Al 5/5 t149
564 Al 5/5 1149
5 HA-MRsa 1710 AB 5/5 t149
1096 Al 5/5 1144
37 (51 100/5 1002
450 I5 55 t311
1445 I5 5/s t311
SCA-MSSA 1906 I5 5/5 1311
1584 15 5/s t311
1707 15 5/5 t311
142 11 55 311
1300 11 5/5 311
1527 11 5/5 t311
1875 1 5/5 t311
8 CA-MRSA 3796 11 55 1311
3867 C1 T 5/5 t311
|_;::7 CE 11 5/5 t311
7 IMF 11 5/5 1311

Fig.35. Detalle de los 20 aislamientos de S. aureus, ID N°, nimero de identificacién, ST/CC, Tipo secuencial/complejo clonal, Spatype, tipo de proteina
A, HA-MSSA, S. aureus sensible a meticilina asociado al hospital (recuadro y punto azul en mapa), HA-MRSA, S. aureus resistente a meticilina
asociado al hospital (recuadro y punto rojo en mapa), CA-MSSA, S. aureus sensible a meticilina asociado a la comunidad (recuadro y punto
anaranjado en mapa), CA-MRSA, S. aureus resistente a meticilina asociado a la comunidad (recuadro y punto amarillo en mapa). En recuadro verde
se distingue el clon C-ST100-IVNV y los puntos verdes en el mapa, en recuadro negro se denotan los tres aislamientos I1-ST5-1Va-t311 recuperados

del mismo paciente en proyecto de colonizacién 2014).

Como se describe en la figura 35, se eligieron 2 aislamientos HA-MSSA, recuperado de la
provincia de Cérdoba en el aifio 1999, 5 aislamientos de HA-MRSA, 4 de los cuales pertenecen al
clon Cordobés/chileno ST5-I (1 aislamiento recuperado en 1999 en Cérdoba, 2 recuperados en
2007 en Cérdoba y 1 recuperado en 2007 en Santiago de Chile) y 1 ST100-IVNV, 5 aislamientos
CA-MSSA distribuidos por la regidn del norte, centro y sur, recuperados entre 2006 y 2009 y 8
aislamientos de CA-MRSA distribuidos por las regiones del norte, centro y sur entre 2009y 2014.

Procedimiento de secuenciacion y alineamiento utilizando lllumina HiSeq

La secuenciacién se realizé utilizando la plataforma Illumina HiSeq. EI ADN gendmico se
aislé con los kits Qiagen DNeasy Blood and Tissue. Las bibliotecas de secuenciacion se
prepararon con los kits de preparacion de muestras de ADN lllumina Nextera XT (Illumina, San
Diego, CA, Estados Unidos) y se secuenciaron (lecturas o “reads” de 100 de nucleétidos) con
instrumentos HiSeq 2000 en el Laboratorio de Gendmica y Bioinformatica de INDEAR, Rosario,

Argentina.
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El analisis bioinformatico de los resultados se realizd en colaboracion con el Ing Ezequiel
J. Sosay el Dr. Dario A. Fernandez Do Porto, integrantes del Grupo de Bioinformatica del Instituto
de Cdélculo, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, CONICET,
Buenos Aires, Argentina, dirigido por el Dr. Adrian G. Turjanski.

Pre procesamiento

Las lecturas obtenidas de cada cepa, fueron analizadas utilizando el programa FastQC
[259] y se recortaron zonas de baja calidad, adaptadores de secuenciacidn y las zonas del
principio con sesgos de GC por posicién utilizando el programa Trimmomatic [259, 260].

Ensamblado de novo

Utilizando las lecturas filtradas de las secuencias de cada cepa, se procedio a realizar un
ensamblado de novo, utilizando el programa Spades [261] y se verificé la calidad de los
ensamblados con el programa QUAST [262].

Busqueda de genes de virulencia y resistencia

Para determinar la presencia o ausencia de determinados genes, se realizé una busqueda
de blast [262, 263] de las secuencias aminoacidicas sobre el ensamblado de novo. En particular,
se buscaron todos los factores de virulencia en la base de datos VFDB [264] (Tabla 19), cuya

cobertura fuera superior al 80% y posean un e-value menor a 10°.

Tabla 19| Factores de virulencia estudiados

Gen Cédigos en VFDB Gen Cddigos en VFDB
sak VFG001328,VFG004787,VFG004788,VF | sen VFG004981
G004789, VFG004790
sev VFG043787 sem VFG004985
scn VFG002423 sel VFG004991,VFG004988
lukDE | VFG004861,VFG004862, VFG004864 sek VFG001327,VFG004992
ser VFG043785 sej VFG043784
seq VFG004973 sei VFG004996,VFG004997,VFG004998
sep VFG005013 fnbB VFG001282,VFG004613,VFG004614,VFG004615,VFG004616,VFG017220
seg VFG005004 lukFS VFG001276
sed VFG001807 chp VFG002422
sec VFG005009,VFG001805, sdrE VFG001281,VFG004586,VFG004587,VFG004588,VFG004590,VFG004591,VFG004593,
VFG005006,VFG005007 VFG017112,VFG017226
seb VFG001802 ent2 VFG004966
sea VFG001325,VFG005012 tstl VFG004873,VFG001809
seo VFG004977 etb VFG001801
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Para la busqueda de genes de resistencia, se utilizé el listado de genes de la tabla 20, Ia

cual fue previamente utilizada [251]. Las secuencias fueron descargadas de Uniprot [265].

Tabla 20| listado de genes de Resistencia

Antibidticos Gen accesorio Codigo de Proteina Gen de Core Mutacion Sustitucion
Penicilina blaz Q6GFV5_STAAR
blaz-D Q53699_STAAU
blaz-A Q60250_STAAU
blaZLGA251 GOLPN7_STAAU
Cefoxitina mecA 054286_STAAU
mecC GOLPN8_STAAU
Ciprofloxacina griA S80F
grlA & gyrA S80F, S84L
grlA & gyrA S80Y, S84L
grlA & gyrA S80F, E88K
griA S80Y
Gentamicina aacA-aphD AACA_STAAM
Amikacina aphA-3 A8JAN5_STAAU
aadD KANU_STAAU
Eritromicina 23S RNA A0258T/G
A2059G
T2089C
C2163T
C2207T
A2059G & A2058G
C2163T
ermA ERMA_STAAN
ermB Q799N2_STAAU
ermC ERMC3_STAAU
erm33 Q8KLN5_STASC
ermT D3GMR8_STAAS
mefA Q79RU3_STAAU
mefE Q7BKK4_STRPN
msrA A1E139_STAEP
ereA EREA_ECOLX
ereB EREB_ECOLX
Clindamicina linA Q6QHH8_STAAU
ermA ERMA_STAAN
ermC ERMC3_STAAU
Linezolid 23S rRNA C2192T
G2447T
T2500A
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A2503G & T2504C
G2505A
G2766T
G2576T
G2534T & G2603T
rplD K68Q
rplC G152D
M169L
F127-H146

cfr CFR_STASC

Mupirocina IleS-1 V588F
G593V
V631F

ileS-2 SYI2_STAAU

Rifampicina rpoB S464P
Q468R
D471Y
A477V
A477D
H481Y
R484H

D550G

Trimethoprima/

dfrA L41F
sulfametoxazol fr.

