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2 RESUMEN

Staphylcoccus aureus Resistente a Meticilina (MRSA) es un exitoso patégeno que
se presenta asociado tanto al ambiente hospitalario (HA-MRSA) como a la comunidad
(CA-MRSA), ha demostrado tener alta virulencia, capacidad para adquirir resistencia a
diferentes antimicrobianos y adaptabilidad para transmitirse y diseminarse a través de la
colonizacion de seres humanos y de la supervivencia en superficies inertes
comportandose, estas, como reservorios ambientales para el microorganismo. A partir de
1990 CA-MRSA emergio y se diseminé en diferentes paises del mundo y en aquellos de
mayores prevalencia (> 50%) se ha descripto que estas cepas CA-MRSA comenzaron a
introducirse en el ambiente hospitalario. Sin embargo, el conocimiento de su impacto en
los hospitales es limitado, particularmente en América Latina. En este trabajo de tesis se
realizé un estudio prospectivo de corte transversal y multicéntrico (nov-2009) de las
infecciones por S. aureus mediante el analisis de 591 aislamientos clinicos de 66
hospitales de Argentina. Los casos se clasificaron considerando el tipo de inicio de la
infeccion y la presencia o ausencia de factores de riesgo relacionados a la atencién
sanitaria (HRF) Se consider6 que una infeccién es de inicio hospitalario (HO) si el cultivo
positivo para S. aureus se obtuvo 48 horas después de la admision en el hospital y el
paciente no tenia evidencia de infeccién en el momento de la admision Todos los demas
casos se definieron como infeccién de inicio en la comunidad (CO). Las infecciones
asociadas a la comunidad (CA) fueron definidas como casos de inicio en la comunidad
de pacientes sin HRF durante el afio anterior (CACO), segun los criterios del CDC. Las
infecciones asociadas al hospital 0 a la atencién sanitaria (HA) incluyen: (i)
infecciones de inicio hospitalario independientemente de la presencia de otros HRF
(HAHO) e (ii) infecciones de inicio en la comunidad que ocurren en pacientes con al
menos un HRF (HACO). Las cepas de MRSA fueron genéticamente tipificadas como
genotipos CAMRSA y HA-MRSA (CA MRSAg y HA-MRSAG) por tipificacion de SCCmec y
spa, PFGE, MLST vy perfil de genes de virulencia por PCR. Teniendo en cuenta todos los
aislamientos, el 63% fueron de infecciones de inicio en la comunidad (CO) y de ellas el
55% fueron MRSA [39% CA-MRSA; y 16% HA-MRSAg].Detectdé la proporcion
significativamente mayor de MRSA entre las infecciones de inicio en la comunidad CO vs
las de inicio en el hospital HAHO (58% vs 49% respectivamente); Esta diferencia se not6

principalmente en pediatria (<19 afios) en (62% vs 43%). Los genotipos CA-MRSAg



representaron el 16% de las infecciones de inicio en el hospital, el 39% de las infecciones
relacionadas al hospital (por presentar al menos un HRF) pero de inicio en la comunidad
(HACO) y el 60,5% de las de inicio en la comunidad sin relacion con el ambiente
hospitalario (CACO). Por el otro lado los genotipos HA-MRSAg s6lo causaron el 33% de
las infecciones de inicio en el hospital y el 13% de las infecciones relacionadas al hospital
pero inicio en la comunidad (HACO).

Con el objetivo de evaluar la evolucion en el tiempo de estas cepas CA-MRSA y
HA-MRSA en todo el pais durante el periodo 2001-2011 se utilizdé la base de datos
nacional WHONET-ARGENTINA (49.909 aislamientos de S aureus) y una definicién
fenotipica basada en la falta de resistencia acompafante (a no mas de un ATB no [3-
lactdmicos) para diferenciar CA-MRSA de HA-MRSA. La misma fue validada con la
definiciobn genotipica a través del analisis molecular (identific6 correctamente el 94% de
todos los MRSA, con 94.7% de S, 92.4% de E, 96.9% de VPP y 87.8% de VPN). La
proporcion de CA-MRSA incrementé significativamente del 6.4% (147/2303) en el 2001 al
38.9% en el 2011 mientras que la de HA-MRSAr disminuy6 desde el 33.3% en el 2001 al
12.4% en el 2011 (32 trend P<0.0001). Todos estos resultados sugieren que los genotipos
CA-MRSAG estan reemplazando a los HA-MRSAg dentro del ambito hospitalario con un
reservorio que aumenta en la comunidad.

En cuanto a las asociaciones epidemiolégicas identificadas en modelos
univariados y multivariados para pacientes con infecciones por CA-MRSAg de inicio en el
hospital, CA-MRSAg parece comportarse como HA-MRSAg dentro de los hospitales, pero
sobresalen los nifios como el grupo de mayor riesgo para las infecciones por CA-MRSAg.

La mayoria de CA-MRSAg pertenecieron a dos clones principales: [I-ST5-IVa-t311-
PVL']y [N ST30-IVc-t019-PVL"] (45% cada uno). El primero fue responsable del 31% de
todas las infecciones, del 20% de las infecciones HAHO, del 43% de las infecciones
HACO vy del 35% de las infecciones CACO. Por el otro lado, el segundo caus6 el 33% de
todas las infecciones, el 4% de aquellas HAHO, el 23% de las HACO y el 60% de las
CACO. Si bien estas proporciones fueron generales, se detectaron significativas
diferencias por grupos etario (nifios/adultos) y regiones geograficas de Argentina
(Norte/Sur). Presentando valores de prevalencia en el norte: del 75% para el clon [N
ST30-IVc-t019-PVL+] y del 20% el clon [I-ST5-IVa-t311-PVL+] (P = 0,0006) mientras que
en el sur los porcentajes fueron 18% y 55% respectivamente (P = 0,02). Es importante
destacar que un aislamiento perteneciente al clon USA300-0114- (ST8-SCCmeclVa-
spat008-PVL*-ACME +) fue detectado por primera vez en Argentina.



Considerando los tradicionales clones HA-MRSAg el principal (66%), fue el clon
Cordobés/Chileno (A-ST5-1-t149) que causo el 18% de todas las infecciones, 47% de las
HAHO y 13% de las HACO. Referido a la sensibilidad a los antimicrobianos de los
diferentes clones de MRSA y a la posibilidad de uso del nuevo antibiético 3-lactdmico anti-
MRSA en el pais, ceftarolina (CPT), se pudo demostrar que los aislamientos CA-MRSAg
fueron sensibles a CPT independientemente del clon implicado. Por el contrario, en HA-
MRSAg, la sensibilidad a CPT estaba fuertemente asociada al tipo clonal, siendo ST5-I
(clon Cordobes/chileno) el principal clon asociado a Resistencia Intermedia. Este
resultado implica su vigilancia molecular en el tiempo.

Para determinar genéticamente la relacién evolutiva de los genotipos CA-MRSAg, con
clones de S. aureus meticilino sensibles (MSSA) detectados en nuestro pais se
compararon las caracteristicas moleculares de los aislamientos con genotipos de CA-
MRSAg vy los aislamientos de S. aureus sensibles a Meticilina (MSSA) detectados en
nuestro pais en el estudio multicéntrico. El andlisis de una muestra de 132 aislamientos S
aureus Meticilino Sensible (MSSA) representativa del norte, centro y sur del pais
evidencié. Se detect6 el predominio del CC5 (20%) seguido por el CC30 (16%) con una
distribucién inversa a la detectada para MRSA, con un predominio del clon MSSA [Is ST5-
t311-PVL"] en el norte mientras que en el sur prevalece el MSSA [Ns-ST30-t012-PVL-]. En
el CC5, se determin6 el predominio del tipo spa t311 (46%) compartido con el clon CA-
MRSA-I-ST5-IVa y en el CC30, existi6 un predominio del t012. No se detectaron cepas
MSSA Ns-ST30-t019 correspondiente a su par CA-MRSA N-ST30-1Vc-t019. Sugiriendo la
emergencia local del clon CA-MRSA [I-ST5-IVa-t311-PVL+] a partir de un linaje ST5
MSSA exitoso establecido en nuestra geografia y la diseminacién del clon CA-MRSA [N-
ST30-1Vc-t019-PVL+] desde paises limitrofes como Uruguay, Brasil, Bolivia y Paraguay.
Ademas se ldentificaron clones CA-MRSA internacionales (ST72-IV, ST97-IV, ST8-1V) y
linajes genéticos MSSA estrechamente relacionados, lo que avala la hipétesis sobre la
aparicion local y continua de nuevos clones CA-MRSA a partir de linajes exitosos de
MSSA.

Con el objetivo investigar la relacion entre el éxito epidemiologico de los clones
epidémicos de MRSA y su capacidad para persistir en una superficie inerte
medioambiental, se analiz6 la supervivencia y expresion de genes implicados en
adhesion, metabolismo, y biofilm durante la persistencia en una superficie de melamina y
también en el estado de biofilm. Se depositaron 100 ul de suspensiones bacterianas (10"

10 UFC /ml de SF) de los principales representante de clones epidémicos (CA-MRSA y



HA-MRSA) sobre una superficie de melamina. Se realizé recuentos de colonias para
evaluar supervivencia (24h; 10; 25 y 40 dias) y ademas a las 24h y 10d se realiz6
extraccion de RNA. Se analizé la expresion de los genes (spa, fnbpA, fnbpB, hla,
psmA1A2, IsdD, agrA, hld) mediante gRT-PCR. Todos los clones MRSA mostraron una
tendencia de supervivencia similar, disminuyendo progresivamente hacia los 40 dias, sin
embargo [A-ST5-1-t149] y [C-ST100-1Vnv-t002] mostraron porcentajes de supervivencia
mayores que el resto de los clones (p <0,05). Los niveles de expresion de los genes por
cada clon a los 10 dias, fueron superiores a los de su condicion inicial de 24h (p <0,001).
El nivel de transcripcién de IsdD se incremento alrededor de 40 y 35 veces en [A-ST5-I-
t149] y [C-ST100-1Vnv-t002], respectivamente. Ademas hla (determinante implicado en la
formacion de biofilm) también presentd niveles mayores de activacion en [A-ST5-I-t149]
(43 veces de cambio) comparado con el resto de los clones. Estos resultados sugieren
gue IsdD y hla podrian estar implicados en la persistencia en superficies inertes en el
ambito hospitalario de ambos clones epidémicos. Por ultimo se evalué la formacién de
biofilm en placa multiwell y el nivel de expresion de los genes fnbpA, isdD, hla, spa, agrA
evidenciandose que i) el clon CA-MRSA [I11-ST5-IVa-t311] presenté una capacidad fuerte
a moderada de formar biofilm con alto contenido proteico, posiblemente relacionada al
tipo spa t311 ii) el gen hla estaria involucrado en la capacidad diferente de formacién de
biofilm en cepas clinicas, iii) El regulador agrA podria estar involucrado con la capacidad
de formar biofilm, a través de diferentes vias en los diferentes clones, entre ellas hla y/o
fnbpA (clon USA300), iv) Se detectaron diferentes patrones de expresion de un mismo
gen entre los diversos clones en el fenotipo de biofilm, lo que implica una gran variabilidad
entre los diferentes complejos clonales en las estrategias utilizadas para sobrevivir en
biofilm.

En conclusién los resultados de este trabajo de tesis contribuyen al control y la
vigilancia de la infecciones causadas por S. aureus al reconocer: i) la elevada prevalencia
de infecciones por MRSA, ii) el establecimiento de dos clones CA-MRSA en nuestra
geografia [ST5-1Va-t311] y [ST30-1Vc-t019] con significativas diferencia regionales entre
norte y el sur del pais, iii) el desplazamiento en Argentina de los clones HA-MRSA a nivel
hospitalario por la diseminacion del clon CA-MRSA [I-ST5-1Va-t311], iv) el comportamiento
similar de estos a los clones HA-MRSAg, en cuanto a consecuencias clinicas de
transmision en el hospital y v) la probable relacion evolutiva de los clones MRSA
circulantes en Argentina a partir sus concomitantes (MSSA). Por lo tanto, este estudio

aporta a la literatura existente, informacion acerca de los factores asociados con la



diseminacion de clones CA-MRSA en la comunidad ademés de la entrada y la
transmisibilidad en los hospitales. Estas contribuciones seran utiles especialmente en los
nifos, para evaluar las estrategias de control y prevencion de las infecciones por MRSA,
tanto en la comunidad como en los hospitales. En una segunda instancia, este trabajo,
aporta datos sobre las posibles caracteristicas (relacionadas a la capacidad supervivencia
en materiales inertes) que podrian tener los clones descriptos para diseminarse y
establecerse en el pais tanto en el hospital como en la comunidad que ayudaran a
abordar medidas para el control de la transmisiébn considerando las capacidades

diferenciales de estos clones de MRSA.



3 ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) burden is increasing worldwide in
hospitals [healthcare-associated (HA)-MRSA] and in communities [community-associated
(CA)-MRSA]. However, the impact of CA-MRSA within hospitals remains limited,
particularly in Latin America. A countrywide representative survey of S. aureus infections
was performed in Argentina by analyzing 591 clinical isolates from 66 hospitals in a
prospective cross-sectional, multicenter study (Nov-2009). This work involved healthcare-
onset infections-(HAHO, >48 hospitalization hours) and community-onset (CO) infections
[including both, infections (HACO) in patients with healthcare-associated risk-factors
(HRFs) and infections (CACO) in those without HRFs]. MRSA strains were genetically
typed as CA-MRSA and HA-MRSA genotypes (CA-MRSAg and HA-MRSAg) by SCCmec-
and spa-typing, PFGE, MLST and virulence genes profile by PCR. Considering all isolates,
63% were from CO-infections and 55% were MRSA [39% CAMRSA; and 16% HA-
MRSAg]. A significantly higher MRSA proportion among CO- than HAHO-S. aureus
infections was detected (58% vs 49%); mainly in children (62% vs 43%). The CA-
MRSAG/HA-MRSAg have accounted for 16%/33% of HAHO-, 39%/13% of HACO- and
60.5%/0% of CACO-infections. In addition trends over time in MRSA were studied based
on the national annual antimicrobial-susceptibility reports [WHONET-database, 2001-
2011, 49.909 S. aureus infections] using Phenotypic-definitions. These ones were
validated by genotyping of isolates from the prospective cross-sectional multicenter study.
Hence, the phenotypic definitions were significantly associated with genotypic definitions
(p<0.0001) and it has correctly identified 94% of all MRSA isolates, with 94.7%, 92.4%,
96.9% and 87.8% of sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negative
predictive value (NPV), respectively. The CA-MRSA,_proportion, increased from 6.4% to
38.9% whereas HA-MRSA, decreased from 33.3% to 12.4% (P<0.0001). All these results,
demonstrate that in Argentina, CA-MRSA; appears to be replacing HA-MRSAg strains in

healthcare setting, along with an increasing reservoir in the community.

Regarding the epidemiological associations identified in multivariate models for
patients with healthcare-onset CA-MRSAG infections, CA-MRSAs behave like HA-MRSAg
within hospitals but children were the highest risk group for healthcare-onset CA-MRSAg
infections. Most CA-MRSA belonged to two major clones: PFGE-type N-ST30-IVc-t019-
PVL+ and PFGE-type I-ST5-IVa-t311 PVL+ (45% each). The ST5-IV-PVL'/ST30-IV-PVL"



clones have caused 31%/33% of all infections, 20%/4% of HAHO-, 43%/23% of HACO-
and 35%/60% of CACO- infections, with significant differences by age groups
(children/adults) and geographical regions. Importantly, an isolate belonging to USA300-
(ST8-SCCmeclVa-spat008- PVL+-ACME+) was detected for the first time in Argentina.
Most of HA-MRSA; (66%) were related to the Cordobes/Chilean clone-(PFGE-type A-
ST5-SCCmecl-t149) causing 18% of all infections (47% of HAHO and 13% of HACO-
infections).