F99s
Fo9Y
H150R

dfrk C7C2U7_STAAS

dfrB A8Z405_STAAT

dfrG Q4H3Y3_STAAU

Vancomicina rpoB A621E
graR Deletions
vraS S197N

vanA Q7BWD7_STAAU

vanZ Q7BWD5_STAAU

Tabla 20. Se detallan los genes buscados en este estudio, aquellos alojados en el genoma core, los del genoma accesorio,

las mutaciones que llevan a las resistencia y las sustituciones.

Llamado de variantes

Para poder comparar las cepas, se realizd un llamado de variantes utilizando como
referencia el genoma de S. aureus N315, por ser una cepa perteneciente al linaje ST5 cuyo
genoma esta cerrado a nivel cromosoma. Este se realizé mapeando las lecturas filtradas de cada

cepa contra el genoma de referencia (NCBI NC_002745.2) utilizando BWA [266] y procesandolo
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en formato binario son Samtools [267]. Luego se realiza el Ilamado de variantes utilizando GATK

[266, 268], para finalmente anotar las variantes con SnpEff [269].

Filogenia y calculo de ancestro comuin mas reciente

Para realizar el analisis filogenético de las cepas, se realizaron 2 analisis: un arbol de
maxima verosimilitud y un arbol datado a partir de simulaciones de cadenas de Markov Monte
Carlo. Como punto de partida para obtener esos resultados, se determiné el genoma core.

Para definir |la regidon a comparar entre los aislamientos del CC5, se procedid, de acuerdo
a un estudio multicentrico realizado en Europa [251], donde se utilizaron las secuencias de 26
genomas completos cargados en la base publica NCBI. A través de un mapeo contra la cepa de
referencia N315 con numero de acceso BA000018, se establecié todas aquellas regiones
conservadas en los 26 aislamientos serian parte del genoma core en donde se realizaria el
analisis filogenético, mientras que todas aquellas regiones que no se mantenian conservadas en
la totalidad de los aislamientos fue asignada como genoma accesorio. El procedimiento puntual,
consistio en filtrar todas las lecturas que no se mapeaban contra alguno de los 26 aislamientos.

A posteriori, todas las variantes que: tenian poca profundidad, poca calidad, estaban

dentro de los SCCmec o de los fagos (resultados en http://phaster.ca/submissions/NC 002745.2

[270]) en N315, de esta manera sélo se analizaron los polimorfismos del genoma core. Luego,

utilizando VCFkit (https://vcf-kit.readthedocs.io), se calculé un alineamiento multiple (MSA) de

las cepas a partir de dichas variantes. Con dicho MSA, se realizd6 un arbol de maxima
verosimilitud utilizando RaXML utilizando el modelo de sustitucion nucleotidica GTR (General
Time Reversible).

Con el mismo MSA, se realizé un andlisis bayesiano, utilizando el programa BEAST v1 [270,
271]. El mismo toma como entrada el alineamiento, los afios de las muestras y los parametros
del los priors (probabilidades a priori) a utilizar (modelo de sustitucién HKY+G con frecuencias
base empiricas y un reloj molecular estricto) [251]. El mismo genera miles de simulaciones,
donde cada una representa un set de parametros de interés, en nuestro caso, nos interesan la
velocidad de reloj molecular y el arbol generado. De todas esas simulaciones se genera un arbol

consenso, con las fechas estimadas de cada ancestro comun.
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Esquema general del analisis comparativo

Por cada cepa

. Alineamiento Filtrado por .
Analisis de Llamado y . Variantes
Lecturas contra genoma L profundidad /
QAYy — A —| anotacion de —
Cepa S cromosomico . de fagos / MEC
Trimming variantes Core
N315 / zonas rep

Con todas las cepas

Arbol de ML
Combinacién de Generacion /

variantes core de
de MSA
todas las cepas Arbol
Consenso

Bayesiano

-QA, control de calidad de las secuencias, MSA, alineamientos multiples, ML, maximun likelyhood (méxima verosimilitud)

Construccion del SCCmec de la cepa 0037 (C-ST100-1IVNV-t002)

Para la reconstruccion del inserto, se tomoé como referencia el meczuaz (NCBI AM292304).
Primero se extrajeron los contigs del ensamblado de novo del aislamiento 0037 que contenian
buena homologia y al menos 500 bp que alineaban contra esa referencia. 4 contigs cumplian
esas caracteristicas y se alinearon contra la referencia utilizando el programa Mauve [272] y si
estaban a menos de 500 se unian dichos contigs por Nucleotidos. La unidn de dichos contigs
también fue verificada al buscar sobre esos 4 contigs los primers que se utilizaron para
amplificar: las secuencias de insercion 1S1256L-aac6, IS256R-1S1272, IS256R-I1S1272 y mecA-

IS256L, descriptos previamente por nuestro grupo de investigacion [149].

10.4.2 Objetivo especifico /lIb

Para llevar a cabo el estudio de virulencia comparativa, se realizd una seleccion de
aislamientos representativos de clones HA-MRSA y CA-MRSA. En la tabla 21 se detallan las
caracteristicas moleculares de cada clon. Se utilizaron 395 larvas para realizar el analisis, 180
para los 6 clones 11, 95 para los N4, 32 para los USA300, 52 para los Aly 36 para los B1.

Tabla 21| Seleccién de clones MRSA

GRUPO CARACTERIZACION ID aislamiento
MOLECULAR

11 CA-MRSA I-ST5-IVa-t311 PVLY 1300

11 CA-MRSA I-ST5-IVa-t311 PVLY 1875

11 CA-MRSA I-ST5-IVa-t311 PVL* 142

11 CA-MRSA I-ST5-IVa-t311 PVL* 3867 ADM-C
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11 CA-MRSA [-ST5-IVa-t311 PVL* 3867 DIS-C
11 CA-MRSA [-ST5-IVa-t311 PVL* 3867 W-INF
N4 CA-MRSA N-ST30-IVc-t019 PVL* 1764

N4 CA-MRSA N-ST30-IVc-t019 PVL* 1955

N4 CA-MRSA N-ST30-IVc-t019 PVL* 484
USA300 | CA-MRSA USA300-ST8-IV-t008 PVL* ACME * 1133
USA300 | CA-MRSA USA300-ST8-IV-t008 PVL* ACME * ATCC
USA300 | CA-MRSA USA300VL-ST8-IV-t008 PVL* ACME - 678
USA300 | CA-MRSA USA300LV-ST8-IV-t008 PVL* ACME - 1512

Al HA-MRSA ST5-1-t149 58

Al HA-MRSA ST5-1-t149 564

Al HA-MRSA ST5-1-t149 1096

B1 HA-MRSA ST239-I1IA-t037 395

B1 HA-MRSA ST239-I1A-t037 419

Tabla 21. Descripcién de los clones de MRSA utilizados para inocular

El procedimiento experimental, asi como el analisis de los resultados, se realizaron en el
Laboratorio de Fisiologia y Genética de Bacterias Lacticas, Instituto de Biologia Molecular y
Celular de Rosario (IBR), a cargo del Dr. Christian Magni y bajo la supervision y direccion del Dr.
Victor Blancato.