Regarding to the antimicrobial susceptibility of the different MRSA clones and the
possibility of using the new anti-MRSA B-lactam antibiotic for the treatment of MRSA
infections in the country, the sensitivity of these strains to ceftaroline (CPT) was
investigated. The prevalence of intermediate resistance (MIC = 2ug/mL) to CPT was 6.4%
for all tested S. aureus isolates, with MIC50/90 of 0.25/1 ug/ml. All MSSA and CA-MRSA
clones were 100% susceptible to CPT with MIC50/90 of 0.25/0.25 ug/ml for MSSA and
0.5/0.5 ug/ml for CA-MRSA. CPT susceptibility was strongly associated with clonal type in
HA-MRSA isolates, being ST5-I (Cordobes/Chilean) and ST239-llIA (Brazilian) the main
clones with intermediate susceptibility. This result implies its molecular surveillance over

time

In addition, for the purpose of to describe the population structure of MSSA and to
shed light on the origin of these CA-MRSA clones a total of 132 MSSA clinical isolates
were analyzed by the same methodology as MRSA. Showing a reverse distribution to that
detected for MRSA, with a north predominance of the MSSA [Is ST5-t311-PVL +] clone
whereas MSSA [Ns-ST30-t012-PVL-] prevails in the south. spa types analysis showed that
MRSA and MSSA isolates belonging to CC5 shared related t (t311 and t002), suggesting
that these were closely related. Contrary, for MRSA (t019) and MSSA (mainly t012)
isolates from ST30 no common t was found. These results suggest that: 1) CA-MRSA
CC5-ST5-IV-t311-PVL(+) clone have emerged from MSSA CC5-t311-PVL(+) ancestor,
already established in this country and 2) CA-MRSA CC30-ST30-1V-t019-PVL(+) clone
was probably imported from neighboring countries. In addition, international CA-MRSA
clones (ST72-1V, ST97-1V, ST8-1V) and closely related MSSA genetic lines were identified,
supporting the hypothesis of local and continuous emergence of new CA-MRSA clones

from successful MSSA lineages.

In order to investigate the relationship between the epidemiological success of

epidemic MRSA clones and their capacity to persist on an environmental inert surface, the



survival and genes expression level (spa, fnbpA, fnbpB, hla, psmA1A2, IsdD, agrA, hid)
during the persistence on melamine surface and biofilm form were analyzed by gRT-PCR.
All MRSA clones showed a similar survival tendency, decreasing progressively towards 40
day, being higher (P<0,05) in [A-ST5-I-t149] and [C-ST100-IVnv-t002] clones than the
others. The genes expression levels by each clone at 10 day, were higher than those in its
initial condition 24h (p<0,001). IsdD transcription was increased about 40 and 35 fold of
change in [A-ST5-I-1149] and [C-ST100-1Vnv-t002] clones, respectively. These results
suggest that the isdD could be involved in the persistence onto inert surfaces in the

hospital setting of both epidemic MRSA clones.

Regarding biofilm, the multiwell plate formation and the genes level of expression
of the fnbpA, isdD, hla, spa, agrA were evaluated and showed that t: i) the clone CA-
MRSA [I11-ST5-IVa-t311] had a strong-moderate ability to form biofilm with high protein
content, likely related to spa type t311 (ii) hla gene would be involved in the different
capacity of biofilm formation in clinical strains (iii) the agr regulator could be involved with
the different ability to form the biofilm, a through different pathways in several clones,
including hla and/or fnbpA (clone USA300), iv) Different patterns of expression of the
same genes were detected among the various clones in the biofilm phenotype, which
implies a great variability between the different clonal complexes and the strategies used

to survive in biofilm.

Therefore, this study contributes to the existing literature, information about the
factors associated with the dissemination of CA-MRSA clones in the community in addition
to entry and transferability in hospitals. These contributions will be especially useful in
children to evaluate strategies for the control and prevention of MRSA infections, both in
the community and in hospitals. In a second instance, this work provides data on the
possible characteristics (related to the survival capacity in inert materials) that the
described clones could have for dissemination and establishment in the country both in the
hospital and in the community that will help to address measures for control of

transmission considering the differential capacities of these MRSA clones.
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INTRODUCCION

4.1 Staphylococcus aureus: CARACTERISTICAS GENERALES

En 1880, Louis Pasteur y Sir Alexander Ogston proporcionaron la primera
descripcién de "micrococos" aislado de forunculos y abscesos. Mientras Pasteur suponia
gue eran patégenos, fue Sir Alexander Ogston quien observo que la introduccién de pus
en los sujetos experimentales producia abscesos similares [1, 2] y en 1883 se dio a estos
microorganismos el nombre que llevan todavia hoy, en funcién de su apariencia bajo el
microscopio: se asemejaban a racimos de uvas, asi se los nombrd Staphylococcus, del
griego “staphyle”, que significa uvas y “Kokkos”, haciendo referencia al fruto conocido

como baya [3].

Dos afios mas tarde, el médico aleman, Friedrich J. Rosenbach, describe 2
colonias pigmentadas de Stafilococcus y propuso la nomenclatura Staphylococcus albus

(en latin significa "blanco") y Staphylococcus aureus (del latin aurum "oro") [4].

Staphylococcus aureus pertenece al género Staphylococcus de la Familia
Staphylococcaceae, orden Bacillales de la clase Bacilli [5]. Son organismos Gram-
positivos, esféricos con diametro de 0,7-1,2 um que se dividen secuencialmente en tres
planos ortogonales sobre tres ciclos de divisibn consecutivos lo que genera disposiciones
en tétradas o agrupaciones en racimos [1, 2]. Son inmdviles, no esporulados, algunas
cepas son capaces de desarrollar capsula de naturaleza polisacaridica, son anaerobios
facultativos, mesofilos con un desarrollo éptimo en 30-37 °C. Ademas esta bacteria es
capaz de desarrollar en un amplio rango de pH (4.8 a 9.4), resistir la desecacion, y puede
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 produccion de
osmoprotectores [6, 7]. Las infecciones causadas por S. aureus presentan diferentes
severidades. Las mismas implican desde aquellas relativamente leves, tales como
infecciones de piel y tejidos blandos, a infecciones més severas e invasivas como
neumonias necrotizantes, infecciones de sitio quirdrgico o infecciones del torrente
sanguineo, pudiendo complicarse con endocarditis o shock séptico, llegando a

comprometer la vida del individuo [8-14]

La plasticidad de S. aureus para generar esta variedad de escenarios clinicos es
debido a una serie de caracteristicas de este patdgeno: i) la presencia de un arsenal de
factores de virulencia, pluralidad y alta frecuencia de transmision horizontal de los

mismos, ii) la capacidad de persistir tanto en individuos sanos sin producir infeccion
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INTRODUCCION

(colonizacion) como en materiales inertes (particularmente en estado de Biofilm), iii) la
capacidad de transmitirse de un individuo a otro o al medioambiente causando su
diseminacion hospitales, en la comunidad, en regidon geogréficas e incluso entre
continentes y la capacidad de adquirir resistencia a los diferentes antimicrobianos a
medida que los mismos fueron introducidos en la practica clinica. Todas estas

caracteristicas estan sustentadas en la dinamica del genoma de S. aureus [15-22].

4.2 BASES GENETICAS.

Staphylococcus aureus posee un Gnico cromosoma circular de aproximadamente
2.8 millones de pb. Cerca del 75 % de los genes son compartidos por mas del 95% de las
cepas de S.aureus y se considera que conforman el genoma central (core genoma) donde
estan codificados genes altamente conservados de la especie. El 10%, aproximadamente,
corresponden al denominado core variable (basal-variable, CV) [15, 23, 24]. Los mismos
estan altamente conservados dentro de cada complejo clonal (CC) o linajes de S.aureus,
son codificados en el cromosoma bacteriano y por lo tanto son estables y transferibles
verticalmente a las células hijas. Incluyen a la mayoria de los genes de determinantes de
superficie como las proteinas de adhesion MSCRAMMs (microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules), proteinas de evasion inmune y genes implicados
en regulacion. Los aislamientos de diferentes linajes poseen cientos de genes que varian
entre ellos y estas diferencias en el CV implican pequefias regiones variantes dentro de
un gen o la presencia o ausencia de genes incluyendo pequefias Islas Gendmicas (Gl). La
mayoria de las variantes de los genes del CV no son restringidas a un solo linaje. Ejemplo
de ello es el tipo de capsula 5 que esta presente en los linajes (CCs): 5, 8, 22 y 25,
mientras que el tipo 8 esta presente en CC1, 12, 15, 30, 45 y 51. Otro ejemplo son los
tipos agr , asi el agr tipo | es encontrado en CC 8, 22, 25, 45 agr tipo Il en CC 5, 12, 15y
agr tipo Ill en CC1 y 30 [25, 26]. Esta distribucion se ajusta a un modelo de ancestro
comun con un core genoma conservado que desarrollé multiples CV con variantes de
genes gue se recombinaron repetidamente logrando los linajes progenitores y aquellos
con la combinacién de genes exitosos fueron seleccionados, replicados y diseminados
[22, 25, 27].
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La secuenciacion y comparacion de algunos genes del core variable, se esta
utilizando para la tipificacion bacteriana. Uno de estos métodos es el Multilocus Sequence
Typing (MLST), que clasifica las cepas en complejos clonales y de esta manera, se puede

conocer su evolucion y la epidemiologia a nivel mundial

El 15% restante del genoma corresponde a una coleccién de elementos genéticos
moviles (MGE), que se transfieren horizontalmente entre cepas, o que implica mayor
plasticidad para el genoma con capacidad de adaptacion a diversos ambientes [22, 28,
29]. Los MGE son un grupo heterogéneo que incluyen plasmidos (Pl), bacteriéfagos (¢),
transposones (Tn), islas de patogenicidad (Pl), genomicas (GI) y de resistencia
(Staphylococal Cssette Cromosomal: SCC) [15, 26, 28]. Estos elementos se insertan en
lugares especificos de sitio a lo largo del genoma y son portadores de los genes
codificantes para la mayoria de los factores de virulencia (Ej: toxinas como la Panton-
Valentine Leukocidin, enterotoxinas A, B y C, toxina del Sindrome del Shock téxico) y
genes de resistencia a metales pesados y antimicrobianos de S. aureus. La portacion o no
de diferentes MGEs esté asociada a la variabilidad entre cepas del mismo linaje y de este
modo en la virulencia de las mismas. Por lo tanto los MGEs son claves para la evolucion
de clones que se adaptan a nuevos nichos y causan serios problemas clinicos y
econdémicos [15, 25, 28]

Los principales elementos méviles del genoma son:

4.2.1 TRANSPOSONES (Tn)

Los Tn son segmentos de DNA que pueden moverse autbnomamente a diferentes
partes del genoma. Esto se debe a que los mismos portan genes que codifican para
transposasas que permiten la escision y/o replicacion e integracion del elemento en el
cromosoma bacteriano o en otros MEG como pldsmidos o SCC para ser

subsecuentemente transferido [28, 30].

En S aureus, los Tn generalmente codifican resistencia a los antibiéticos. Los mas
pequefios estan generalmente presentes en multiples copias en el genoma (insertados en
el cromosoma o en un MEG (SCC y PI). Entre ellos puede citarse el Tn554 que lleva
genes de resistencia a MLSg (macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas B) y a

espectinomicina a menudo asociados con los tipos de SCCmec Il y lll; y el Tn552

4
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portando el gen bla que le confiere resitencia a penicilina a través de una penicilinasa

codificada por este gen [31].

Los Tn més grandes (> 18 kpb) estan presentes en una sola copia y codifican
resistencia a antibiotricos como tetraciclina, trimetroprima, aminoglucésidos y vancomicina
[32]. Son ejemplos de estos, el Tn6009 que codifica resistencia a tetraciclinas [33], el
Tn4003 que otorga resistencia a trimetroprima [34] y el Tn4001 que otorga resistencia a

gentamicina, kanamicina y tobrarmicina [35].

Si bien es poco comun, la resistencia a vancomicina es un potencial e importante
problema de salud publica y médica, ya que sigue siendo un poderoso antibiético en el
tratamiento de las infecciones por MRSA. Los genes vanA, vanH, vanX, y VanY que
confieren alto nivel de resistencia a vancomicina, son codificado por el Tn1546
proveniente de Enterococcus faecalis [36]. Estudios moleculares sugieren que esto es
posible gracias a la transferencia horizontal del Tn1546, vehiculizado por un plasmido,
desde Enterococcus faecalis [28, 36, 37]. Ademas esta situacibn se puede dar,

probablemente, en una infeccién mixta y simultdnea por ambos microorganismos [38].

4.2.2 SECUENCIAS DE INSERCION (IS)

La secuencias de insercién son segmentos de DNA, generalmente de 700 a 2500
pb, que pueden moverse dentro del mismo cromosoma o0 a otro cromosoma diferente,
aungue en general son encontradas formando parte de Tn compuestos [35]. Las mismas
codifican para una transposasa flanqueada por repeticiones invertidas (IR). Las IS juegan
un papel importante en la evolucion del genoma por estar implicadas en deleciones,
inversiones o reorganizaciones del genoma bacteriano, provocando cambios en la
expresion de genes adyacentes pudiendo inactivar o activar a los mismos [39]. La
inactivacion de los genes puede ser efecto de la insercion directa o por tener un efecto
polar sobre la transcripcion de los genes cercanos. La activaciéon dentro de la vecindad de
una IS es, por lo general, mediada por promotores llevados por elementos de la IS o
mediante la formacién de un promotor hibrido con el promotor nativo de genes
particulares [28]. Como ejemplo puede mencionarse la IS256, que ademas de constituir el
Tn compuesto Tn4001 forma un promotor hibrido para el operon de resistencia a

aminoglucdsidos (aacA-aphD).



INTRODUCCION

Las IS son abundantes y afectan a la plasticidad gendmica y el potencial

patogénico de S. aureus [40, 41].

4.2.3 PLASMIDOS (PL)

Los plasmidos son moléculas de DNA circular autorreplicativas. En S. aureus es

comun encontrar uno o mas de estos elementos en aislamientos clinicos [28].

Estas moléculas presentan diferentes tamafios (desde pocas Kb hasta cientos de
ellas) y también diferentes contenidos genético albergando genes de resistencia o

virulencia que pueden favorecer a la bacteria selectiva y evolutivamente.

En general los plasmidos pueden ser clasificados en tres clases principales de
acuerdo al tamafio y al mecanismo de replicacion: Plasmidos tipo I: son plasmidos
multicopia, tienen un tamafio menor de 5 kb, no es comun encontrar en ellos elementos
transponibles, en general son cripticos (no se ha podido demostrar que determinen ningdn
rasgo fenotipico) o portan un Unico gen de resistencia. Plasmidos tipo Il: con un tamafio
de 15 a 30 kb, se encuentran en bajo nimero de copias (4-5/cel) pueden codificar varios
genes de resistencia y frecuentemente se asocian con elementos transponibles.
Plasmidos tipo Ill: presentan un tamafio mayor de 30 kb y bajo niumero de copias por
célula [25]. Son los principales plasmidos multiresistentes descriptos en S. aureus, y son
capaces de codificar proteinas para su propia transferencia conjugativa (portando genes
tra). En ellos son transportados diferentes determinantes de resistencia, como por Ej. R a
aminogucosidos en el Tn4001, o resistencia a trimetroprima en el Tn4003. También
pueden llevar determinantes de resistencia a amino cuaternario y en algunos casos

resistencia a 3- lactamicos [42, 43].

Ademas, los Plasmidos Staphylococcicos son divididos en 15 grupos de
histocompatibilidad de acuerdo a la clasificacion historica de pldsmidos que considera la
incompatibilidad mutua, es decir dos Plasmidos con las mismas proteinas de replicacion
(Rep) no pueden mantenerse en forma estable dentro de la misma célula [44].
Recientemente este sistema de clasificacion se desarroll6 de acuerdo a las secuencias de
los genes rep, por lo cual se describieron 24 familias rep [45]. La variedad de plasmidos
descriptos hasta el momento en S aureus avalan su importante papel en la evolucién y en

la adaptacion a diferentes condiciones ambientales y de desarrollo.
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4.2.4 BACTERIOFAGOS (virus bacterianos)

En las cepas de S. aureus los bacteri6fagos estdn ampliamente diseminados
(todas las cepas presentan al menos uno y muchas de ellas hasta cuatro). Los mismos
pueden ser clasificados en familias basadas en la secuencia del gen de la integrasa
(codificada en el bacteriofago) que determina el sitio de integracibn en el genoma
bacteriano [25].

La mayoria de los bacteriéfagos codifican importantes factores de virulencia entre
los que destacan proteinas inhibidoras del sistema inmune de huésped como la
estafiloquinasa “SAK”, o la proteina “CHIP” inhibidora de quimiotaxis [25, 46]. Otros
factores codificados son también las enterotoxinas A (SEA), Q (SEQ), K (SEK) y la
Leucocidina de Panton-Valentine (PVL) [47, 48].

Los bacteri6fagos también pueden verse implicados en la expresion de los FV por
conversion lisogénica positiva 0 negativa. Después de la conversion lisogénica positiva
(insertados en el genoma bacteriano), la bacteria expresa FV codificados en el profago,
otorgandole FV que no disponia con anterioridad. Y contrariamente, la conversiéon
lisogénica negativa ocurre cuando hay una inactivacion insercional de genes por la
integracién del DNA del fago dentro del cromosoma bacteriano. Un ejemplo es el caso del
gen hlb que codifica para la B hemolisina, que después de la integracién del fago la cepa

se convierte en hib (-) de manera que la misma es ahora incapaz de producir la hemolisis

B [46].

Estos elementos genéticos moéviles también estan implicados con alta frecuencia
en la movilizacién de islas cromosémicas que transportan factores de virulencia entre
cepas. Un ejemplo de ello es el fago 80a que es capaz de escindir y transferir la islas de

patogenicidad estafilocdcica 1(SaPI1) a otros staphylococcus [49-51].
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425 ISLAS DE PATOGENICIDAD DE S. aureus (SaPI)

Las Islas de Patogenicidad (Pl) y las Islas gendmicas (GIl) son estructuras
continuas cuyo tamafo oscila entre aproximadamente 15 y 70 kb y que pueden ser
portadoras de muchos genes de virulencia o resistencia a antimicrobianos. Las islas de
patogenicidad estafilocécicas (SaPls) son los miembros prototipicos de una familia
generalizada de elementos genéticos moviles de origen cromosémico que contribuyen
sustancialmente a la transferencia génica intra e interespecifica, la adaptacion al

hospedador y la virulencia [22, 49].

Son regiones del genoma bacteriano transferidas horizontalmente con la ayuda de
bacteriéfagos. Una caracteristica comin de estos elementos es que estan rodeados de
repeticiones directas o invertidas que actlan como anclaje para la integracion en regiones
homologas del cromosoma bacteriano ademas de portar genes de recombinasas que
cataliza la integracion en el cromosoma en uno de 6 sitios especificos diferentes (atts).
Contienen principalmente DNA heterdlogo, lo que indica su origen exdgeno [49, 50].

Curiosamente, las cepas tienden a llevar no mas de una copia de cada tipo SaPl.

Estas islas se transfieren de unas bacterias a otras, utilizando bacteriofagos, es
decir explotan el ciclo de vida de sus fagos auxiliares para su propio beneficio. Uno de los
factores clave que desencadena su movilidad es la induccion por ciertos bacteri6fagos de
su escision, replicacion y encapsidacién. Es decir las SaPl estan intimamente
relacionadas con ciertos fagos auxiliares cuyos ciclos de vida parasitan para permitir su
propagacion. Los SaPls existen de forma quiescente en sitios cromosoémicos especificos
bajo el control de un represor maestro. Una conexién entre el fago auxiliar y el ciclo de
vida de la SaPI es inducida por proteinas antirrepresoras codificadas en el fago auxiliar.
Estas proteinas inhiben la represion, poniendo en marcha el ciclo de vida de SaPl:
escision, replicacién y encapsidaciéon de DNA de SaPl en particulas de fago infecciosas.
El ciclo de vida de SaPlI se inicia sélo cuando el ciclo de vida de un fago auxiliar esta en
curso; sin embargo la produccién de particulas SaPl, no es capaz de mantenerse al nivel
de la tasa de maduracion del fago auxiliar y, tal vez para obtener una ventaja, las SaPI
interfieren con diferentes estrategias en la reproduccion de sus fagos auxiliares. Estos
mecanismos difieren de la resistencia habitual a los fagos y se elaboran cuidadosamente

para garantizar la produccién de particulas de fago maduras, la mayoria de las cuales
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contienen SaPl en lugar de DNA del fago, garantizando la propagacion de las SaPlIs [52-
54].

Las SalP son la unica fuente que codifican para la toxina tst-1 del sindrome del
shock toxico y otros genes de superantigenos como sec y seb, implicados en el mismo
sindrome o también pueden llevar genes codificantes de otras enterotoxinas. Ademas han
sido reportados en estas islas genes de resistencia como por ejemplo a acido fusidico. La

mayoria de las cepas de S. aureus portan al menos una SalP [52].

4.2.6 SLAS GENOMICAS (GI)

Todos los genomas de S. aureus secuenciados contienen grupos de tres islas
gendmicas (Gl) que, en contraste con la SaPls, no parecen ser mévil y se integran de
manera estable en la misma posicién en todos los genomas de S. aureus. Cada tipo de
isla genémica es polimorfica en el contenido de genes pero conservada dentro de los
linajes de cepa [29, 51]. Estas tres islas, vSaa, vSaB, y vSay, presentan una gran
diversidad entre las cepas, llevando cada una, familias variables de lipoproteinas,
exotoxinas, proteasas y grupos de genes de enterotoxinas (enterotoxin gene cluster: egc),
compuesto por genes para las Enterotoxinas de Staphylococcus (SE) SEG, SEI, SEM,
SEN, y SEO [55]. Este cluster egc es albergado por la isla vSaB. El mismo esta
relacionado a determinados linajes, asi se encuentra presente en todas las cepas del
CC5, CC22 y CC45 y CC25 y por otro lado, ausentes en los CC1, CC8, CC15 y CC395
[26].

Otros elementos importantes hospedados en la Gl, vSay, son las modulinas
solubles en fenol de tipo B (PSMB1 y PSMB2), que junto con las PSMs de tipo a (PSMa1,
PSMa2, PSMa3, PSMa4) forman una familia de péptidos secretados que funcionan para
disminuir la respuesta de neutrdfilos, eliminando de este modo la defensa celular primaria
frente a S. aureus. Ademas contribuyen a la formacion de Biofilm y a la diseminacién del

mismo [56].

Las islas gendmicas no son tan competentes como otros MGE, debido a la falta de
elementos genéticos tipicos necesarios para la movilizaciébn como las integrasas, las

excisionasas, las terminasas y las secuencias repetidas asociadas.
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Desde hace mucho tiempo se ha reconocido que los bacteriéfagos contribuyen a la
transferencia horizontal de los MGE por transduccion generalizada y especializada, pero
recientemente se pudo demostrar la transferencia de islas genémicas por un fago
templado. Asi el papel principal del fago templado en la transferencia de vSaa y vSay es
empaquetar el DNA y transferirlo a través de la transduccion de las particulas de fago.
Ademas se demostré que el “background” genético (linaje)de las cepas huésped y la
receptora afectan la capacidad y la eficiencia de la transferencia de MGEs mediada por
bacteriéfagos, lo que sugiere la presencia de mecanismos especificos de escision de
MGE (en la cepa donante) y de integracion (en la cepa receptor) en combinacion con

funciones de los bacteridéfagos.[29]

4.2.7 CASSETTE CROMOSOMAL (SCQ)

El cassette cromosomal de Staphylococcus aureus (SCC) es un elemento genético
movil multifuncional caracterizado por un set de genes de recombinasas sitio especificos
llamadas ccr que promueven la integracion en un sitio att dentro de un marco de lectura
abierta orfX cerca del origen de replicacion del cromosoma de S. aureus. Estas
recombinasas median la movilizacion de todo el elemento [16]. Aunque el mecanismo
especifico por el cual estos SCC son intercambiados entre diferentes cepas todavia no
esta aclarado, hay indicios de que podria ser por transduccién, especificamente los tipos

mas pequefios (IV o V) [57]

Al igual que otros MGEs en S. aureus, SCC ha evolucionado para transportar

multiples genes implicados en la virulencia y la resistencia a los antimicrobianos.

El principal cassette cromosdmico descripto es el que se encuentra asociado al
gen mec, constituyendo el SCCmec que codifica para la resistencia a - lactamicos. El
SCCmec esta compuesto por i) el complejo de gene mec y sus genes reguladores, ii) el
complejo de genes de recombinasas Yy iii) las regiones llamadas “J” (junkyard), que se
disponen a cada uno de los costados de los complejos anteriores. Estas regiones
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/ccr y en las regiones “J” definen subtipos [16].

10
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El complejo de genes ccr esta compuesto de los genes ccr y marcos de lectura
abierta (ORFs: open reading frame), varios de los cuales presentan funcion desconocida.
Se han descripto tres genes de recombinasas filogenéticamente diferentes: ccrA, ccrB y
ccrC [58].

En general el complejo de genes mec estd compuesto por el gen mecA, sus genes
reguladores y (IS) asociadas. Este complejo pude ser dividido en las siguientes clases: 1)

complejo de genes mec Clase A, contiene el 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) complejo de genes mec Clase B también contiene el mec A pero el

regulador mecR1 se encuentra truncado producto de la insercion de la 1IS1272 (rio arriba

del mecA) y la HVR y la 1S431 rio abajo del mecA. 3) complejo de genes mec Clase C1

contiene al mecA, el regulador mecR1 se encuentra truncado pero aqui es por la insercion

de una 1S431 rio arriba del mecA 4) complejo de genes mec Clase C2 de igual modo que

la clase anterior las HVR y la 1S431 dispuestas rio abajo del mecA y 5) Complejo mec
Clase E, presenta la estructura: blaZz-mecALGA251- mecR1-mecl [58, 59].

Pueden existir variantes dentro de las clases de complejo de genes mec por
ejemplo la insercion del Tn4001 rio arriba del mecA en el complejo de genes mec Clase
B.

Actualmente se encuentran descriptos 11 tipos de SCCmec diferentes, el tltimo de
ellos es el SCCmec Xl el mismo presenta un gen de resistencia a meticilina divergente del
mecA, designado como mecC (69% de identidad con mecA a nivel de DNA) que codifica
para una pBP2a con 63% de identidad a nivel de aminoacidos. Este fendmeno representd
un problema en los laboratorios que basan el diagnéstico de resistencia a meticilina sélo
con la deteccion del gen mecA (por PCR) o de la PBP2a (por aglutinacion en latex). El
problema se suscit6 en los casos de pacientes con una infeccion por MRSA con el mecC
gue se podria identificar como MSSA, lo que podria generar consecuencias graves en el
tratamiento de los pacientes individuales y también consecuencias en la vigilancia de
MRSA [59, 60].

La complejidad en la descripcion de las variantes de SCCmec ha dado lugar a la
conformacion de un grupo llamado International Working Group on the Classification of

Staphylococcal Cassette Chromosome (SCC) Elements (IWG-SCC), encargado de
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regular la nomenclatura de estas variantes. Su pagina web es:

http://www.sccmec.org/Pages/SCC HomeEN.html

Asociados a este elemento genético se pueden insertar otros fragmentos de DNA,
corriente abajo del marco de lectura abierto (orfX), dando lugar al sector denominado oriC
[16]. Esta regién es extremadamente variable, en cuanto a longitud, genes que contiene
(ya sean completos o pseudo genes). Pueden incluir genes que intervienen en rutas
metabdlicas como los que codifican para ACME (Arginine Catabolic Mobile Element),

genes de resistencia a otros grupos de antibiéticos, a desinfectantes, etc [61].

A través de una PCR multiplex se amplifican el gen mecA y regiones especificas
de dos locus por cada tipo (seis en total), uno localizado “upstream” y el otro
“‘downstream” del gen mecA, uno de estos locus es especifico del tipo de SCCmec, de
esta manera se puede diferenciar con muy buena resolucion los distintos tipos SCCmec a
excepcion de los tipos IV y V [62]. Para diferenciar estos tipos y los restantes se realiza
PCR convencional amplificando regiones especificas para identificar tipo de complejo mec
y ccr para confirmar los diferentes tipos de SCCmec y luego se caracteriza el locus de las

regiones J para determinar los subtipos [63, 64].
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Figural: Se ilustran las estructuras de 11 tipos diferentes de SCCmec fundamentados en secuencias
nucleotidicas las cepas: NCTC10442 (SCCmec I); N315 (1), 85/2082 (lll); CA05 (1V); WIS (V), HDE288
(VI); ICSC6082 (VII); C10682 (VIII); ICSCH943 (IX); JICSCB945 (X) y LGA251 (XI) consignadas en las
bases de datos DDBJ, EMBL yGenBank. EI SCCmec esta limitado por Repeticiones Directas (RD) que
flanquean secuencias sitio de integracion (ISS) las cuales son reconocidas por Recombinasas del
Cassette Cromosomal (CCR). La localizacién de cinco clases (A - E) de complejos genes mec se indica
mediante una franja rosa. Las ubicaciones de los complejos de genes ccr estan indicadas por una franja
celestel. Las secuencias de insercién y los transposones se indican en amarillo. También se indican los
genes representativos relacionados con la resistencia a los metales pesados y los plasmidos integrados
situados en las regiones J. Figura tomada de Hiramatsu, K. et al Genomic Basis for Methicillin Resistance
in Staphylococcus aureus, Infect Chemother 2013 (40).
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4.3 COLONIZACION y TRANSMISION

La mucosa nasal es el principal sito de colonizacién por S.aureus en los seres
humanos. Sin embargo también existen en sitios de extranasales como piel, perineo,

ingle, axilas, tracto gastrointestinal y garganta [65].

La colonizacion puede ser categorizada como portador persistente, portador
intermitente o no portador. Aproximadamente el 30%-40% de la poblacién se encuentra
colonizada en forma permanente, un 60% son portadores intermitentes, mientras que el
20% restante no estd colonizado [66, 67]. Los portadores persistentes tienen mas
posibilidad de ser colonizados en multiples lugares, de transmitir la bacteria a otros v,
eventualmente, de infectarse [68-70]. La colonizacibn aumenta significativamente el
riesgo de infecciones, se ha descripto que la posibilidad de desarrollar infecciones
estafilocécicas 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 [68, 71].

El sitio nasal es a menudo la fuente de inoculacion de otros sitios a través de
transferencia manual, y cuanto mayor es la carga bacteriana en las fosas nasales, mayor
es la probabilidad de que otros sitios del cuerpo estén colonizados y que la colonizacion

sea persistente [69].

La transmision del microorganismo ha sido descripta, principalmente, a través de
la contaminacion y/o colonizacién de las manos del personal de salud como resultado del
contacto directo de piel a piel, o el contacto con fémites recientemente contaminados y

posterior traspaso a pacientes y entre pacientes [72-74].

Ademés se ha, reportado el aislamiento de MRSA en diferentes superficies de
instrumentales del ambito hospitalario como es el caso de teclados de computadoras
usadas solamente por médicos [73] o la contaminacion de guantes utilizados por
enfermeras sin contacto directo con el paciente, pero que habian estado en contacto con
las superficies de la habitacidon de un paciente infectado por MRSA [73]. También se ha
reportado en la literatura la contaminacion de la ropa del personal de la salud, y de los
instrumentos tales como termémetros, esfigomandmetros, fonendoscopios y otoscopios
gue actian como fomites para la transmision del patégeno, mediante el contacto directo

del paciente con el instrumento o indirectamente a través de las manos del personal de la
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salud. Por otra parte, aparatos electrénicos como teléfonos moviles, pueden contaminarse
facilmente con MRSA y también podrian tener un impacto en la transmision cruzada [74,
75].

Es importante acentuar que MRSA puede permanecer en diversas superficies
durante semanas e incluso meses, lo cual aumentaria el riesgo de transmisién [75, 76]
actuando el instrumental y el espacio fisico utilizado por pacientes infectados por MRSA

COMO reservorio.

Ademas, del ambiente hospitalario, también han sido estudiados sitios de contacto
habitual en el hogar, donde la contaminacion de juguetes, controles remostos de
televisién u objetos similares como teléfonos, perillas de puertas, almohadas y ropa de
cama, toallas de mano y grifos podrian tener un papel importante en la transmision en los

hogares [77].

4.4 FACTORES DE VIRULENCIA'Y PATOGENICIDAD

El éxito de S. aureus como patégeno y su capacidad de causar una amplia gama
de infecciones se debe en gran medida a sus factores de virulencia y a la plasticidad de
estos (un factor de virulencia puede tener varias funciones en la patogénesis y multiples
factores de virulencia puede realizar la misma funcién). Entre ellos se encuentran
proteinas de superficie que median la adherencia bacteriana a los tejidos del huésped, la
secrecion de una serie de toxinas extracelulares, y enzimas que destruyen las células
huésped y tejidos, para evitar o incapacitar, la respuesta inmune de éste, y permitiendo el

crecimiento y la propagacion del microorganismo en el mismo [78, 79].