Prepracion de los Indculos bacterianos

Las cepas de S. aureus se cultivaron durante la noche en caldo tripteina de soya (TSB) sin
agitacién a 372C. Luego, los cultivos bacterianos se diluyeron en 50 ml de TSB hasta una OD final
de 0,1 y se cultivaron a 372C sin agitacion, hasta que se alcanzo la fase exponencial (4,5h). Los
cultivos se centrifugaron, se resuspendieron en PBS 1X + glicerol al 20% y se congelaron a -80
°C. Al dia siguiente, se determiné el nimero de unidades formadoras de colonias por ml (UFC /
ml) mediante recuento en placa en agar tripteina de soya. A partir de los recuentos obtenidos,
se prepararon los inéculos ajustandolos para obtener un nimero de UFC/ml adecuado para el
analisis.

Inoculacidn de larvas

Se seleccionaros todas aquellas larvas con un peso de entre 200 y 300 mg con buen
aspecto y movilidad, retirdndoles el alimento 24 hs previas al ensayo. Las larvas se inocularon
mediante inyeccion directa a nivel del ultimo espuripedio (falsa pata) utilizando una jeringa
Hamilton 705 equipada con un dispensador de repeticion. Cada grupo de larvas de 10 individuos
ubicados en placas de Petri, se inocul6 con 6x108 UFC/ml para inocular un volumen 5 pl por cada
larva (3x10° UFC/larva). Después de la inyeccidn, las larvas se incubaron a 37°C. La supervivencia
de los individuos se controld cada dos a cuatro horas, a través de observacién directa y contacto

suave con larvas no mdviles para evidenciar una respuesta de movimiento o confirmar la
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muerte. Se evalud la supervivencia del grupo de larvas hasta 72 h después de la infeccién. El

experimento se realizé en 3 veces por triplicado.

10.5 TIPIFICACION MOLECULAR

La caracterizacion de los MRSA incluyd la realizacidn de electroforesis en campo pulsante
(PFGE) vy tipificacién por analisis de la secuencia polimdrfica “x” de gen de la proteina A de
S.aureus (spa typing). A los aislamientos representativos de cada pulsotipo mayor y a aquellos
que el ST no se pudo deducir de la base ridom spa-server se los analizé por MLST (Multi Locus
Sequence Typing). A todos los MRSA se les realizo la deteccidn del gen mecAy mecC ademas del
tipo de SCCmec (Staphylococcus Chromosomal Cassette for Methicillin resistance). Ademas se
analizé la presencia de 23 genes de virulencia Utiles como marcadores moleculares para MRSA.
10.5.1 DETECCION DEL GEN mecA y mecC POR PCR MULTIPLEX:

Esta metodologia para la deteccidén del gen mecA se realizé segun protocolo de Geha y
cols. [273]. Consiste en la utilizacién de dos pares de primers, uno de ellos especifico para la
amplificacion de una secuencia del RNAr 16s del género Staphylococcus spp de modo que el
amplicén obtenido es utilizado como control positivo de la calidad e identidad del ADN que se
estudia y el otro par de primers amplifica una region altamente conservada del gen mecA.

Para la deteccién del gen mecC, se procedié de acuerdo al protocolo de Stegger y cols.
[274], en el cual se describe una PCR multiplex, que amplifica una regién conservada tanto para
el gen mecA como para el gen mecC, asi como primers especificos para la amplificacidn del gen
mecA y mecC individualmente. De esta manera, la primer PCR, identifica la regidon que puede
corresponder tanto al gel mecA como al mecC, y en la siguiente PCR se identifica cual de los dos
es mediante los primers especificos.

Se procedid de la siguiente manera:

Extraccidon de ADN: se obtuvo, a partir de un lisado bacteriano, de la siguiente manera: se

recolectaron no menos de 10 colonias bacterianas de un cultivo joven (18-24h) y fueron
resuspendidas en 100pl de una solucidn de lisis que contenia: 25U de Lisostafina/ml, 10 mM de
EGTA (ethylene glycol-bis (B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid) y 10mM Tris (pH=8)
en agua desionizada. Luego, la suspension es incubada a 37°C por 30 min y posteriormente a
95°C por 10 min. Se deja enfriar a T° ambiente y luego se afiaden 900ul de agua desionizada
estéril. La suspension es centrifugada por 3 min a 13000g y del sobrenadante se utilizan 2l

como templado de ADN para la siguiente PCR:

172



MATERIALES Y METODOS

PCR: El volumen final de la mezcla de reactivos de PCR para cada muestra fue de 50ul, la
misma incluye: 200uM dNTP (deoxynucledsido trifofato, 10mM Tris; pH=8,3), 50mM KCl, 1,5 uM
Mg2Cl, 1pmol/ul de cada primer, 1U de Tag ADN polimerasa y agua miliQ estéril.

Las secuencias de los primers utilizados para la region conservada del gen mecA y para el
control interno del RNAr 16S fueron:

mecAl: 5'-GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA- 3’

mecA2: 5'- CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA-3’

P4: 5’- GGAATTCAACTGGAATTGAATTGACGGGGGC -3’

P5: 5 - CGGGATCCCAGGCCCGGGAACGTATTCAC -3°

Las secuencias de los primers utilizados para la regidén conservada del gen mecA y mecC
conjuntamente fueron:

mecALGA251FP: 5’- TCACCAGGTTCAAC[Y]CAAAA-3’

mecALGA251RP: 5’- CCTGAATC[W]GCTAATAATATTTC-3’

Las secuencias de los primers utilizados para la regiéon conservada del mecC fueron:

mecALGA251MultiFP: 5° GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC-3’

mecALGA251MultiRP: 5’- GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC-3’

Condiciones de reaccion: el ciclado térmico consistié en: desnaturalizacion inicial a 94°C

durante 4 min seguido de 30 ciclos de amplificacidon (Desnaturalizacion: a 94°C por 45 seg,
anneling: 50°C 45 seg y extension: 72°C 60 seg) y por ultimo extension final a 72 °C por 2 min.

Controles: Control (+): S. aureus ATCC 43300 (MRSA); Control (-) de reaccion: S. aureus
ATCC 25923 (MSSA); Control (-) de reactivos: 2ul de agua MQ estéril con la mezcla de reaccién.
10.5.2 ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO o pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE):

Esta metodologia deriva, en su fundamento, de una electroforesis convencional de acidos
nucleicos en campo eléctrico constante, con la diferencia de que el estado pulsatil del campo
eléctrico aplicado (campo eléctrico que varia periddicamente) permite la resolucion eficiente de
moléculas de ADN de gran tamafio molecular (entre 10 kb y 800 kb) que previamente se
obtuvieron al tratar el cromosoma bacteriano con una enzima de restricciéon (ER). Para lograr la
separacion, se trabaja con una cuba hexagonal que tiene dispuestos 24 electrodos. Bajo la
direccion de un campo eléctrico, las moléculas de ADN se reorientan y se desplazan avanzando
en direccidn del polo positivo. Cuando el campo eléctrico cesa, las moléculas de ADN se relajan
recuperando su estado inicial. La aplicacién de un 22 campo eléctrico con una orientaciéon
distinta al primero, obliga al ADN a cambiar su conformacién y reorientarse de nuevo para

avanzar en la direccién del 22 campo eléctrico. El tiempo requerido para la 22 reorientacion es
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dependiente de la longitud de la molécula (PM). Las moléculas mas grande tardan mas tiempo
en alinearse y en poder comenzar el avance a través gel de lo que tardan las moléculas mas
pequenas. Mientras los campos eléctricos que se alteran tengan la misma intensidad y voltaje
la migracidn del ADN se recogerd en forma de linea recta aunque el patrén final de separacién
revelard la suma de todos los avances cortos en zig-zag que el ADN ha realizado. Se obtienen asi
patrones de restriccidn que representan el ADN cromosdmico bacteriano distribuido en pocas
bandas con movilidades electroforéticas distintas. El perfil de fragmentos de ADN obtenido
(pulsotipo) es considerado, por lo tanto, como parametro de identificacién, como si fuese una
“huella digital” a nivel genético.

El procedimiento completo comprende:

-Extraccion de ADN, para ello es necesario partir de un cultivo puro (Agar Nutritivo o
Tripteina Soya Agar) de S.aureus de no mas de 18-24h y realizar una suspension en 1ml de buffer
SE con una turbidez equivalente al estandar n°3 de Mc Farland (9x10® microorganismos /ml).

Posteriormente, se realiza una lectura espectrofotométrica a una DO de 420nm y el valor
obtenido es referido a una curva de crecimiento vs DO y se calcula el volumen de SE necesario
para lograr una concentracién final de 9 x 108-1x10° microorganismos/ml a fin de estandarizar
todos los indculos.

Seguidamente, se mezclan volimenes iguales de la suspensidn bacteriana con agarosa al
1% (preparada con buffer SE) a 50-56°C (fundida) y se dispensan en moldes disefiados para
lograr el “plug o taco” de agarosa y se deja solidificar. De esta manera se consigue inmovilizar
las células bacterianas.

-Lisis: se remueve el taco de agarosa de su respectivo molde y se sumerge en 500ul de
buffer de lisis (pH 7,5) para cocos Gram positivos que contiene 30 U/ml de lisostafina (enzima
que provoca la lisis de la pared). Se incuba overnight a 37°C. Seguidamente el buffer de lisis es
reemplazado por el buffer de protedlisis (pH 9,5) que contiene 1l de Proteinasa K (50mg/ml) y
es incubado durante toda la noche a 56°C.

Posteriormente los tacos son sometidos a lavados con solucién TE pH 7,5 cada 30 miny a
4°C. Esta operacidn es repetida 6-8 veces. El objetivo es eliminar los detritos celulares de la lisis
asi como restos de Proteinasa K, detergentes o EDTA.

-Restriccidn: cada taco es cortado en 2 partes de aproximadamente 4mm x 4mm y se los
sumerge en buffer de equilibrio de la enzima de restriccién Smal por 30 min antes de realizar la
digestidn. Luego se tratan con 100u de buffer de reaccion que contiene 20U/muestra de la ER
Smal (de cortes poco frecuentes para el cromosoma de Staphylococcus spp), mezclar e incubar

al menos 4h a 25°C.
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-Electroforesis en campo pulsado: se debe preparar un gel de agarosa al 1% en buffer TBE
0,5X, dejar un remanente (10ml aproximadamente) antes de volcar la agarosa en el soporte de
dara forma al gel. Dejar solidificar, luego se introducen los bloque digeridos (cepas problemasy
control ATCC 8325) y el marcador de PM en cada pocillo del gel. Para finalizar la operacion, estos
son cubiertos (sellados) con el remanente de agarosa a fin de fijar el taco de ADN en su
respectivo pocillo.

El gel es colocado en la cuba electroforética CHEF-DR Il (clamped homogeneous electric
field electrophoresis). Bio Rad con buffer TAE 1x.

Seguidamente se ajustan los parametros para la puesta en marcha con una distribucion
lineal de 23h a 14°C, un voltaje de 6V/cm-1. Los tiempos de cambio para los pulsos durante 10h
fueron 5 seg (tiempo inicial) y 15 seg (tiempo final) en el primer bloque y en el segundo bloque
fueron durante 13h de 15 seg (inicial) a 60 seg (final).

Coloracion del gel y visualizacion: Una vez, terminada la electroforesis, se extrae el gel, y
se tifien con una solucion de 1 pg/ml de Bromuro de Etidio durante 30 min y luego es decolorado
por lavado en agua destilada durante 45min para posteriormente ser visualizado en
transiluminador con luz UV y a continuacién se obtiene la imagen por fotografia para ser
interpretada.

Interpretacion: debe examinarse la coleccion completa de cepas a estudiar en el gel en
busca del patrén de bandas mas comun entre los aislamientos. A continuacidn, todos los otros
patrones son comparados con éste y a la vez entre si. Se utilizaron los criterios de Tenover [128],
los cuales indican que entre 1y 6 bandas de diferencia se definen subtipos y 7 o mas bandas de
diferencias definen un tipo distinto por PFGE. A cada pulsotipo se le asigna una letra designando
una familia clonal y cada subtipo es sefialado, ademas, con un nimero.

Esta es una de las técnicas de eleccidn, que actualmente se utiliza para el estudio
epidemioldgico de MRSA debido a su elevado poder de discriminacion (PD) y permite diferenciar
cepas epidémicas de aquellas causantes de casos esporadicos de infeccidn.

Buffers utilizados:

-Buffer SE:

75 mM NaCl; 25mM EDTA, pH=7,5

-Buffer de lisis para cocos Gram positivos:

6mM Tris; 100mM EDTA; 1M NaCl; 0,5%p/v Brij 58; 0,2%p/v Desoxicolato de Sodio; 0,5%
N-Lauryl sarcosine; 1mM MgCl2; pH=7,5

-Buffer de protedlisis:

0,5mM 1%p/v EDTA, pH=9,5

-Buffer TE:
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10mM Tris; 0,5mM EDTA pH=7,5

-Buffer TBE: (10x)

445mM Tris; 445mM Acido Bérico; ImM EDTA; pH=8.
Controles:

-Clon Brasilero/sudamericano

-Clon Pediatrico

-EMRSA 16

-ATCC 8325

Reproducibilidad y Similitud

Para controlar la reproducibilidad, cada nuevo patrdn de restriccidon detectado con mayor
frecuencia fue incluido en los posteriores analisis de PFGE para comparacién, ademas de la cepa
control 8325 y del marcador de peso molecular.

10.5.3 TIPIFICACION DE LA REGION POLIMORFICA “X” DEL GEN spa:

Esta metodologia se realizd de acuerdo al protocolo de Shopsine, B. y cols [275].

El gen de la proteina A tiene aproximadamente 2150 pb y contiene 3 regiones diferentes:
la porcién d unién a la fraccidon Fc de las inmuno globulinas G y M, la region X y la porcion
terminal C.