De modo que la patogénesis de S. aureus es resultado de la accion combinada de
mas de 50 factores de virulencia que son expresados coordinadamente durante las

diferentes fases de la infeccion.

Los factores de virulencia, no sélo estan implicados en la patogénesis de S aureus,
sino también aportan a la caracterizacion molecular de un clon (epidemiologia molecular).
Los miembros de un clon individual, con el paso del tiempo, pueden diferenciarse a través
de mutaciones puntuales, de recombinacion y de adquisicion o eliminacion de elementos

genéticos mdviles (donde se encuentran contenidos la mayoria de los FV). Esta
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diferenciacion entre aislamientos, el estudio de la diversidad genética lograda y su
relacion con el linajes ayudan a identificar clones dominantes y su comportamiento
evolutivo, en un area determinada. Ademas es posible asociarlos con caracteristicas
patogénicas de habitat y de diseminacion. El conocimiento de estas caracteristicas

permite llevar a cabo estrategias de vigilancia para limitar la diseminacion del mismo.

También es destacable la utilidad de estos FV como marcadores diagndsticos y

blancos terapéuticos [25].

Algunos autores dividen estos factores segun su actividad biolégica, en tres
categorias funcionales [80]: a) factores que median la adhesion de la bacteria a la célula
hospedadora b) factores que promueven el dafio y la diseminacion tisular y c) factores

que protegen a la bacteria del sistema inmune del hospedador.

Sin embargo clasicamente han sido divididos en dos grandes grupos: i)
componentes superficiales vy ii) toxinas y enzimas extracelulares. En esta tesis se utiliza

esta Ultima division

16



COMPONENTES SUPERFICIALES

* Polisacérido capsular

* Polisacérido extracelular

* Proteinas superficiales

- Proteinas de unién a colageno (Cna)

- Proteinas de unién a fibronectina (FnBPA y FNBPB)
- Proteinas de unién a fibrinégeno (CIfA y CIfB)

- Proteina A (spa)

- Determinantes de superficie que regulan hierro

TOXINAS Y ENZIMAS EXTRACELULARES

Toxinas con actividad sobre membrana

Toxinas o hemolisinas a, B, y, &
Leucocidina PVL

Toxinas con actividad de superantigenos
Enterotoxinas (A-E y G-J)

Toxina del sindrome del choque toxico 1 (TSST-1)

Toxinas epidermoliticas o exfoliativas (A 'y B)

Enzimas extracelulares

Estafiloquinasa
Coagulasa
Hialuronidasa
Lipasas
Proteasas
ADNasa

OTROS FACTORES DE VIRULENCIA

ACME
PSM

INTRODUCCION
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441 COMPONENTES DE SUPERFICIE CELULAR

4.4.1.1 POLISACARIDO CAPSULAR (PC)

La capsula o glicocalix esta constituida por exopolisacaridos secretados en la
superficie bacteriana y que se disponen alrededor de la célula [81, 82]. Once serotipos de
polisacarido capsular (PC) (tipos 1 al 11) han sido descriptos, de los cuales el PC5 y el

PC8 son los més frecuentemente asociados a infecciones en seres humanos [8, 83, 84].

Diferentes autores describen la contribucién del PC a la virulencia de S. aureus en
cuadros clinicos de bacteriemia, absceso renal, absceso subcutaneo y artritis séptica,
estudiado en diversos modelos animales [85, 86]. El PC interfiere en la opsonizacion y la
fagocitosis; provoca el enmascaramiento de C3b depositado sobre la superficie bacteriana
y por lo tanto limita el reconocimiento por los receptores de C3b en la célula fagocitica

inhibiendo la accién fagocitica de los neutréfilos [87, 88].

4.4.1.2 POLISACARIDO EXTRACELULAR (BIOFILM)

Algunas cepas de S. aureus producen una matriz de polisacaridos extracelular
conocidas como biofilm o biopelicula. EI mismo es definido 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, DNA
extracelular (DNAe) y un exopolimero autoproducido, cuya maquinaria de sintesis es
codificada por un operén llamado ica. El cual, si bien esta presente en la mayoria de los
aislamientos, su expresion varia entre cepas y segun las condiciones de crecimiento [89].
Sin embargo se ha observado que deleciones en este operén no impiden que la bacteria
desarrolle biofilm, lo que resalta la existencia de una via independiente de ica [90-92]. En
este mecanismo alternativo intervienen las proteinas de adhesion llamadas MSCRAMMs
(“microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules”) [89, 91, 93].
Cabe destacar, que la caracteristica de formar biofilm dependiente de proteinas parece
ser frecuente entre aislamientos de MRSA, lo que enfatiza la importancia de este tipo de
estructura de biofilm [90-94].
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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 infeccién
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 opsonizacion por anticuerpos y a
la fagocitosis, o que explicaria el caracter crénico de estas infecciones [95]. También

podria estar implicado en la colonizacién y diseminacion de MRSA [96].

4.4.1.3 PROTEINAS DE LA SUPERFICIE CELULAR

La adherencia es un paso esencial requerido para la colonizacion de tejidos del
huésped. Staphylooccus aureus puede expresar una variedad de proteina de superficie
en su mayoria unidas covalentemente al peptidoglicano conocidas como MSCRAMMs
(del inglés: componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas adhesivas
de matriz) que intercatan con ligandos extracelulares de la célula huésped [97]. Entre las

MSCRAMMs més relevantes en la patogenia se destacan las siguientes:

= PROTEINA DE UNION A LA FIBRONECTINA (FnBP, “fibronecting binding
protein”)

Esta proteina muestra al menos tres especificidades de fijacion: a fibronectina, a
fibrindbgeno y a elastina. Las FnBPs permiten tanto el enlace entre S. aureus como
también la unién a la integrinas del huésped [92]. Las mismas han sido descriptas en la
adhesion e invasion al endotelio en endocarditis, en mastitis y en la adhesién e infeccién

de materiales protésicos promoviendo la formacién de biofilm [14].

= -PROTEINA DE UNION AL COLAGENO (Cna, “collagen binding protein)

Proteina responsable de la adhesion de la bacteria al colageno de la matriz

extracelular. Fue descripta en osteomielitis y artritis experimental [98]. También es capaz
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de unirse a la proteina Clq de la via clasica del complemento previniendo su activacion,

lo cual seria una estrategia potencial de evasién inmune [99].

= FACTOR DE AGLUTINACION (CIf, “clumping factor”)

Los factores de aglutinacion A y B se unen al fibrindgeno del hospedador y
promueven la agregacion de plaguetas [82]. Los genes clfA y clfB no son contiguos en el
cromosoma de S. aureus y parecen ser altamente conservadas entre las diferentes cepas.
Aunque ambos factores difieren con respecto a la naturaleza de su interaccién con
fibrinbgeno presentan efectos bioldgicos similares [100]. Por ejemplo, tanto CIfA y CIfB
promueven la agregacion de plaquetas, lo cual contribuye al desarrollo de endocarditis
infecciosa. Ademas CIfA y en menor medida CIfB demostraron que promueven la
virulencia en un modelo de endocarditis experimental [101]. CIfA también desempefia un
papel en la patogénesis de la sepsis y la artritis séptica [102]. Se sugirié que este efecto
es una funcién de su capacidad para unirse al fibrinégeno soluble y por lo tanto limitar la
deposicion de opsoninas. CIfB ayuda a la colonizacién de las narinas anteriores debido a
su capacidad para unirse a citoqueratina 10 [82]. Ademas parece dar una ayuda adicional

a la adhesion bacterias-anfitrién por unién a citoqueratina 8 [103].
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4.4.1.4 DETERMINANTES DE SUPERFCIE QUE REGULAN HIERRO (Isd)

Las proteinas del sistema transportador de hemo Isd (Iron-regulated surface

determinant): ISdA, IsdB, IsdC, IsdH se encuentran covalentemente unidas a la pared
mientras que Isd EFD (IsdE, IsdF, IsdD) son parte de un transportador ABC (ATP-
Binding-Cassette) dispuesto en la membrana de la célula bacteriana. El rol de IsdD no ha
sido determinado concluyentemente y sin embargo es destacable que la misma esta
ausente en el genoma de otros patdgenos Gram positivos [104]. El sistema se encarga de
unir hemoglobina, extraer y transportar grupos hemo desde el plasma del huésped para
ser incorporado (atravesando la pared y la membrana bacteriana) hacia el citoplasma de
Staphylococcus aureus donde el hierro es liberado gracias a la accién de dos enzimas
citoplasmaticas IsdG e Isdl [105].

extracellular

Xx rXf

F YT R

cell wall

Figura 2. Representacion esquematica de los componentes del sistema de transporte de hemo: Isd. El
transporte de hemo y la liberacion de hierro se logran mediante la coordinacion de nueve proteinas Isd.
IsdA, IsdB, IsdC e IsdH estan anclados covalentemente a la pared celular. IsdE e IsdF son la proteina de
unién y los componentes de permeasa de un transportador ABC, respectivamente. IsdD es una proteina
de membrana de funcion desconocida. IsdG e Isdl son enzimas que degradan el hemo citoplasmico.

Figura tomada de Caza M, y Kronstad J. W Frontiers in cellular and infection microbiology, 2013
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4.4.1.5 PROTEINA A (spa “Staphylococcus protein A”)

La proteina A es una proteina de 42 kDa, presente en la superficie de todas las
cepas de S. aureus, estd unida covalentemente a la pared celular por medio de su
extremo carboxi-terminal (Figura 3). En su extremo amino-terminal, presenta cinco
dominios conservados (E, D, A, B, C) que son los responsables de la unién a las
inmunoglobulinas G y M. A continuacion e inmediatamente antes del sitio de anclado a la
pared celular, la proteina A, posee una region llamada “X” que consiste en un numero
variable de secuencias repetidas cortas de 24 pb (short sequence repeat, SSR). Dicha
region es altamente polimérfica y se la utiliza como marcador epidemioldgico en la
tipificacion molecular, con un alto poder discriminativo: “spa-typing”. Esta metodologia se
basa en la secuenciacion de ésta regién (Xr) polimorfica, el andlisis del niumero de
repeticiones y su variabilidad permite asignar distinto tipos spa (t) a cada cepa en estudio
[106].

La funcibn mas importante de esta proteina es la de llevar a cabo el
reconocimiento y la union a la fraccion Fc de las inmunoglobulinas G impidiendo la
opsonofagocitosis. También ha sido descripta como un factor de virulencia relevante en la
neumonia estafilocécica. Capaz de unirse al Receptor 1 del Factor de Necrosis Tumoral
(TNFR1) en las células epiteliales del pulmén, lo que conduce a la activacion de sefales
intracelulares que llevan a la produccion de citoquinas quimioatrayentes tales como la
interleuquina-8 (IL-8) para al reclutamiento de neutréfilos. Este proceso aumenta la
inflamacién del epitelio respiratorio y por lo tanto contribuye al dafio tisular [106]. Ademas
se ha demostrado que estimula la proliferacion de linfocitos B, provocando su expansion
clonal. Esta inmunodominancia podria limitar la respuesta del hospedador a otros factores
de virulencia de S.aureus. También puede interaccionar con el factor von Willebrand
(VWF) mediando la adhesion de plaquetas después de una lesion endovascular [107,
108].

Sortase
IgG binding domains Region X *

SpA  1SP gl

Figura 3: Descripcion esquematica de la Proteina compuesta por cinco dominios homélogos de union a
inmunoglobulina seguidos por la regién X, altamente polimoérfica, y por el motivo LPXTG en el extremo C-
terminal.

Tomado de Hwan Keun Kimv et al. Current Oninion in Microhioloav. 2012.
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4.4.2 ENZIMAS EXTRACELULARES

Las exoenzimas son proteasas y lipasas necesarias para la adquisicion de
nutrientes. Las mismas, si bien no son toxigénicas o citoliticas, contribuyen a la
patogénesis, ya que ocasionan la destruccion del tejido del huésped promoviendo la
invasion. La mayoria de las enzimas funcionan degradando moléculas del anfitrion o

interfiriendo en las cascadas de sefialamientos y vias metabdlicas en el hospedador.

Entre ellas se distinguen las siguientes: a) estafiloquinasa, enzima activadora del
plasminégeno, que lleva a la descomposicion de las mallas de fibrina aumentando la
invasividad de la bacteria b) coagulasa, puede encontrarse tanto asociada a la pared
bacteriana como secretada al medio. La misma estimula la coagulacién del plasma
convirtiendo al fibrindgeno en fibrina, favorece la sepsis y la formacién de abscesos; c)
hialuronidasa, destruye el acido hialurénico (polisacarido que proporciona sostén a las
células eucariotas) facilitando la diseminacion del microrganismo por la matriz extracelular
d) lipasas y nucleasas cuya funcion es pobremente entendida aln. Se considera que,
posiblemente, las nucleasas podrian disminuir la actividad antibacteriana de las trampas
extracelulares de neutrdéfilos (neutrophil extracellular traps “NETs”) las cuales contienen
DNA del lisado de neutréfilos [109]. Las proteasas son relativamente no especificas,
produciendo la degradacion de proteinas de una manera amplia, lo que conduce a la
destruccién del tejido. También pueden tener un impacto mas especifico, como por
ejemplo la serinproteasa de la toxina exfoliativa de estafilococos (ETS) que corta
especificamente cadherinas desmos6micas de las capas superficiales de la piel, dando

lugar al sindrome de la piel escaldada (SSSS) [110].

4.4.2.1 Toxinas con actividad sobre membrana

Las toxinas son proteinas secretadas por S. aureus en la matriz extracelular
durante las fases: post-exponencial y la fase estacionaria temprana. Estas proteinas estan
a menudo involucradas en la penetracion en el tejido y permiten a las bacterias invadir al
huésped. También son citoliticas y ayudan el crecimiento bacteriano mediante la

adquisicion de nutrientes esenciales tales como el hierro a partir de células lisadas [78]
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S. aureus secreta diversas toxinas citoliticas, entre las que se encuentran la a-
hemolisina, B-hemolisina, y-hemolisina, &-hemolisisna, y leucocidina PVL (Panton-

Valentine)

» a-hemolisina (Hla)

Es considerada como el prototipo de las toxinas formadoras de poros, provoca la
lisis celular de un gran rango de células del hospedador: eritrocitos, células epiteliales,
células endoteliales, linfocitos T, monocitos y macréfagos. El gen que codifica a la Hla
esta ubicado en el core genoma y se expresa como un monémero soluble en agua, que
luego se ensambla para formar un poro heptamérico (B-barril) en la membrana
citoplasmaética. Via unién con su receptor ADAM10 (una desintegrina y metaloproteinasa),
conduce a la formacién del poro en la membrana celular con el subsecuente influjo de

calcio y eflujo de potasio con posterior muerte celular [111].

La expresion Hla estd controlada principalmente por el regulador global agr
(“accessory gene regulator”) a través de la molécula regulatoria efectora RNAIII. Si bien
agr es el principal mecanismo que incrementa la expresion de Hla, también puede ser
modulada por otros reguladores como: SaeR, SarZ, ArlS (up-reguladores) y Rot, SarT

como (down-reguladores) [112, 113]

= B-hemolisina (HIb):

Es caracterizada como una esfingomielinasa, no es una toxina formadora de
poros; sOlo lisa eritrocitos a bajas temperaturas y no es citolitica para linfocitos y
granulocitos Se postula que la B-hemolisina actia sobre la esfingomielina de la bicapa
lipidica de la membrana plasmética llevando a una irregularidad en el fluido de la misma
[78, 88]

» y-hemolisina (HIg):

Es una toxinas formadora de poros B-barril, que afecta a eritrocitos de conejo y
también presenta actividad sobre leucocitos provocando dafio en la membrana de
neutrofilos, monocitos y macréfago. Esta toxina también pertenece al grupo de las
llamadas “toxinas de dos componentes” debido a que depende de que dos proteinas sean
secretadas por S. aureus. Las mismas estan constituidas por dos polipéptidos designados

como F (Fast, HIgB) y S (slow, HIgA or HIgC) que se liberan como monémeros y se
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insertan en la membrana plasméatica del huésped en una proporcién estequiométrica 1:1,
lo que conduce a la formacion de un poro. La presencia de este poro tiene como

consecuencia la liberacién de iones y finalmente la muerte de la célula [78, 109].