La regidn polimérfica llamada “X” consiste en un nimero variable de secuencias repetidas

I “

cortas de 24 pb (short sequence repeat, SSR). La técnica del “spa-typing” se basa en la
secuenciacion de esta regién polimarfica, el analisis del nimero de repeticionesy su variabilidad,
la diversidad de estas regiones esta dada por mutaciones tipo deleciones, mutaciones puntuales
o duplicaciones de las unidades repetitivas

Las existencia de regiones que limitan la secuencia codificante de la regién “X” permitié
el uso de primers para amplificarla por PCR. Posteriormente, se secuencia esta regién y se
analiza el nimero y orden en el que estan dispuestas las SSR y cada una de ellas se les asigna un
numero el conjunto de nimeros obtenido para una cepa se conoce como Tipo spa o “t”

Esta técnica comprende las siguientes etapas:

-Extraccion de ADN: se obtuvo, a partir de un lisado bacteriano, de la siguiente manera:

Se recolectaron al menos 10 colonias bacterianas de un cultivo joven (18-24h) y fueron
resuspendidas en 100ul de una solucién de lisis que conteniendo: 25U de Lisostafina/ml, 10 mM
de EGTA (ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid) y 10mM Tris
(pH=8) en agua desionizada. La suspensién es, luego incubada a 37°C por 30 min vy

posteriormente calentar a 95°C por 10 min. Se deja enfriar a T° ambiente y luego se afiaden

900ul de agua desionizada estéril. La suspension es centrifugada por 3 min a 13000g y del
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sobrenadante se recuperan 2ul de ADN que serdn utilizados en la amplificacidn, por PCR
convencional de la region X.

PCR: la mezcla de reactivos de PCR, para cada muestra; se prepard con un volumen final
de 50ul, la misma incluye: 200uM dNTP (deoxynucledsido trifofato, 10mM Tris; pH=8,3), 50mM
KCl, 1,5 uM Mg>Cl, 1pmol/ul de cada primer, 1U de Tag ADN polimerasa y agua miliQ estéril.

Secuencia de primers utilizados:

spaFl: 5-GACGATCCTTCGGTGACG-3’

spaF2: 5'-CAGCAGTAGTGCCGTTTGC-3’

Condiciones de reaccion de PCR

Ciclo térmico: Desnaturalizacién inicial a 95°C durante 10 min seguido de 30 ciclos de
amplificacion (Desnaturalizacion: a 95°C por 30 seg, anneling: 60°C 30 seg y extension: 72°C 45
seg) y por ultimo, extension final a 72 °C por 10 min.

Los productos de reaccion primeramente se visualizaron en gel de agarosa 1% con
electroforesis convencional y luego se purificaron en columnas de afinidad (promega) y fueron
secuenciados por la empresa MACROGEN.

Para evaluar como estas unidades repetidas se organizaron en las regiones X de los
diferentes aislamientos las secuencias y el perfil de repeticiones se analizan con el programa

RIDOM (http://spaserver.ridom.de/) para atribuirle el tipo spa “t”.

10.5.4 TIPIFICACION POR MLST:

La técnica MLST caracteriza los aislamientos detectando polimorfismo de forma directa
por secuenciacién del ADN en los diferentes genes seleccionados. Esta metodologia se realizd
de acuerdo a lo descripto por Enright y cols [129]. El método se basa en la secuenciacion
nucleotidica de fragmentos internos, de aproximadamente 450 pb, de 7 genes housekeeping
codificantes de enzimas del metabolismo de S. aureus, Los mismos son:

arcC (Carbamate kinase)

aroE (Shikimate dehydrogenase)

glp (Glycerol kinase)

gmk (Guanylate kinase)

pta (Phosphate acetyltransferase)

tpi (Triosephosphate isomerase)

yqi (Acetyle coenzyme A acetyltransferase)

Cada una de las variante en la secuencia de cada fragmento, es considerada un alelo

distinto y a cada uno se le asigna un nimero. Los aislamientos son definidos por el conjunto de
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alelos de los 7 genes que por convencion es llamado perfil alélico o Tipo Secuencial, “sequence
type” (ST), que queda determinado por el conjunto de 7 nimeros. Aquellos aislamientos de S.
aureus que presenten identidad en cinco o mads de los siete genes son considerados de un mismo
Complejo Clonal.

La principal ventaja de esta técnica es que utiliza secuencias y no da lugar a ambigliedades
gue se pueden presentar con PFGE, ademas, cuenta con un sitio web que contiene informacién
de mads de 1500 aislamientos provenientes de diferentes paises, lo que permite comparar las
secuencias con las reportadas en la base de datos.

Al comparar con otros clones pandémicos en el mundo, podemos establecer la relacidn
genético evolutivo de utilidad epidemiologia global o a largo plazo.

El protocolo empleado para esta técnica fue el siguiente:

-Extraccidon de ADN: se obtuvo, a partir de un lisado bacteriano, de la siguiente manera:

Se recolectaron 20 colonias bacterianas de un cultivo joven (18-24h) y fueron re-
suspendidas en 100ul de una solucidn de lisis que conteniendo: 25U de Lisostafina/ml, 10 mM
de EGTA (ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid) y 10mM Tris
(pH=8) en agua desionizada. La suspensién es, luego, incubada a 37°C por 30 min vy
posteriormente se calenté a 95°C por 10 min. Se deja enfriar a T° ambiente y luego se afiaden
900pl de agua desionizada estéril. La suspension es centrifugada por 3 min a 13000g y del
sobrenadante se recuperan 2 de ADN que seran utilizados en la amplificacién, por PCR
convencional, de los fragmentos internos de los 7 genes metabdlicos anteriormente citados.

-PCR: la mezcla de reactivos de PCR, para cada muestra; se preparé con un volumen final
de 50ul, la misma incluye: 200uM dNTP (deoxynucledsido trifofato, 10mM Tris; pH=8,3), 50mM
KCl, 1,5 uM Mg2Cl, 1pmol/ul de cada primer, 1U de Tag ADN polimerasa y agua miliQ estéril.
Las Secuencia de primers utilizados fueron:

arcup -5'TTG ATT CAC CAG CGC GTATTG TC -3'

arcdn - 5' AGG TAT CTG CTT CAA TCA GCG -3'

aro up - 5' ATC GGA AAT CCT ATT TCA CAT TC -3'

arodn-5'GGT GTT GTA TTA ATA ACG ATATC -3'

glp up - 5' CTA GGA ACT GCA ATC TTA ATCC -3'

glp dn - 5' TGG TAA AAT CGC ATG TCC AATTC -3'

gmk up - 5' ATC GTT TTA TCG GGA CCATC -3

gmk dn - 5' TCA TTA ACT ACA ACG TAATCG TA -3'

pta up - 5' GTT AAA ATC GTA TTA CCT GAA GG -3'

pta dn-5'GAC CCT TTT GTT GAA AAG CTT AA -3'

tpiup - 5'TCG TTC ATT CTG AAC GTC GTG AA -3'
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tpidn-5'TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC -3’
yqi up- 5' CAG CAT ACA GGA CACCTATTG GC-3'
yqi dn- 5' CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC -3'

Condiciones de reaccion de PCR

-Ciclo térmico: Desnaturalizacién inicial a 95°C durante 5 min seguido de 30 ciclos de
amplificacion (Desnaturalizacion: a 95°C por 1min, anneling: 55°C 1min y extension: 72°C 1min)
y por ultimo, extensidn final a 72 °C por 5 min.

Los productos de reaccidn primeramente se visualizaron en gel de agarosa 1% con
electroforesis convencional y luego se purificaron en columnas de afinidad (promega®) y se
secuenciaron (ambas cadenas) a través del servicio internacional MACROGEN.