» d-hemolisina (HId):

Forma una hélice a anfipatica, que actuaria como surfactante, provocando la lisis
celular. Es miembros de la familia de péptidos secretados llamados Modulinas Solubles
en fenol (Phenol-Soluble Modulins, “PSMs”) los cuales tiene multiples funciones en la
patogénesis de S.aureus. Produce la lisis de eritrocitos y leucocitos, estimula la respuesta
inflamatoria y contribuye al desarrollo y diseminacion de las infecciones asociadas a
bofilm [56]. La &-hemolisina es codificada dentro de la secuencia codificante para RNAIII,
el cual es molécula efectora del regulador global “Agr’, (accessory gene regulator) y
presenta actividad citolitica moderada en comparacion con PSMa que presenta
pronunciada capacidad litica y PSM sin actividad litica.[56, 78].

» Leucocidina de Panton-Valentine (PVL)

PVL es una toxina de dos componentes formadora de poros que induce a necrosis
y apoptosis en leucocitos. PVL es codificada por los genes IukS-PV and IlukF-PV
localizados en el profago ¢SA2 pvl [95].

Existe una fuerte asociacion entre las infecciones causadas por cepas de S.
aureus meticilina resistentes (MRSA) asociadas a la comunidad (CA-MRSA) y la
presencia de PVL. Ademas diferentes trabajos clinicos y epidemioldgicos han indicado
una correlaciéon entre la produccion de PVL e infecciones de piel y tejidos blandos como
también con neumonias necrotizantes y fascitis necrotizante en nifios y adultos jovenes.
Este hecho sugirié que PVL podria ser un contribuyente para la virulencia de clones CA-
MRSA, sin embargo otros estudios demostraron que clones CA-MRSA con pérdida de
PVL pueden aun ser infectivos, [95]. Por lo tanto el rol de PVL en la patogénesis continia
siendo controversial. La diversidad de modelos animales utilizados en estos estudios

podria explicar la discordancia en los resultados.

Por otro lado, la alta asociacion existente entre PVL y CA-MRSA ha hecho que
ésta sea considerada un muy util marcador epidemiolégico mas que un determinante en la
virulencia de CA-MRSA.
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4.4.2.2 Toxinas con actividad de superantigenos

= ENTEROTOXINAS (Staphylococcal Enterotoxins, SE):

Representantes de una gran familia de exotoxinas pir6genas llamadas superantigenos.

Las enterotoxinas de S aureus (SEs) son causante de vomitos y diarrea siendo la
causa mas comun de enfermedades transmitidas por alimentos. La intoxicacion
alimentaria por cepas de S. aureus enterotoxigénicas tiene lugar tras la ingestion de
toxinas que han sido liberadas en los alimentos sdlidos o las bebidas contaminados. Las
mismas son termoestables y, por lo tanto, no se desnaturalizan con la cocciéon de los
alimentos. Hay mas de 20 SEs identificadas hasta la fecha, ellas se diferencian por su
heterogeneidad antigénica (SEA-SE / V) [114]. Las SEs son superantigenos capaces de
inducir la activacién y proliferacion de las célulasT de una manera independiente del
antigeno, lo que resulta en una produccion y liberacion masiva de citosinas (también
llamadas citoquinas) que favorecen el dafio epitelial [115]. Se considera que la funcion
primaria de los superantigenos se enfoca en debilitar el sistema inmune del huésped lo
suficiente para que el patdgeno pueda propagarse y conducir a la progresion de la
enfermedad [26, 114, 116].

* TOXINA-1 DEL SINDROME DEL SHOCK TOXICO (TSST-).

El superantigeno més conocido es la toxina-1 del sindrome del shock toxico
(TSST-). El gen que codifica esta toxina es llevado por un limitado nimero de cepas. Ha
sido descripto que TSST-1 podria estimular un aumento de citoquinas (IL-8 y MIP-3a, IL-
2, y TNFa).La secrecién y activaciéon masiva de citoquinas pueden conducir a un sindrome
similar a la sepsis conocido como Sindrome de Shock Toxico, cuadro severo y
potencialmente fatal, principalmente conocido por brotes asociados al uso de tampones

vaginales en mujeres jévenes en la década de 1980 [109, 110].
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=  TOXINAS EXFOLIATIVAS (ETs)

Algunas cepas de S. aureus son capaces de causar el Sindrome de la piel
escaldada (staphylococcal scalded skin syndrome “SSSS”) una enfermedad que afecta
principalmente a recién nacidos y lactantes. Los individuos infectados experimentaran
ampollas en la piel y la pérdida de las capas superficiales de la piel, deshidrataciéon e

infecciones secundarias [110].

La patologia generalmente es el resultado de la colonizacién de las mucosas o la
piel (p. €j. el cordén umbilical) por una cepa toxigénica de S. aureus que produce la toxina
exfoliativa A (ETA) o B (ETB), [78] codificada por los genes eta y eth. Los mismos estan

localizados en un fago (eta) o en un plasmido (etb).

Las ETs también son consideradas superantigenos pero menores comparados con

los anteriormente citados.

4.5 OTROS FACTORES DE VIRULENCIA

451 ACME (Arginine Catabolic Mobile Element)

Es un elemento genético mévil (MEG) que podria tener implicancias en el
crecimiento, la transmisién y la patogénesis de CA-MRSA (Community-Associated
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus). Fue identificado a partir de la secuenciacion
del genoma de la cepa MRSA USA300 [117]. Fisicamente esta unido al SCCmeclV en el
clon USA300. Existe una alta prevalencia de este elemento en Staphylococcus

epidermidis lo que sugiere que esta especie es desde donde fue adquirido [16, 95].

Este elemento porta el “cluster” de genes de arginina desaminase (arc), el operén
de oligopéptido permeasa (opp) y los genes speG. La actividad de la arginina deaminasa
estaria implicada en la produccion de amonio y ATP, facilitando la colonizacién por
neutralizacion del ambiente acido generado sobre la piel [21, 118]. Por lo que se cree que
este factor promueve la colonizacién, el crecimiento y la supervivencia del clon USA300
en la piel humana. Ademas la deplecion del pool de arginina provocaria una deficiente

formacion de Oxido Nitrico, molécula implicada en la respuesta inmune innata y
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adaptativa del huésped [117, 119, 120]. El operdn opp codifica un oligopeptido o
transportador de metales. El gen, speG codifica una epermidina 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 toxicas para las bacterias que no portan los genes speG[121]. De acuerdo a
estas caracteristicas se hipotetiz6 que ACME dota a los clones USA300 de una mayor
capacidad para colonizar la piel de personas sanas y asi, difundir mas facilmente en la
comunidad [117, 121]. Se demostro que la delecion de ACME redujo la aptitud competitiva
de USA300 en un modelo de bacteriemia de conejo, Sin embargo otros autores no
mostraron ningun defecto en la virulencia en modelos de neumonia o abscesos cutaneos
en roedores [120, 121].

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. Ademas 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 |, arc(+) opp-3(+)/ tipo I, arc(+) opp-3(-)/ tipo lll, 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-IV, ST5-V, ST22-IVa, ST22-IVh, ST59 -IVa,
ST97-Vy ST239-11 [122].

45.2 PSM (Phenol-Soluble Modulin)

Las Modulinas Solubles en Fenol (PSMs) son una familia de péptidos anfipaticos,
helicoidales que comprenden la conocida &-toxina estafilococica (39). Son codificadas en
tres localizaciones diferentes del genoma: i) en el oper6n psma son codificados los
péptidos PSMa: PSMa1-PSMa4, ii) en el operdn psm B estan codificadas las PSMB 1y
PSM B 2 y iii) la d-toxina esta codificada dentro de la secuencia codificante para RNAIIII
(molécula efectora del regulador agr). Las PSMs estén presentes en practicamente todos
los estafilococos, particularmente aquellos que son patdégenos. Se las consideran

determinantes clave en el desarrollo de infecciones asociadas con piel, flujo sanguineo y
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biofilm. Las PSM de tipo a son fuertemente citoliticos hacia neutréfilos y eritrocitos,

particularmente destruyen neutrofilos después de la fagocitosis dentro del fagosoma [56].

Los péptidos PSMP parecen tener el impacto mas pronunciado en la estructuracion
de biofilm [123]. Ademé&s estudios llevados a cabo por Otto y cols han demostrado que las
PSM intervienen en la estructuracion y dispersion del biofilm estafilocdcico. Basados en la
estructura anfipatica de las PSM y bajo estricta regulacion del sistema agr, es considerado
que interrumpen las fuerzas no covalentes en la matriz del biofilm. Asi, se forman canales
que son necesarios para el suministro de nutrientes a niveles mas profundos del mismo y
proporcionan las fuerzas disruptivas necesarias para el desprendimiento de grupos de
biofilm a sitios distales [124].
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4.6 REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS FACTORES DE
VIRULENCIA: SISTEMA Agr

En S. aureus la expresion de los genes implicados en la virulencia esta
influenciada por reguladores globales. Los FV (Virulance Factor) expresados actlan de
manera sincronizada, lo que aumenta la capacidad de habitar y causar diversas
enfermedades en el huésped facilitando la formacién de biofilm, la invasion y colonizacién
[112].

Estos reguladores perciben las condiciones ambientales y responden a ellas
mediante un fino ajuste de la expresion de determinantes metabdlicos y de virulencia. El
paradigma de la regulacion génica de la virulencia es el regulador “agr” (accessory gene
regulator). EI mismo actia como un mecanismo de deteccién de quérum que reacciona
frente a la densidad bacteriana facilitando asi la expresion preferencial de adhesinas de
superficie durante la fase exponencial de crecimiento (densidad celular baja) vy
modificando la expresién de las exoproteinas durante las fases de crecimiento post-
exponencial y estacionaria (densidad celular elevada) [125]. El regulador global “agr”
consiste en dos unidades transcripcionales adyacentes: RNAIl y RNAIII, las cuales son
transcriptas en direcciones opuestas en dos operones divergentes P2 y P3, que codifican
un sistema de transduccion de sefiales de dos componentes (histidin-Kinasa). El operén
P2 codifica al RNAm policistrénico RNAII, que contiene cuatro marcos de lectura abiertos
(ORFs) a partir de los cuales se traducen cuatro proteinas Agr involucradas en el circuito
de autoinduccién: 1) una proteina transmembrana (AgrB); 2) un precursor peptidico de
autoinduccién (AgrD) que a su vez es procesado y exportado por AgrB (insertado en la
membrana); 3) un sensor transmembrana (AgrC) que es el receptor del péptido
autoinducido (AIP) derivado del AgrD y 4) un regulador de la transcripcion (AgrA) que
puede ser activado por AgrC. El AIP es la sefial de activacién que es detectada por un
sistema de dos componentes clasico (TCS), en el cual el receptor histidin Kinasa (RHK)
es AgrC y el regulador de respuesta (RR) es AgrA. El AIP interactla con AgrC para activar
una cascada de fosforilacion que conduce a la fosforilacion de AgrA. Tras la fosforilacion,
AgrA se une al promotor P2 y regula positivamente la transcripcion de RNAII y por lo
tanto, la produccion de las cuatro proteinas Agr, que confieren retroalimentacién positiva a
la sintesis de AIP [125].
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La regulacion de la produccién del factor de virulencia se lleva a cabo a través del
operon P3 dependiente de AgrA, que codifica el RNAIIl, que es el RNAm para la d-toxina
y un factor regulador pleiotropico. RNAIIl principalmente actia como una molécula
efectora del sistema agr por un mecanismo de apareamiento de bases antisentido. El
mismo produce la supresion de la sintesis de proteinas necesarias para la fase de
adhesion del ciclo de vida bacteriano, mientras que reprime aquellas involucrados en la
fase de invasion. EI RNAIIl representa un ejemplo paradigmético del control de la
expresion de factores de virulencia a través de un pequefio RNA regulador (RNAs) y el
papel central de sSRNAs en el “quorum sensing’[125, 126] . No obstante, cabe sefialar que
en los ultimos afios se han identificado también los efectores de AgrA independientes del
RNAIIl, siendo los mas destacados las modulinas solubles en fenol, que facilitan la
evasion inmune de la bacteria [125].

A modo de resumen a medida que tiene lugar el crecimiento bacteriano y se
incrementa la densidad de las mismas, aumentan las posibilidades del encuentro del AIP
con su receptor AgrC. Tras este contacto, AgrC experimenta una modificacion
conformacional y da lugar a la fosforilacion (o desfosforilacion) del regulador AgrA
activandolo, asi se unir4 a la region promotora P2 para RNAII y a la region promotora P3
para RNAIIl, asi como a los promotores que controlan la expresion de péptidos PSMa y
PSM [127] (Figura 4).

iR SISTEMA Agr

outside

pasmat  pamad  psmued  psmod

Figura 4.. Sistema de regulacion Global: Agr. A un cierto umbral de concentracién, AlIP

activa el AgrC-AgrA y AgrA fosforilado activa la transcripcion del promotor P2, lo que resulta

en una regulaciéon de retroalimentacion. .La mayoria de las dianas de Agr se regulan a

través de RNAIII, cuya transcripcion se incrementa mediante AgrA, a través del promotor P3.

El RNAIIl también contiene el gen de la toxina delta (hld).

AgrA también aumenta la transcripcion de los operones psma y psmp, que codifican 31
péptidos PSM, en un modo independiente de RNAIII.

Tomado de Katherine Y. Le and Michael Otto, Frontiers in Microbiology, 2015 (208).
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Una de las caracteristicas mas intrigantes del locus agr es su polimorfismo dentro
de una so6la especie. Aunque agr se conserva generalmente dentro de los Staphylococcus
spp, las variaciones (polimorfismos) en las secuencias de agrB, agrC, agrD conducen a la
produccion de AIP con especificidades de sefializacion variados, lo que permite la
activacion de si mismo y la inhibicion cruzada de los grupos de Agr no idénticos, un
fendmeno que podria ser el reflejo de las presiones selectivas en la evolucion [125]. En
los 5 afios siguientes a la clonacion del primer locus agr en S. aureus, se describieron
cuatro variantes alélicas [128] y las cepas que albergan cada alelo agr se clasifican como
un subtipo de especificidad[128]. Ademéas como el locus agr pertenece al genoma variable
central se ha informado una fuerte asociacion a linajes clonales [129] y cada CC
pertenece exclusivamente a un grupo agr [127, 129]. Esta caracteristica transforma al

locus agr como un marcador muy util en la genotipificacion.

Se ha demostrado relacién entre un tipo agr particular y un sindrome estafilocécico
especifico, por ejemplo la mayor parte de los S. aureus que producen la TSST-1 o la
toxina de Panton Valentine pertenecen al grupo agr lll, las cepas productoras de la toxina
exfoliativa A (ETA) pertenecen al grupo 1V (105). Sin embargo, otros estudios no indicaron

asociacion estadistica entre los grupos agr y los tipos de toxina (106,211).
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4.7 EPIDEMIOLOGIA: GENERAL Y MOLECULAR

La epidemiologia se dedica al estudio de las enfermedades y los factores de
riesgo que afectan a una poblaciébn humana, su distribucién y control. ElI conocimiento
derivado de los estudios epidemioldgicos permite determinar la historia natural de las
enfermedades, es decir, su etiologia, frecuencia de aparicion, distribucién, vias y patrén
de diseminacion, reservorios o factores que incrementen el riesgo de contraerla.
Adicionalmente, ofrece una alternativa para establecer mecanismos que permitan prevenir
o controlar la enfermedad, asi como evaluar la eficacia de dichas medidas y la magnitud

del beneficio al aplicarlas sobre la poblacion [130].

La Epidemiologia Molecular es una disciplina que permite abordar los estudios a
través de la utilizacion de técnicas moleculares, combinando la epidemiologia analitica
con métodos avanzados de laboratorio [130]. La caracterizacién de los aislamientos es

importante para desarrollar estrategias locales adecuadas de tratamiento.