Las secuencias obtenidas para cada locus fueron comparadas por medio de la base de
datos en wwww.mlist.net asigndndoseles el numero de alelo correspondiente para,
posteriormente, poder determinar el ST.

Para la lectura y andlisis de datos, las secuencias fueron comparadas utilizando el
algoritmo eBURST. Este asigna aislamientos a CC o linajes que contienen aislamientos
genéticamente relacionados y anticipan el origen evolutivo de los aislamientos en cada conjunto
a partir de un perfil alélico ancestral. Aquellos aislamientos que no corresponden a ningun
complejo clonal se los identifica como singletones.

10.5.5 DETERMINACION DEL TIPO DE SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome
mec)

En todos los aislamientos de MRSA se evaluaron los tipos SCCmec I-VI, incluyendo la nueva
variante de SCCmec IV (IVNv) asociados a ST100 en Argentina. La metodologia utilizada fue PCR
multiplex y por PCR convencional a través de la identificacion de los complejos de genes mec,
ccr, y la regiéon J1 como se describid previamente [44]. (Tablas 22 y 23)

La tipificacién del SCCmec se llevo a cabo mediante PCR multiplex (MPCR) segun describié
Oliveira y De Lancastre [276], la cual se basa en las caracteristicas estructurales y diferenciales
de los distintos tipos de SCCmec, descritos hasta entonces: | (34 kb), 11 (52 kb), 11l (66 kb) y IV (20-
24 kb). Dicha MPCR permite la identificacion de los SCCmec tipo |, Il, Ill, y IV, asi como las
variantes IA y llIA, basdndose en la amplificacion de 8 locus (denominados A, B, C, D, E, F, G, y
H).

El locus A se localiza corriente arriba del gen pls y es especifico del SCCmec tipo .

el locus B se situa en el interior del operdn kdp, el cual es especifico del SCCmec tipo Il.

el locus C se sitla en el interior del gen mecl presente en los SCCmec tipo Il y Ill.
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el locus D se encuentra en el interior de la regidn dcs, presente en los SCCmec tipo |, Il y
IV. el locus E se localiza en la regidn entre el plasmido integrado pl258 y el transposén Tn554,
especifico para el SCCmec tipo lll.

el locus F, que también es especifico del SCCmec tipo lll, se localiza en la region entre
Tn554 y la unién cromosémica derecha (orfX).

Los loci G y H se incluyeron para distinguir las variantes estructurales IA y llIA,
respectivamente.

El locus G es la unién izquierda entre /1S431 y pUB110, y

el locus H es la unién izquierda entre /15431 y pT181.

Los fragmentos van de 162 a 495pb, diferenciandose al menos en 40pb, lo que permite

distinguir a cada uno de ellos. A continuacién se indican los primers usados para cada locus:

Tabla 22| Primer para tipificacion de SCCmec

LOCUS ‘ PRIMERS SECUENCIA TAMANO(amplicén) | TIPO DE SCCmec

A CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 495 pb |
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC

B KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC 284 pb Il
KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG

C mecip2 GCGGTTTCAATTCACTTGTC 209 pb 11, 1l
meci p3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC

D DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 342 pb LILIV
DCS R1 CTAAATCATAGCCATGACCG

E RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 243 pb ]
RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC

F RIFS F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 414 pb i
RIFS F13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC

G 1S431P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 381 pb
pUB110R1 GAGCCATAAACACCAATAGCC

H 15431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 303 pb
pT181R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC

mecA mecA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 pb Control interno
mecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG

Etapas de PCR multiplex para tipado de SCCmec

Extraccion de ADN: Se recolectaron al menos 10 colonias bacterianas de un cultivo joven
(18-24h) y fueron resuspendidas en 100ul de una solucién de lisis que conteniendo: 25U de
Lisostafina/ml, 10 mM de EGTA (ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic
acid) y 10mM Tris (pH=8) en agua desionizada La suspension es, luego, incubada a 37°C por 30

min y posteriormente se calentd a 95°C por 10 min. Se deja enfriar a T° ambiente y luego se
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afaden 900u de agua desionizada estéril. La suspensidn es centrifugada por 3 min a 13000g y
del sobrenadante se recuperan 2ul de ADN.

PCR: la mezcla de reactivos de PCR, para cada muestra; se prepard con un volumen final
de 50y, la misma incluye: 200uM dNTP (deoxynucledsido trifofato, 10mM Tris; pH=8,3), 50mM
KCl, 1,5 uM Mg.Cl, 1pmol/ul de cada primer, 1, 25 U de Tag ADN polimerasa y agua miliQ estéril
y 2ul ADN (obtenido tal como se indicé en el parrafo anterior). Se utilizaron los primers
descriptos en la tabla 12 en las siguientes concentraciones:

800nM (DCS F2, DCS R1; mecA P4, mecA P7 e I1S431 P4)

400nM (CIF2 F2, CIF2 R2; mecl P2, mecl P3; RIF5 F10, RIF5 R13; pUB110 R1y pT181 R1)

200nM (KDP F1, KDP R1; RIF4 F3, RIF4 R9)

Condiciones de reaccion de PCR

Ciclo térmico: Desnaturalizacién inicial a 94°C durante 4 min seguido de 30 ciclos de
amplificacion (Desnaturalizacidn: a 94°C por 30 seg, anneling: 50°C durante 60 seg y extension:
72°C 120 seg) y por ultimo extensién final a 72 °C por 4 min.

Los productos de reaccidon primeramente se visualizaron en gel de agarosa 1% con sybr
safe en electroforesis convencional.

10.5.6 SUBTIPADO DEL Staphylococcal Cassette Chromosome mec IV

La PCR multiplex descripta anteriormente, permite la deteccion SCCmec del tipo IV, pero
no detecta sus diferentes subtipos (IVa, IVb, IVc, IVd, IVg y IVh).

La discriminacidn es importante para estudiar la epidemiologia del CA-MRSA.

Para el subtipado del SCCmec IV se procedié a realizar PCR multiplex siguiendo el
protocolo de Milheirico y cols [276], que detecta los subtipos IVa, Vb, IVc, IVd, IVg, IVh (por
amplificacion de diferentes fragmentos en las regiones J) y el tipo V caracterizado por presentar
genes de recombinasas del tipo C (ccrC).

También se estudié la presencia, entre los aislamientos, del elemento genético mavil
Tn4001 de utilidad en la tipificacion del SCCmec IV de la variante Argentina del clon pediatrico
ST100-1VnV [149], que se lo caracteriza segun los datos de la tabla 24.