Los clones bacterianos son células genéticamente idénticas 0 muy similares que
descienden de un antepasado comun (concepto de “clon relativo”). Con el paso del
tiempo, los miembros de un clon individual pueden diferenciarse a través de mutaciones
puntuales, de recombinacion y de adquisicion o eliminacién de elementos genéticos
moviles. Esta diferenciacion ofrece los medios adicionales para la adquisicion de
caracteristicas patogénicas como la resistencia antimicrobiana. De este modo, la variacion
genética da origen a una amplia diversidad genética y fenotipica[130]. Las técnicas
moleculares, o las técnicas de secuenciacion e hibridacion de DNA, brindan el potencial
de reunir un nuevo grado de detalles en la vigilancia de MRSA. Por ejemplo, la vigilancia
molecular proporciona un medio para diferenciar HA-MRSA (Healthcare-Associated
Methicillin-Resistant S. aureus) de CA-MRSA (Community-Associated Methicillin-Resistant

S. aureus) y permite describir variantes genéticas respecto de los sindromes clinicos.

Ademas, conocer la razén por la que clones especificos predominan en diferentes
regiones geograficas, posibilitaria el desarrollo de estrategias mas eficaces para controlar

la transmision de MRSA en la region.

La Epidemiologia Molecular permite aportar resultados que conducirdn a una
mejor comprension de los fendmenos implicados en la transmisibilidad de esta bacteria,

ademas de mejorar el entendimiento en la patogénesis de las infecciones causadas por
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Staphylococcus aureus y el conocimiento de futuros blancos implicados en la

diseminacion de estas cepas.

4.7.1 METODOS DE TIPIFICACION PARA MRSA

Los clones bacterianos son células genéticamente idénticas o muy similares que
descienden de un antepasado comun, es decir forman parte de una cadena de replicacion
y transmisién. Con el paso del tiempo, los miembros de un clon individual pueden
diferenciarse a través de mutaciones puntuales, de recombinaciéon y de adquisicion o
eliminacion de elementos genéticos moviles que pueden contener secuencias relevantes
epidemiolégicamente, como por ejemplo, genes de resistencia antibiética o de virulencia.
De este modo se genera una amplia diversidad genética y fenotipica que sélo es posible

estudiar a través de diferentes técnicas de tipificacion molecular.
Las técnicas utilizadas en este trabajo se exponen, brevemente, a continuacion:

4.7.1.1 Tipificacion del SCCmec

A través de la PCR multiplex de acuerdo a lo descripto, en seccion materiales y
métodos (pagina 168), se amplificaron diferentes regiones especificas de los distintos

tipos de SCCmec de las regiones J, de los complejos ccr y de los complejos mec.[62, 64].

4.7.1.2 Tipificacion del gen de la proteina A (spa typing)

Basada en la amplificacion y posterior secuenciacién de la regién polimoérfica “X”
del gen que codifica la proteina A (spa) de Staphylococcus aureus Esta region consta de
un numero variable de secuencias repetidas cortas (24pb) que sufren mutaciones
puntuales, deleciones y duplicaciones. El andlisis del nimero de repeticiones y su
variabilidad permite asignar un tipo spa “t” a cada cepa estudiada. Esta técnica es de
utilidad en epidemiologia global y local [131, 132]

34



INTRODUCCION

4.7.1.3 Multi Locus Sequense Typing (MLST)

Se basa en la amplificacion y posterior secuenciacion de fragmentos internos de 7
genes (450pb) altamente conservados, presentes en el core variable. Los mismos
codifican enzimas de siete vias metabdlicas centrales, por lo cula estos genes
evolucionan lentamente. En la secuenciacion nucleotidicas de estos genes Housekeeping;
cada aislamiento es definido por el conjunto de alelos en cada uno de los 7 genes, lo que
se define por convencion como perfil alélico o tipo secuencial ST. Los aislamientos de
S.aureus que tienen identidad en cinco o mas de los siete genes determinado por MLST
se conoce como complejo clonal (CC) son considerados como parte de un mismo linaje.
Este método resulta adecuado para estudios epidemiolégicos globales y es muy til para

medir largos periodos de evolucion entre los linajes de S. aureus [32].

4.7.1.4 Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

Se basa en la generacién de fragmentos de gran tamafio de (mas de 40 Kb) a
partir de DNA tratado con enzimas de resitriccién de cortes poco frecuentes (en el caso de
S. aureus es la enzima Smal cuyo sitio de restriccidbn se encuentra poco representado en
el genoma debido al bajo contenido de GC del mismo) esto genera la division del DNA en
pocos fragmentos (entre 10-30). Posteriormente se los somete a la accién de un campo
eléctrico que varia periédicamente, de modo que al aplicar el primer campo las moléculas
de DNA se reorientan avanzando en direccion del polo positivo. La aplicacion de un
segundo campo eléctrico, con una orientacién diferente al primero, obliga al DNA a
cambiar su conformacién y a reorientarse nuevamente para avanzar en direccion del
segundo campo eléctrico. El tiempo requerido para esta reorientacion es 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 migracion 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 migracion final del DNA sera en linea recta y el patrén final
sera la suma de todos los avances en zig-zag que ha realizado la molécula. Se obtienen
asi patrones de restriccion que representan el DNA cromosémico bacteriano distribuido en

pocas bandas con movilidades electroforéticas distintas. Para la interpretacion de esta
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existen una serie de criterios establecidos desde el afio 1995 por Tenover y col. [133] Que
son utilizados para entender si aislamientos clinicos relacionados epidemiol6gicamente lo

son, también, genéticamente.

4.7.1.5 Tipificacion por PCR convencional

En este trabajo de teis la PCR convencional se realizé para 23 genes de virulencia

de utilidad en epidemiologia de S.aureus como marcadores moleculares:
-Enterotoxinas: sea, seb, sec, sed, see, seq, seh, sei, sej, sen, seo, sem, seq y sek.
-Toxina 1 del sindrome del shock téxico (TSST-1):tst.

-Toxinas exfoliativas: eta y etb.

-Leucocidinas: IuKE-lukD y los genes de la Leucocidina de Panton Valentine (PVL): lukS-
PV-lukF-PV

También fueron testeados el gen arcA del elemento mévil del catabolismo de

arginina (ACME) y la presencia del gen sasX

Este gen codifica para una proteina de superficie implicada en la colonizacién
nasal, en la formacién del absceso de pulmén y en la promocion de los mecanismos de
evasion inmune en modelos animales [134]. Se encuentra localizada en un MGE que
posibilita su transferencia y ha sido relacionada a la rapida diseminacién del algunos clon
epidémico ST239 en Asia [20].

4.7.1.6 Secuenciacion del genoma completo:

La epidemiologia de S. aureus y la diversidad fenotipica presente en diferentes
cepas se refleja en sus genotipos. Es por ello que es posible analizar multiples genomas
de S. aureus para descubrir factores que podrian ser predictores de fenotipos de

enfermedad y capacidades de virulencia [23, 24].

Actualmente existe una revolucién en las tecnologias de secuenciacién del ADN,

cientos de secuencias completas del genoma de S. aureus ya estan disponibles y pueden
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analizarse utilizando nuevos métodos. Un método de este tipo es el analisis de genes

compartidos y Unicos, dentro de una especie, denominado "pangenoma” (112).

Las tecnologias de secuenciacion de DNA de alto rendimiento y las técnicas de
analisis pretenden mejorar nuestra capacidad de rastrear y distinguir patégenos. El
analisis computacional de MGE construido para mdultiples cepas en una especie
proporciona una poderosa herramienta que puede otorgar una visién de los determinantes
metabdlicos de virulencia, identificar nuevos biomarcadores capaces de distinguir ciertas

cepas entre si y descubrir nuevos objetivos farmacolégicos (111).

Si bien el secuenciamiento del genoma completo no se utilizé en esta tesis, el

mismo se ha comenzado a desarrollar como perspectivas posteriores a este trabajo..

4.8 MRSA: Epidemiologia

Desde la introduccion de la penicilina en la practica clinica, a inicios de 1940, la
resistencia bacteriana ha sido continua comenzando con la resistencia a penicilina por S.
aureus. La misma, en un principio, tuvo una baja incidencia pero en pocos afos su
prevalencia aumentd rapidamente principalmente debida al clon (fago tipo 80/81)
productor de la pencilinasa capaz de hidrolizar el anillo B-lactamico inactivando la
molécula del antibiético. Rapidamente se disemind en diferentes paises del mundo como
Australia, Canada, Gran Bretafia y Estados Unidos causando infecciones adquiridas a
nivel hospitalario y fuera del él [135]. Contribuyd a esta diseminacion, el hecho, que las
penicilinasas estuvieran codificadas en elementos genéticos maoviles, como plasmidos,
por lo cual casi por dos décadas S.aureus resistentes a penicilina se convirtieron en un

problema global.

Posteriormente se introduce la meticilina en la industria farmacéutica (primer
betalactamico semisintético resistente a las penicilinasas) a finales de los afios 1950. Si
bien el clon (fago tipo 80/81) practicamente desaparecid, la prevalencia de cepas
productoras de penicilinasas se ha mantenido muy elevada desde entonces. Actualmente
se reporta una resistencia a la penicilina mayor a 90% [136] o mas, en las cepas de S.

aureus.
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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 [137]. Es
de destacar que los B-lactdmicos son la principal herramienta para hacer frente a las
infecciones por S aureus. Al principio, estas cepas de MRSA se diseminaron por el Reino
Unido, luego en Europa y finalmente en el resto del mundo convirtiéndose en endémicas.
Se establecieron en hospitales, es decir las infecciones se adquirian en los mismos o
fuera de ellos pero eran pacientes que habian estado en contacto con el hospital. Los
cuales presentaban alguno de los siguientes factores de riesgo para infeccién adquirida
en el hospital o relacionadas a la atencién sanitaria (HRFs)[138]: i) historia de
hospitalizacién en el afio previo, ii) residencia en instituciones de cuidado croénico, iii)
intervenciones quirdrgicas, iv) hemodialisis, v) utilizacién de dispositivos invasivos por €j.
catéter endovascular) historia de colonizacion o infeccion por MRSA . Consecuentemente,
estas cepas adquirieron resistencia a otros antibiéticos usados comunmente en los

hospitales ademas de la resistencia a los antibioticos p-lactamicos.

4.8.1 Healthcare-Associated Methicillin-Resistant S. aureus (HA-MRSA)

HA-MRSA en principio se los defini6 como MRSA aislados de pacientes
hospitalizados que no portaban MRSA al inicio de la hospitalizacién o MRSA aislados de

pacientes hospitalizados con 48 o mas horas de hospitalizacion [139]

Las cepas de MRSA emergieron a partir de S. aureus sensible a la meticilina
(MSSA) mediante la adquisicion del SCCmec. Este hecho ocurri6 un ndmero limitado de
veces conduciendo a un numero reducido de clones MRSA que fueron capaces de
diseminarse en todo el mundo, produciendo epidemias en el ambiente hospitalario [140,
141].

Entre los clones HA-MRSA destacados se encuentran:

-clon arcaico (con un background genético ST250-SCCmecl-PVL- reportado en el Reino
Unido desde los afios 60),

-clon Ibérico (ST247-SCCmeclA/PVL-; reportado en Espafia desde 1989),

-clon New York/Japon (ST5-SCCmeclI-PVL-, reportado en Estados Unidos desde 1998),
-clon EMRSA-16 (ST36-SCCmecll-PVL-, reportados en el Reino Unido desde 1993),
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-clon Brasilero (ST239-SCCmecllIA-PVL- reportado en Brasil desde 1992),
-clon Hungaro (ST239-SCCmeclll-PVL- reportado en Hungria desde 1993),
-clon EMRSA-15 (ST22-SCCmeclV-PVL- reportado en el Reino Unido),
-clon Pediatrico (ST5-SCCmeclV-PVL-, reportado en Portugal desde 1992) y
-clon Berlin (ST45-SCCmeclVa-PVL-, reportado en Alemania desde 1998)

De todos ellos solo seis (Ibérico, Brasilero, Hungaro, EMRSA-15, New York/Japon,
y el Pediatrico) han sido diseminados internacionalmente y son referidos como clones

pandémicos

A lo largo del tiempo, se ha observado el reemplazo de un clon de MRSA por otro
clon MRSA o cambios en los patrones de distribucion en cada pais o area. Por ejemplo
durante un periodo de nueve afios en Espafia, el clon comin MRSA New York/Japén
(NY/J) fue desplazado por el clon MRSA Brasilero, que luego fue desplazado por el clon
EMRSA-16 [142]. En América del Sur el clon méas diseminado fue el Brasilero que se aislo
en todo Brasil y se extendi6 a varios paises mas, como Argentina, Chile, Colombia,
Ecuador, Paraguay, Pera y Uruguay [134, 141, 143]. Sin embargo, en el afio 1999, en
Argentina, a partir de un estudio de vigilancia, llevado a cabo por nuestro grupo [144,
145], se observé que la mayoria de las infecciones hospitalarias por MRSA (HA-MRSA),
en Cordoba, eran provocadas por un clon epidémico multirresistente a antibiéticos
(aunque sensible a TMS), denominado clon Cordobés/Chileno (del linaje ST5 ). El mismo
comenz6 a desplazar al clon brasilero (ST239-111A). Actualmente, el clon Cordobés
/Chileno, predomina como HA-MRSA en distintos paises de América Latina, como
Argentina, Chile, Paraguay y Colombia [143, 144, 146, 147].
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4.8.2 Community-Associated Methicillin-Resistant S. aureus (CA-MRSA)

En los 90 comenz6 a reportarse un numero incrementado de infecciones por
MRSA pero en pacientes de la comunidad los cuales no habian tenido relacién con el
ambiente hospitalario (es decir no presentaba los tradicionales factores de riesgos). Las
infecciones fueron limitadas a brotes en diferentes partes del mundo como en la
comunidad indigena del Oeste de Australia y en diferentes regiones de EE.UU (127). Asi
en los estados de Dakota y Minnesota, la muerte de 4 nifios (no relacionados al ambiente
hospitalario) marcé el reconocimiento formal de este nuevo S. aureus causante de
infecciones sin relacion nosocomial [148]. Esta nueva entidad fue llamada CA-MRSA
(Community-acquired/associated MRSA) para poder distinguirlas de las relacionadas al
ambiente hospitalario que fueron denominados HA-MRSA (Healthcare-Associated
Methicillin-Resistant S. aureus)

El estudio de estos aislamientos CA-MRSA revel6 que presentaban un perfil de
resistencia soélo a los a los antibiéticos B-lactamicos. Esto marc6 una primera diferencia
con respecto a los clones de MRSA circulantes que se presentaban como
multirresistentes. La evaluacion a nivel genético y molecular evidencié que los CA-MRSA
presentaban los SCCmec mas pequefios (SCCmec IV, V, VII) y en el 95 % de los casos
presentaban un fago portador de los genes que codifican para la toxina PVL, que es

considerada un marcador molecular de CA-MRSA. [21].

Otra caracteristica destacada de las cepas CA-MRSA fue la capacidad de causar
enfermedad en individuos sanos, sin factores de riesgo conocidos para la infeccion. Si
bien la mayoria fueron infecciones de piel y tejidos blandos también se reportaron
infecciones severas e invasivas como neumonias necrotizantes y sepsis fatal sobre todo
en el grupo etario de individuos jévenes y nifios [21, 119, 148]. Estas caracteristicas

asociaron a las cepas CA-MRSA con una mayor virulencia que las HA-MRSA.

La distribucion geografica de CA-MRSA es variable y especifica de continente. Los
andlisis moleculares indican que solo un pequefio niumero de clones predominantes se
han establecido, como ST93 en Australia, ST80 en Europa, ST8 en los Estados Unidos.
En América del Sur las infecciones asociadas a la comunidad han crecido
considerablemente, los clones mas cominmente descriptos se identificaron como CA-

MRSA pertenecientes a CC5, CC8 y CC30 en Brasil, Argentina, Colombia y Uruguay. Las
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primeras infecciones por CA-MRSA reportadas en Ameérica Latina fueron en Brasil en el
afio 2003 [149-151].

En Argentina en, estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion,
[152] se observo que la proporcion de infecciones por CA-MRSA en nifios ha 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 [153]. Este
aumento significativo en el tiempo, se asocié con la aparicion y propagacién de un clon
CA-MRSA, caracterizado como ST5-SCCmeclVa-PVL" [152, 153] del mismo linaje (ST5)
que el clon epidémico hospitalario, sugiriendo la emergencia de ambos, a partir de un clon
ancestral de S aureus Meticilino Sensible (MSSA) ST5 exitoso.

Ademas es importante destacar que estas cepas CA-MRSA que en un principio se
asociaron con infecciones de aparicioén o inicio en la comunidad (CO), han comenzado a
detectarse en los hospitales pudiendo reemplazar a las cepas HA-MRSA convencionales,

con importantes implicancias clinicas y para la salud publica [154].

Algunos autores han sugerido que esto podria indicar un cambio epidemiol6gico

potencial en las infecciones estafilocécicas [155].

Sin embargo, la entrada de estas cepas CA-MRSA no ha sido explorada a fondo
entre un gran nimero de hospitales y el conocimiento de los factores de riesgo implicados
en la transmision nosocomial de CA-MRSA en comparaciéon con HA-MRSA siguen sin
estar definidos [156, 157].
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4.9 RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS

S. aureus ha demostrado ser notablemente adaptable a los desafios expuestos por
las diferentes clases de antibioticos adquiriendo resistencia, practicamente, frente a la

totalidad de aquellos utilizados en la practica clinica, incluso los de Ultima generacion.

Desde la primera aparicion de cepas de S. aureus Resistentes a Meticilina, este
patdgeno se ha extendido por todo el mundo considerandolo actualmente como causa de
preocupacién mundial en salud publica. En Europa las infecciones de inicio en el hospital
por MRSA continian dominando. Los casos de infecciones por CA-MRSA son producidos
por una alta diversidad de clones [153]. En cambio, en los EEUU las infecciones por
MRSA relacionadas a la comunidad (CA-MRSA) son las que se registran con mayor
frecuencia, asociadas a la diseminacion de un clon (USA300) [158]. En América Latina,
MRSA es altamente prevalente, con una proporcion de CA-MRSA en aumento [151]. La
terapia antimicrobiana debe ser orientada en base a factores locales y apoyarse en el
conocimiento de la epidemiologia actualizada referida a la incidencia local de MRSA.

4.9.1 BETALACTAMICOS TRADICIONALES Y NUEVOS ANTI-MRSA

Los betalactamicos 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 introduccién de los precursores del peptidoglicano en la pared. El
anillo de los betalactamicos mimetiza el sustrato de las PBP (D-ala D-ala) lo que genera
que la union del betalactdmico a la PBP impida el paso de la transpeptidacion, como

consecuencia se interrumpa el ensamblaje de la pared celular.

En 1940, luego de la introduccién de la penicilina, se observd el aumento
progresivo y sostenido de la resistencia a este betalactamico y a las aminopenicilinas, por
accion de una penicilinasa codificada por el gen blaZ. Esta betalactamasa de S. aureus

suele ser de origen plasmidico. Pertenecen a la clase molecular A de Ambler y
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permanecen unidas a la superficie de la bacteria [159]. Actualmente mas del 90% de

aislados de S. aureus producen betalactamasas que inactivan a la penicilina.

El surgimiento de esta resistencia condujo al desarrollo de betalactamicos con
actividad intrinseca frente a las cepas productoras de betalactamasas como son: las
penicilinas resistentes a penicilinasas (meticilina, nafcilina y penicilinas isoxazélicas), las
asociaciones de una penicilina con un inhibidor de betalactamasas, las cefalosporinas

(especialmente las de primera generacion) y los carbapenems [159].

Con la introduccion de la meticilina, emergieron las cepas resistentes a este
antibiético conocidas como MRSA. La causa de esta resistencia es mediada por la
adquisicion del gen mecA, inserto en el elemento de transferencia horizontal “SCCmec”.
El mecA codifica una PBP2 adicional denominada PBP2a con baja afinidad por todos los

antibiéticos betalactamicos.

Sin embargo investigaciones recientes, por cristalografia de PBP2a unida a
ceftarolina, (nueva cefalosporina anti-MRSA) indican la union del B-lactamico a un sitio
alostérico que facilitaria la exposicién del sitio activo [160]. Los nuevos B-lactdmicos como
ceftarolina, son mas eficientes para unirse de forma no covalente a este sitio alostérico y
asi inhibir la transpeptidacion. La actividad de estos nuevos betalactamicos frente a la
resistencia por PBP2a tendrian un doble sitio de accién, por un lado en el sitio alostérico
que produciria un cambio conformacional sobre el sitio activo, y por otro en el propio sitio
activo, que con la nueva conformacion es capaz de interactuar con el betalactdmico. 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 comunicacion del

sitio alostérico con el sitio activo [160].

Cabe destacar que existe otra resistencia a meticilina no mediada por el mecA. En
el afio 2007 se describen los primeros aislamientos de MRSA mecA negativos, obtenidos
de ganado, (con mecA LGA251) que posteriormente serian conocidos como mecC. Este
tipo diferente de gen mec se encuentra dentro de un cassette cromosémico al que se lo
designé como tipo XI. El gen mecC codifica una transpeptidasa con una homologia
aminoacidica cercana al 68% con la PBP2a codificada por mecA. Sin embargo presenta
diferencias importantes con respecto a ésta. Desde el punto de vista funcional, es capaz
de mantener la viabilidad del microorganismo que la porta ain en ausencia de la PBP2

nativa [161]. Con respecto al perfil de resistencia que confiere, es mayor el nivel de
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resistencia a cefalosporinas que a ampicilinas y penicilinas, esto puede manifestarse
como resultados discordantes (en las determinaciones microbiolégicas de laboratorio)
entre la determinacion de sensibilidad a oxacilina y cefoxitina, ya que puede dar

resistencia a cefoxitin y sensibilidad a oxacilina [161].

4.9.2 VANCOMICINA

La vancomicina es un glicopéptido, que actta inhibiendo la sintesis de la pared
celular por union a las subunidades D-Ala-D-Ala en los mondémeros del péptidoglicano de
microorganismos Gram (+). Este antimicrobiano ha sido el pilar (desde su introduccion en

1958) del tratamiento de las infecciones graves por MRSA [136]

El aumento en la prevalencia de MRSA en las infecciones tanto hospitalarias como
adquiridas en la comunidad condujo al incremento en el uso de vancomicina y, como
resultado, las cepas de MRSA comenzaron a desarrollar mecanismos de resistencia. El
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) define como sensibles a los aislamientos de
S. aureus con una CIM para vancomicina de <2 ug/ml y como no_sensibles a los
aislamientos que presentan una CIM de 22 ug/ml. Los aislamientos con una CIM entre 4 y
8 ug/ml se consideran como de sensibilidad intermedia (VISA) a la vancomicina y aquellos
con una CIM 216 pg/ml, como resistentes (VRSA) (CLSI 2016).

Por otra parte, entre las cepas sensibles (CIM<2 pg/ml) existe un grupo que exhibe
la denominada heterorresistencia a la vancomicina y que es dificil de identificar, ya que la
resistencia se observa en subpoblaciones cuya CIM alcanza valores de entre 4 y 8 ug/ml.
El primero de estos aislamientos (Mu3) fue recuperado de una muestra de esputo en un
paciente de 64 afios con neumonia que no respondié al tratamiento con vancomicina y
que presentaba una subpoblacion celular (frecuencia 10°>-10° con una CIM intermedia a

vancomicina.

En 1997, se reportd en Japén la primera cepa con resistencia intermedia a
vancomicina (VISA) con una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 8 pg/ml (145) y en
el afio 2002 se reporta, en EE.UU el primer aislamiento resistente con una CIM >32 pg/ml
[162].
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Los fenotipos de resistencia o sensibilidad reducida a vancomicina pueden

deberse a:

- la presencia del gen vanA transferido a Staphylococcus aureus a través de
plasmidos conjugativo que transportan el Tn 1546 desde el Enterococcus
resistente a vancomicina (VRE). Las cepas con este mecanismo son consideradas

resistentes a vancomicina (VRSA).

El gen vanA, procedente de Enterococcus spp, codifica una enzima que sustituye
la alanina por lactato en el dipéptido terminal d-ala-d-ala. La afinidad de los glucopéptidos
por este producto resultante es mucho menor que por el compuesto original, lo que resulta
en un aumento de la CIM (=216 mg/L) (VRSA). 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 biol6gica (fitness) de las cepas que lo
poseen [159]. Sin embargo, a la fecha, se han publicado 15 casos de VRSA la mayoria en
los Estados Unidos con once casos, dos en India, uno en Iran, y otro, recientemente, en
Brasil [163]. Este ultimo caso atafie a un aislamiento recuperado de sangre, perteneciente
al clon ST8-USA-300 variante Latinoamericana (USA300-LV) ampliamente diseminado
principalmente en las regiones del norte y noroeste de Sudamérica . Lo inquietante de
este caso, por su impacto, es que del mismo paciente se ha recuperado el primer
aislamiento portando el gen van A en un S.aureus meticilino-sensible (MSSA-VRSA)
[164]. Ademas es importante destacar que este MSSA-VRSA pertenece al linaje ST5,
distinto del aislamiento MRSA-VRSA del linaje ST8 (indicado en el parrafo anterior)
aungue ambos son portadores del mismo plasmido de estafilococo altamente transferible

y estable, lo que indicaria una preocupante adaptacion al medio [164].
- i) la existencia de un engrosamiento de la pared bacteriana.

Este mecanismo es detectado en las cepas de S. aureus VISA y h-VISA, en el
mismo se produce un aumento del grosor de la pared bacteriana por disminucion de la
velocidad de recambio del peptidoglicano debido a una reduccion de la actividad autolitica
y/o una disfuncion del locus agr [159, 165]. Ademas, el nUmero de enlaces cruzados entre
las cadenas de petidoglicano disminuye, originando un aumento de residuos d-alanil-d-
alanina libres y un engrosamiento de la pared. Los residuos libres atraparian a las

moléculas de vancomicina impidiendo, asi, que, alcancen su sitio de accién [159].
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En el caso de la h-VISA la exposicién a vancomicina de las mismas pude puede
seleccionar la poblacién con resistencia intermedia (VISA) y conducir al fracaso del
tratamiento (142). Si bien su significado clinico aun se discute, hay autores que
demostraron la falta de eficacia de la vancomicina en infecciones invasivas producidas por

estos microorganismos (149,150).

4.9.3 LINEZOLID

Es un antimicrobiano del grupo de las oxazolidinonas, es bacteriostatico, inhibe el
inicio de la sintesis de proteinas bacterianas en el ribosoma 50S. 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.

Linezolid disminuye la produccién de factores de virulencia como LPV, las
enterotoxinas A y B, autolisinas y hemolisinas a y [, super-antigeno; el efecto

probablemente es debido a la inhibicion de la sintesis proteica [166].

Los mecanismos de resistencia a linezolid parecen ser variados y pueden deberse
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) que codifica
una metiltransferasa del RNAr 23S. Esta ultima, ademas, confiere resistencia cruzada a
otros farmacos que se unen en el mismo sitio, incluyendo cloranfenicol, lincosamidas (es
decir, clindamicina) y estreptograminas A [136]. Este tercer mecanismo es el Unico
transferible. El gen cfr, generalmente, esta asociado a elementos genéticos moviles como
plasmidos y transposones y ha sido descripto en diferentes especies bacterianas como E.

faecalis y Bacillus spp recuperadas de cerdos y bovinos respectivamente [167].

4.9.4 TIGECICLINA

Tigeciclina es un derivado semisintético de minociclina (tetraciclina), capaz de
ligarse a la subunidad ribosomal 30s, inhibiendo la sintesis de proteinas y en
consecuencia, el crecimiento de las bacterias. La concentracion de tigeciclina en los

macroéfagos alveolares y en leucocitos polimorfonucleares es al menos 20 veces superior
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a la concentracion extracelular. Si bien este antimicrobiano posee excelente distribucion

en los tejidos, alcanza concentraciones mas bajas en suero.

Tigeciclina es activa contra la mayoria de los aislamientos de S. aureus que son

resistentes a la tetraciclina.

El mecanismo de resistencia a Tigeciclina es poco conocido y para los organismos
Gram-positivos, incluyendo MRSA, no se han identificado aislamientos de origen natural

con disminucion de la susceptibilidad para este antimicrobiano [168].

4.9.5 DAPTOMICINA

La Daptomicina es un lipopéptido, una molécula que requiere calcio para
solubilizarse en forma de micelas de octamero en las fases liquidas. En los
microorganismos Gram (+), la Daptomicina muestra difusién a través del peptidoglicano y
hacia la membrana plasmatica, en donde se dispersan los iones de calcio. La interaccion
de daptomicina-calcio con la membrana celular bacteriana, cuya carga es usualmente
negativa debido a los grupos fosfato en los fosfolipidos, genera una perturbacién

fisiol6gica y estructural que lleva a la muerte celular [136].

La resistencia obedece a la existencia de varias mutaciones de un solo nucleétido
en diferentes genes como mprF (multiple peptide resistance factor) e yycG (gen de una
histidina cinasa de mudltiples funciones, que influye en la biosintesis de los acidos grasos
de membrana) Cada mutacion muestra cambios fenotipicos consistentes en
engrosamiento y alteraciones de la fluidez de la pared bacteriana y aumento de la carga

positiva de la superficie.

Los efectos bactericidas de daptomicina hacen a este antimicrobiano util para el
tratamiento de las infecciones causadas por MRSA, incluyendo las que afectan la piel y
tejidos blandos, la bacteriemia y la endocarditis del lado derecho. Por otro lado, presenta
limitaciones como son una Unica via de administracion (la intravenosa) y la inactivacion
del antimicrobiano por el surfactante pulmonar, impidiendo su empleo en la neumonia
[169].
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Se sugiere que el aumento en el espesor de la pared celular observado en cepas
VISA Esta relacionado con la resistencia cruzada a la daptomicina. Este antibiético es una

molécula muy grande y presentaria dificultad para penetrar en la célula [170].

Debido a que varias publicaciones han mostrado una relacién directa entre el
aumento en la CIM de vancomicina (CIM 22 ug /ml) y el aumento concomitante en la CIM
a daptomicina, si se emplea daptomicina como terapia de rescate ante la falla de
tratamiento con vancomicina, se recomienda realizar la CIM a daptomicina pre e intra

tramiento, para evaluar si hay cambios en el perfil de sensibilidad [159].
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5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El éxito epidemioldgico de los diferentes clones de Staphylococcus aureus se
considera asociado a la combinacion de un background de resistencia antibiética con un
extraordinario arsenal de factores de virulencia que le permitirian, a este microorganismo,
provocar desde infecciones de diversa gravedad hasta la colonizacion de individuos sanos
y/o la persistencia en el medio ambiente desde donde puede servir como un reservorio

para la transmision y propagacion.

A través de diferentes técnicas de epidemiologia a molecular se ha podido
establecer que la mayoria de los clones MRSA diseminados mundialmente pertenecen a
5 linajes genético principales (CC5, CC 8, CC22, CC30, CC45). En Argentina, a partir de
un estudio de vigilancia realizado en Cdérdoba desde el afio 1999, se observd que la
mayoria de las infecciones hospitalarias por MRSA (HA-MRSA) eran provocadas por un
clon epidémico multirresistente a antibiéticos, denominado clon Cordobés/Chileno
identificado en nuestro laboratorio (125). Posteriormente en el afio 2005 se detecta la
emergencia de un nuevo clon en la comunidad identificado por nuestro grupo como clon
epidémico CA-MRSA del mismo linaje (ST5) que el clon epidémico hospitalario, pero con
el cassette cromosomal 1V, sugiriendo la emergencia de ambos, a partir de un clon
ancestral de MSSA ST5 exitoso (123). En el afio 2007 se encontré a este clon CA-MRSA
ST5- SCCmec-IV-t311 en pacientes pediatricos que tuvieron relacién con el ambiente
hospitalario en el afio previo, lo que indirectamente indica que el mismo estaria siendo
introducido en los hospitales. La eventual diseminacion de este clon CA-MRSA en la
comunidad y en los hospitales plante6 un desafio para la salud publica, si se considera
que la poblacién hospitalizada es particularmente vulnerable y estas cepas CA-MRSA
presentan alta virulencia, elevada tasa de ataque, transmisibilidad y el potencial genético
para adquirir multirresistencia. De esta manera CA-MRSA tiene un elevado potencial para
ocasionar una mayor morbi-mortalidad, y, asociado a ello, un significativo incremento de

los costos asistenciales.
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6 HIPOTESIS

Con los antecedentes anteriormente expuestos, planteamos como hipétesis que la
prevalencia de infecciones por CA-MRSA a nivel nacional podria ser superior a la
detectada como promedio en el afio 2008, en Cordoba (16%), y que el clon epidémico:
CA-MRSA ST5-SCCmec IV-t311 seria el predominante, diseminado en todo el territorio
argentino tanto en la comunidad como en los hospitales. Este clon presentaria
caracteristicas particulares diferentes del resto de los clones diseminados en el mismo
ambiente (relacionada a biofilm y/o a persistencia) para poder establecerse como
reservorio en un area determinada desde donde podria transmitirse y/o permanecer en el

tiempo.