Las secuencias de los primers utilizados son las siguientes:

i) Tn4001-1-F (Amplificando la regién 1S1256L-aac -aph dentro del Tn4001.

ii) Tn4001-2-F y Tn4001-2-R (amplificando la region entre el IS256R (Tn4001) y el 1S1272

del complejo mecB)

iii) Tn4001-3-F, y Tn4001-3-R (Amplificando la region entre el locus mecA e 1S256L

(Tn4001)).
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Tabla 23| Resumen de primers para la caracterizacion de los diferentes SCCmec

Conjunto de Primers usados para la identificacién del SCCmec

Tipos de SCCmec

IV(2B&S5)/ b IVNv/ ¢
regién ;:':]::e del Amplicon LV(ZB)/ ZH47 visc2)/t | vias)/b PFGE type C
Amplificada Secuencia del Primer (5' ™ 3/) tamaiio, CAOS STlF)O WIS HDE288 ST100 '
bp Zurich Argentina
cer
complex
ccrA2 B2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT 1000 N N _ _ .
a2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT
ccrB2 ccrB2F2 F2 AGTTTCTCAGAATTCGAACG 311 . . _ B .
ccrB2F2 R2 CCGATATAGAAWGGGTTAGC
AB4 F1 TCA TCA ATA AGT ATG GAA Ci
ccrAB4 cer G GG G 1549 - - - + -
ccrAB4 R1 TTT CTT GCG ACT CTCTTG G
CF2 GTACTCGTTACAATGTTTGG
ccrC cer 449 - + + - -
ccrC R2 ATAATGGCTTCATGCTTACC
Class B mec
+ - - + -
complex
| AACGCCACTCATAACATATGGAA
1S1272 S5 G 66 2000 + - - + -
mA6 TATACCAAACCCGACAAC
JIS1272 and ISF1 AATTGAAGCAAATGCCAATCG
1903 + - - + -
mecR1
MRP1 CAACTGTCGTAGTCGAAACC
Class B2 mec
- + - - +
complex?
-[rlrsliggéf Tn4001-1-F GCCAATCGCTTAATTGGAGCCG d _ . _ B .
B » 709
aac(2’)-aph(6”)] Tn4001-1-R ACTTCATCTTCCCAAGGCTCTGT
Tn4001-2 Tn4001-2-F TGGCCATCACGTGTTCTGGG d _ . _ B .
(IS256R-1S1272) 968
Tn4001-2-R TCGGATGTCTGTCCGAGGACT
Tn4001-3 Tn4001-3-F ACCAAACCCGACAACTACAACTAT d N N
(mecA-152561) Tn4001-3R | GTGTCGTAAAGCTGCGCTCA 1298
J3 region
dcs-F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC
dcs 342 + - - + +
dcs-R1 CTAAATCATAGCCATGACCG
J1 region
JSlc_CFmecV- TTCTCCATTCTTGTTCATCC
SCCmecV 377 - - + - -
JSiimecV» AGAGACTACTGACTTAAGTGG
SCCmec IVe
JIVa F ATAAGAGATCGAACAGAAGC
IVa 278 + - - - -
JIVa R TGAAGAAATCATGCCTATCG
Ve JIVc F CCATTGCAAATTTCTCTTCC
483 - + - - +
JIVeR ATAGATTCTACTGCAAGTCC

a SCCmec: Staphylococcal Cassette Chromosome mec; PFGE: Pulsed field gel electrophoresis;

b tipo de SCCmec /nombre cepa control: Tipo de SCCmec asociado a la cepa control.
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¢ SCCmec IVNv: Nueva variante de SCCmec tipo IV asociado a la variante argentina del Clon Pediatrico (pulsotipo C-
ST100).

4 Primers disefiados segun la secuencia determinada previamente de la cepa ZH47 accession number AM292304

€ Los subtipos de SCCmec IV IVb, IVd, IVg, IVh que fueron analizados por PCR y se muestran sélo los que dan positivo.

Tabla 24 | Primers utilizados para la deteccion del Tn4001
Region amplificada Nombre del primer Secuencia nucleotidica tamafo

Tn4001-1 Tn4001-1-F GCCAATCGCTTAATTGGAGCCG 709 pb
[IS1256Laac(2’)—aph(6”)]

Tn4001-1-R ACTTCATCTTCCCAAGGCTCTGT

Tn4001-2 (1S256R-1S1272) Tn4001-2-F TCGGATGTCTGTCCGAGGACT 968 pb
Tn4001-2-R ACCAAACCCGACAACTACAACTAT

Tn4001-3 (mecA-1S256L) Tn4001-3-F ACCAAACCCGACAACTACAACTAT 1298pb
Tn4001-3-R GTGTCGTAAAGCTGCGCTCA

Tabla 24. Caracterizaciéon molecular del SCCmec associado al pulsotipo C y ST100: Variante Argentina del clon pediatrico

(Sola 2012), en relacidn a cepas controles.

10.5.7 DETECCION POR PCR DE LA PRESENCIA DE GENES DE VIRULENCIA

En todos los aislamientos de MRSA se analizaron por PCR el tipo de gen regulador
accesorio (agr) y 23 genes de virulencia especificos de Staphylococcus detallados a continuacion:
enterotoxinas: sea, seb, sec, sed, see, seqg, seh, sei, sej, sen, seo, sem, seq y sek; la toxina del
sindrome de shock téxico 1 (TSST-1): tst; toxinas exfoliativa: eta y etb; leucocidinas: IukE-IukD y
la leucocidina de clase F: lukM; bacteriocina (bsa), adhesinas: para el coldgeno (cna) y la proteina
de unidn dsea sialoproteina- (bbp), proteina de superficie sasX (sasX) y el gen arcA (indicador
del elemento moévil catabdlico de Arginina, ACME), incluidos los genes Panton-Valentine
leucocidina (Luks-PV-LukF-PV), el gen arcA (indicador del elemento mévil catabdlico arginina,
ACME y el gen sasX, de acuerdo a lo descripto [150].

Con las metodologias anteriormente descriptas, un clon queda definido por: el pulsotipo
(letra mayuscula), seguido del tipo secuencial (ST), el el SCCmec (en nimero romano) y el spa t.
También puede asociarse a la descripcién un marcador molecular caracteristico de ese clon

como por ejemplo PVL, ACME.
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10.5.8 SECUENCIACION DEL GENOMA COMPLETO (Whole-genome sequencing,
WGS)

Esta metodologia se utilizé para cumplimentar el Objetivo Especifico /lla de la etapa lll,
por lo tanto el procesamiento y analisis bioinformatico de los resultados necesarios para
cumplimentar dichos objetivos se describieron en la seccion de Materiales y Métodos
correspondiente al objetivo /lla (Pagina 163).

En esta seccion se describe el andlisis realizado para cumplimentar la etapa Il. Se
analizaron a través del WGS, cuatro aislamientos pertenecientes al clon 11-ST5-IVa-t311 con el
fin de investigar su filogenia, de los cuales, tres pertenecian al mismo paciente, dos de
colonizacion nasal (al ingreso, ADM-C y al alta, DIS-C) y uno de infeccién activa de piel y partes
blandas (IPPB) de inicio en la comunidad (W-INF) y un aislado no relacionado
epidemiolégicamente con estos tres Ultimos definido como NE/1300. El objetivo fue determinar
si las cepas de MRSA aisladas de la herida en el momento del ingreso y las recuperadas del sitio
nasal también al ingreso y al alta después de 8 dias de hospitalizacidon pertenecian al mismo
subtipo. El aislamiento no relacionado epidemioldgicamente (NE1300), presentaba el mismo
tipo spa, tipo MLST y SCCmec. Con el fin de proporcionar una comparacién mas amplia, se
incluyeron aislamientos del CC5 secuenciados previamente [184] con el mismo tipo spa, tipo

MLST y SCCmec que los tres aislamientos en cuestion.

10.5.8.1 Procedimiento de secuenciacidn y alineamiento utilizando lllumina HiSeq

La secuenciacién se realizé utilizando la plataforma Illumina HiSeq. EI ADN gendmico se
aislé con los kits Qiagen DNeasy Blood and Tissue. Las bibliotecas de secuenciacion se
prepararon con los kits de preparacidon de muestras de ADN Illumina Nextera XT (lllumina, San
Diego, CA, Estados Unidos) y se secuenciaron (100 lecturas de nucledtidos) con instrumentos
HiSeq 2000 en el Laboratorio de Gendmica y Bioinformatica de INDEAR, Rosario, Argentina.

Se realizo el ensamblado de las lecturas cortas (Short reads) frente a la cepa de referencia
del CC5 N315 (numero de acceso de GenBank NC_002745.2) con el programa BWA (Burrows-
Wheeler Aligner) [277], y procesado con Samtools [278]. El lamado de variantes (variant calling)
fue realizado utilizando GATK (Genome Analysis Toolkit) [279], y anotado usando SnpEff [269],
Se requirié un consenso del 75% y 30 lecturas para respaldar un SNP, y las llamadas se realizaron
bajo un modelo haploide.

Las secuencias de otras cuatro muestras del CC5 de Argentina: DAR3144, DAR3162,
DAR3156 y DAR3170 [184], fueron obtenidas de la base de datos publica NCBI y fueron

analizados utilizando el mismo flujo de trabajo o pipeline. Se definié que los aislamientos eran
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del mismo subtipo si diferian en no mas de 40 polimorfismos de un sélo nucledtido (SNP), lo que
equivale a aproximadamente 5 afios de evolucidn.

10.5.8.2 Construccioén del arbol filogenético

Los arboles de maxima verosimilitud (Maximum likelihood) de ADM-C, W-INF, DIS-C,
NE1300, DAR3144, DAR3162, DAR3156 y DAR3170, se estimaron a partir de la alineacién de los
genomas completos asignados utilizando RAxML [280].
10.5.9 DETECCION POR PCR DEL GEN Sspa

Para amplificar gen Sspa codificante para la serin proteasa Sspa se realizd el siguiente
procedimiento:

Extraccion de ADN: se obtuvo, a partir de un lisado bacteriano, de la siguiente manera: se

recolectaron no menos de 10 colonias bacterianas de un cultivo joven (18-24h) y fueron
resuspendidas en 100ul de una solucidn de lisis que contenia: 25U de Lisostafina/ml, 10 mM de
EGTA (ethylene glycol-bis (B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid) y 10mM Tris (pH=8)
en agua desionizada. Luego, la suspension es incubada a 37°C por 30 min y posteriormente a
95°C por 10 min. Se deja enfriar a T° ambiente y luego se afiaden 900ul de agua desionizada
estéril. La suspension es centrifugada por 3 min a 13000g y del sobrenadante se utilizan 2l
como templado de ADN para la siguiente PCR:

PCR: El volumen final de la mezcla de reactivos de PCR para cada muestra fue de 50pl, la
misma incluye: 200uM dNTP (deoxynucledsido trifofato, 10mM Tris; pH=8,3), 50mM KCl, 1,5 uM
Mg2Cl, 1pmol/ul de cada primer, 1U de Tag ADN polimerasa y agua miliQ estéril. Se utilizaron
los siguientes pares de Primers:

Sspa-rep-F 5 -TTTATGCAGCGTCAGGGTTG- 3’

Sspa-rep-R 5'-ATTAGGTTGGTCATCGTTGG- 3’

Sspa-TOTAL-F 5 -TGCTTATAATATTGAATACTCTAG- 3’

Sspa-TOTAL-R 5 -AATGTTTTTGTAAACTCTAATCT- 3’

Condiciones de reaccidn: el ciclado térmico consistio en: desnaturalizacion inicial a 94°C

durante 4 min seguido de 30 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion: a 94°C por 45 seg,
anneling: 50°C 45 seg y extension: 72°C 60 seg) y por ultimo, extension final a 72 °C por 2 min.
10.6 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

A continuacidn se describe el analisis estadistico de los datos utilizado en cada etapa.

10.6.1 Etapa |

Los datos bacterioldgicos y de pacientes se compilaron en una base de datos electrdnica
utilizando Access (Microsoft). Se determind la prevalencia de colonizacién al ingreso y la

incidencia de adquisicién de MRSA. Se utilizaron analisis de regresion logistica univariable (Tabla
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2, pagina 57) y multiple (Tabla 4, pagina 59) para investigar los factores de riesgo para la
portacién de MRSA; tanto en una sola medida de riesgo como en toda la medida de riesgo entre
los pacientes ingresados en los ocho hospitales de Cordoba, Argentina. Ademas, también se
realizaron analisis de regresion logistica univariable y multiple para investigar los factores de
riesgo para CA-MRSAs o HA-MRSAG. Las variables continuas se compararon mediante la prueba
t de Student o el analisis de varianza de una via (ANOVA) y la prueba U de Mann-Whitney o la
prueba de Kruskal Wallis para datos no paramétricos, segin correspondiera. Las variables
dicotémicas o categoricas se compararon mediante analisis de x? o la prueba exacta de Fisher,
segun correspondiera. Un p <0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Las variables
categoricas que fueron significativas en cada analisis univariado (p <0,05) realizadas entre
grupos pareados de cepas, se incluyeron en el andlisis de regresién logistica multiple para cada
situacion comparada. En todas las comparaciones, la informacién sobre las variables
consideradas estuvo disponible para mas del 80% de los casos. Una prueba de Goodness de
ajuste de Hosmer y Lemeshow indicé un ajuste aceptable a los datos. Los datos se analizaron

utilizando SPSS (versidn 15,0) e InfoStat (www.infostat.com.ar).

10.6.2 Etapa ll
Los datos bacterioldgicos y de los pacientes fueron compilados en una base de datos
mediante ACCES (Microsoft). Se realizaron comparaciones entre grupos de cepas definidas
genotipicamente como CA-MRSAg y HA-MRSAg, en todas las infecciones de MRSA.

Entre las infecciones causadas por los genotipos CA-MRSAg, también se compard aquellas
de inicio en el hospital vs las de inicio en la comunidad entre los pacientes que se hospitalizaron,
para determinar las caracteristicas asociadas de forma independiente con infecciones CA-
MRSAG de inicio en el hospital.

Las variables continuas se compararon mediante la prueba t de Student o el analisis de la
varianza de una via (ANOVA) y la prueba de Mann-Whitney o la prueba de Kruskal Wallis para
datos no paramétricos, segun correspondiera. Las variables dicotdmicas o categodricas se
compararon mediante la prueba del %2 o la prueba exacta de Fisher, segln correspondiera. p
<0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Los datos fueron analizados con el

programa SPSS (version 15,0) y InfoStat (www.infostat.com.ar).

10.6.3 Etapa lll
Las curvas de sobrevida se construyeron segun el método de Kaplan-Meier, usando el test
LogRank y la prueba de Holm-Sidak para comparaciones mulltiples [281], utilizando un p <0,05

considerado estadisticamente significativo.
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