Consecuentemente el interrogante que surge es: ¢existe alguna caracteristica
particular (relacionada a biofilm o persistencia en el ambiente) que lo diferencie del restos
de los clones de MRSA que le permita establecerse y desplazar a los demas clones en un

ambiente determinado como la comunidad o el hospital?

7/ OBJETIVOS GENERALES

Son objetivos generales de esta tesis:

I- Determinar el impacto epidemiolégico actual de las infecciones por CA-MRSA, en

la Republica Argentina

lI- Analizar estrategias de virulencia y/o transmisibilidad de los diferentes clones y
su posible asociacion con epidemicidad (supervivencia en superficies inertes y

formacién de biofilm)

7.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A fin de abordar el objetivo general | se propusieron cuatro objetivos especificos (la-le) y para

el objetivo general Il se propusieron tres objetivos especificos (lla-llc).

Los mismos son desarrollados a continuacion:
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7.1.1 PRIMERA PARTE (Objetivo General I)

la- Establecer la PREVALENCIA GLOBAL nacional de S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) en infecciones asociadas al @mbito hospitalario (HA-MRSA) y a la comunidad
(CA-MRSA).

Ib- Analizar las caracteristicas moleculares y la susceptibilidad a los antimicrobianos de
los aislamientos de S. aureus resistente a meticilina asociados a la comunidad (CA-

MRSA) y aquellos asociados a la atencion sanitaria (HA-MRSA).

7.1.2 SEGUNDA PARTE (Objetivo General |)

Ic- Analizar las caracteristicas sociodemogréaficas y clinicas, en nuestro medio, de las
infecciones causadas por MRSA (CA-MRSAg vs HA-MRSAG) y MSSA en sus diferentes
localizaciones y sitio de comienzo (comunidad u hospital) en pacientes pediatricos y
adultos para establecer los factores de riesgo para infecciones por CA-MRSA; en
Argentina.

Id- Identificar y comparar las caracteristicas moleculares y clinicas de los genotipos CA-
MRSAg, que producen infecciones de inicio en la comunidad con aquellas responsables
de infecciones de inicio en el Hospital, para evaluar el impacto de la entrada de estos

genotipos a nivel hospitalario.

7.1.3 TERCERA PARTE (Objetivo General 1)

le-. Determinar genéticamente la relacion evolutiva de los genotipos CA-MRSAg, con

clones de S. aureus meticilino sensibles (MSSA) detectados en nuestro pais.

7.1.4 CUARTA PARTE (Objetivo General I1):
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lla- Evaluar la proporcion de supervivencia en una superficie inerte (melamina) entre

diferente clones MRSA epidémicos

IIb- Evaluar en clones MRSA epidémicos la expresion diferencial de genes relacionados a
la adhesion, biofilm y expresiébn de reguladores globales en S. aureus durante la

persistencia en una superficie inerte.

llc- Evaluar en clones MRSA epidémicos la expresion diferencial de genes relacionados a
la adhesién, biofilm y expresion de reguladores globales en S. aureus en el estado de

biofilm
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9 RESULTADOS PRIMERA PARTE

9.1 OBJETIVO GENERAL

I- Determinar el impacto epidemiolégico actual de las infecciones por CA-MRSA, en la
Republica Argentina

9.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

la-Establecer la PREVALENCIA GLOBAL nacional de S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) en infecciones asociadas al ambito hospitalario (HA-MRSA) y a la comunidad
(CA-MRSA).

Ib-Analizar las caracteristicas moleculares y la susceptibilidad a los antimicrobianos de los
aislamientos de S. aureus resistente a meticilina asociados a la comunidad (CA-MRSA) y

aquellos asociados al hospital (HA-MRSA).
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9.2 la Resultados

9.2.1 Disefno del estudio, caracteristicas de los Hospitales y datos de

incidencia

Como se describe en detalle en Materiales y Métodos, a fin de caracterizar los
genotipos CA-MRSA y HA-MRSA y evaluar su prevalencia global en Argentina en el
ambito hospitalario y de la comunidad, se realiz6 un estudio transversal, multicéntrico,
prospectivo y observacional durante el mes de noviembre de 2009 en 66 hospitales de 20
provincias y la Ciudad de Buenos Aires (CABA), 46 Hospitales pertenecieron a la Red
WHONET Argentina. En la siguiente tabla se indican, ademas de las caracteristicas de los
Hospitales, la incidencia de las infecciones causadas por CA-MRSAg y HA-MRSAg vy la

ubicacién de los 66 hospitales por regiones (Norte, Centro y Sur) en el pais (Tabla 1A).
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Tabla 1A: Caracteristicas, incidencia de las infecciones causadas por genotipos (CA-MRSAg y HA-MRSAG) y ubicacion de 66 hospitales
de 20 provincias y la ciudad de Buenos Aires, Argentina por regiones (Norte, Centro y Sur), noviembre de 2009.

lospitales Regiones Provincias no. de camas no. de no. de CA-MRSAg HA-MRSAG MRSA
admisiones visitas®
Nimero Incidencia®  NGmero Incidencia® NGmero  Incidencia”
1 Norte Corrientes 120 425 4,785 2 41.8 1 20.9 3 62.7
2 Norte Formosa 155 402 9,628 29 301.2 2 20.8 31 321.9
3 Norte Catamarca 249 555 3,838 4 104.2 0 0 4 104.2
4 Norte Tucuman 200 737 8,121 4 49.2 0 0 4 49.2
5 Norte Catamarca 100 320 9,408 3 31.9 0 0 3 31.9
6 Norte Chaco 260 951 24,636 7 28.4 1 4.1 8 325
7 Norte La Rioja 289 841 14,096 2 14.1 2 14.8 4 28.4
8 Norte Salta 250 921 16,260 5 30.7 2 12.3 7 43.1
9 Norte Jujuy 110 472 10,970 3 27.3 0 0 3 27.3
10 Norte Corrientes 149 557 10,685 3 28.1 0 0 3 28.7
Norte
1,882 6,181 112,427 62 55.1 8 7.1 70 62.3
Total
11 Centro Santa Fe 170 1,250 7,230 1 13.8 0 0 1 13.8
Provincia de Buenos
12 Centro ) 230 699 17,542 3 17.1 4 22.8 7 39.9
Aires
Ciudad auténoma de
13 Centro X 406 1,061 121,358 3 25 2 1.6 5 4.1
Buenos Aires
14 Centro Entre Rios 260 958 12,847 1 7.8 3 234 4 311
Provincia de Buenos
15 Centro . 307 803 38,675 5 12.9 4 10.3 9 233
Aires
Ciudad auténoma de
16 Centro X 198 1,097 18,782 3 15.9 0 0 3 15.9
Buenos Aires
17 Centro Santa Fe 183 534 17,223 3 17.4 2 11.6 5 29
Ciudad auténoma de
18 Centro 78 316 11,105 1 9 3 271 4 36.1

Buenos Aires
Ciudad auténoma de

19 Centro X 501 1,782 30,953 17 54.9 2 6.5 19 61.4
Buenos Aires
20 Centro Santa Fe 180 1,520 16,667 4 23.9 0 0 4 24
Ciudad auténoma de
21 Centro 350 904 41,511 8 19.3 0 0 8 19.3

Buenos Aires
Ciudad auténoma de
22 Centro . 323 1,158 60,102 5 8.3 5 8.3 10 16.6
Buenos Aires
23 Centro La Pampa 212 228 12,732 3 23.6 2 15.7 5 39.3

24 Centro La Pampa 188 678 14,361 1 6.9 3 20.9 4 27,8
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Cérdoba
Provincia de Buenos
Aires
Santa Fe
Coérdoba
Buenos Aires
Buenos Aires
Ciudad auténoma de
Buenos Aires
Mendoza
Buenos Aires
Buenos Aires
Provincia de Buenos
Aires
Cérdoba
Cérdoba
Provincia de Buenos
Aires
Coérdoba
Coérdoba
Coérdoba
Coérdoba
Coérdoba
Coérdoba
Coérdoba
Coérdoba
Coérdoba
Coérdoba
Coérdoba
Cordoba
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Buenos Aires
Ciudad auténoma de
Buenos Aires
Ciudad auténoma de
Buenos Aires
Provincia de Buenos
Aires
Santa Fe
Provincia de Buenos
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290
228

114

118
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150

311

260
360
300

490

80
108

148

136
81
216
90
180
181
36
81
144
60
84
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238

180

259

78

170

556
990

769

541

285

390

330

1,402
780
1216

1,535

253
863

191

774
256
719
324
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946
218
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345
173
723
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1,681

1574

748

1,111

524

355

20,946
25,730

43,519

13,864
10,275
1,119

12,801

12,809

24,448
11,055
27,938
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5,380
27,771

9,337

12,553
5,078
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4,309
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58

59

60
61
62
63
64
65
66

P value
OR
(95% CI)

Centro

Centro

Centro Total

Sur
Sur
Sur
Sur
Sur
Sur
Sur
Sur Total

TOTAL

Norte vs
Centro

Norte vs
Sur

Ciudad auténoma de

Buenos Aires

Ciudad auténoma de

Buenos Aires

Rio Negro
Santa Cruz
Neuquen
Tierra Del Fuego
Tierra Del Fuego
Santa Cruz
Chubut

269

9,509

92
72
277
95
84
223
87
930

12,321

1,439

1,145

37,908

339
307
927
394
319
633
321
3,240

47,329

7,259

23,499

1,247,957

12,653
10,520
22,239
14,904
19,029
29,945
14,831
124,121

1,484,505

156

N W R RN R R

11

229

41.3

8.5

125

7.9
9.5
8.9
6.7
5.2
10
134
8.9

154

<0.0001
4.41
(3.29-5.92)

<0.0001
6.23
((3.32-
11.65)

75

B

93

6.01

7.9
9.5
17.9
6.7
5.2
3.3
6.7
8.1

6.2

0.64

0.79

231

W A NN ONN

322

41.3

8,5

185

15.9
19.0
26.9
13.4
10.5
133
20.2
16.9

217

<0.0001
3.36
(2.58-4.39)

<0.0001
3.68
(2.27-5.97)

& Numero de visitas: incluye atencion ambulatoria, servicio de emergencia y admisiones durante noviembre de 2009.

® Incidencia: Numero de casos / 100.000 visitas mensuales (noviembre).
¢ Sélo tiene centro ambulatorio
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9.2.2 Prevalencia de las Infecciones por MRSA, en la comunidad vy en el

ambito hospitalario

Durante el periodo de estudio de 1 mes de vigilancia (noviembre de 2009) la

poblacion atendida en los 66 hospitales fue de 1.484.505 visitas y 47.329 internaciones.

En ese mes se obtuvieron un total de 591 aislamientos clinicos de S. aureus de los
cuales 225 fueron nifos (<19 afios) (38%) y 248 fueron mujeres (42%). La mediana de la

edad de los pacientes fue de 30 afios (rango: 1 mes a 96 afios).

Entre los 591 casos totales, 322 fueron MRSA (55%) y 375 fueron infecciones de
inicio en la comunidad (CO) (63%) (Figura 8 y Figura 10). La proporcién de MRSA difirié
significativamente (P= 0,045) entre las infecciones de inicio en la comunidad (CO, 58%,
216/375) y las de inicio en el hospital (HO, 49%, 106/216), particularmente en nifios (62%,
99/160 en infecciones CO vs 43 %, 28/65 en infecciones HO, P= 0,01). Es decir, se
observo un desplazamiento de la Resistencia a Meticilina hacia la comunidad. Este dato
es destacable ya que, en Argentina, la resistencia a Meticilina siempre estuvo confinada al

ambiente hospitalario.

Un total de 266 pacientes presentaron infecciones de piel y tejidos blandos (SSTI,
45%) y entre estos, la proporcion de MRSA fue del 62% (164/266).

Segun los criterios del CDC (116), 222 casos (38%) de las infecciones fueron
clasificados como asociadas a la comunidad (CACO): 61% CACO-MRSA (n: 136) y el 39%
CACO-MSSA (n: 86); 153 casos (26%) como asociadas a la atencién sanitaria y de inicio en la
comunidad o HACO: 52% HACO-MRSA (n: 80) y 48% HACO-MSSA (n: 73) y 216 (36%) como
asociadas a la atencion sanitaria y de inicio en el hospital o HAHO: 49% HAHO-MRSA (n: 106)
y 51% HAHO-MSSA (n: 110) (Figura 9). Por lo tanto, la proporcion de MRSA difirio

significativamente (P= 0,01) entre las infecciones asociadas a la comunidad (CA, 61%) y

aquellas asociadas a la atencion sanitaria (HA, 50%) (Figura 9).

PREVALENCIA DE INFECCIONES SEGUN EL SITIO DE INICIO

Figura 8.: proporciéon de las
infecciones totales segun el
sitio de inicio:  Hospital
(indicado en color violeta) y

' Comunidad (indicada en color
ﬁ'—"“ nidad’ celeste).
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PROPORCIONES RELATIVAS DE MRSA y MSSA

100% - —
80% - -
60% B o | s = -
40% -

20% -

0% -
Total  Pe | Ad |Total| Pe | Ad |Total Pe | Ad |Total Pe | Ad Total| Pe | Ad | Total 1
n:591 n:225 n:366 n:369 n:125 n:244 | n:216 n:65 n:151 | n:153  n:60 n:93 n:222 n:100 n:122 | n:375 n:160 n:215
Total: HO+CO HA: HAHO+HACO HAHO HACO CACO CO: HACO +CACO
HOSPITAL COMUNIDAD

B CA-MRSAG B HA-MRSAg B MSSA

Figura 9: Proporciones relativas de MSSA y MRSA (incluyendo CA-MRSAg y HA-MRSAG) del total de
infecciones por S. aureus estratificadas por criterios epidemioldgicos y el lugar de inicio de las infecciones,
en toda la poblacion, en pediatria (Pe) y en adultos (Ad). CA-MRSAg y HA-MRSAg Genotipos de S. aureus
resistentes a la meticilina asociados a la comunidad (CA) y asociados a la atencion sanitaria (HA); CACO,
infecciones asociadas a la comunidad y de inicio en la comunidad, HA, infecciones asociadas a la atencién
sanitaria que incluye: HACO, asociadas a la atencion sanitaria de inicio en la comunidad y HAHO asociadas
a la atencion sanitaria de inicio en el hospital.

9.2.3 Genotipos de MRSA: CA-MRSA: v HA-MRSAc por criterio

epidemioldqgico, grupo de edad y reqidon geoqrafica.

La combinacion de los resultados obtenidos por todos los métodos de
caracterizacion molecular utilizados mostré que la mayoria de los MRSA (229/322
aislamientos) se clasificaron como CA-MRSAg, (71%) mientras que 93 como HA-MRSAg
(29%) (Tabla 2).

Teniendo en cuenta todos los casos de infecciones por S. aureus (n: 591), 39% (n:
229) fueron causadas por CA-MRSAg y el 16% (n: 93) por HA-MRSAg (Figura 9). Ademas,
la tasa global de MRSA fue de 21,7- (rango 2.6-321,9) casos / 100.000 visitas mensuales,
siendo la de CA-MRSAg de 15,4 (rango 2,5 a 301,4) y la de HA-MRSAG 6.2 (rango 0-46,4)

casos / 100.000 visitas mensuales (Tabla 1A).

En cuanto a las infecciones de inicio en la comunidad o CO por S. aureus (n: 375
casos): 52% (n: 195) fueron causadas por CA-MRSAg y 6% (n: 21) por HA-MRSAg, en

cambio aquellas de inicio en el hospital o HO (n: 216 casos), 16% (n: 34) fueron
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causadas por CA-MRSA¢ y 33% (n: 72), por HA-MRSAg. Por lo tanto la mayor proporcion
de infecciones por MRSA en la comunidad (58%, 216/375) que en el hospital (49%,
106/216) esta relacionada a la mayor proporcion de infecciones causadas por los
genotipos CA-MRSA (Figura 9).

Por otra parte, al analizar los datos segun el criterio del CDC (116), se detect6 que,
del total de infecciones CACO (n: 222), los genotipos CA-MRSA; representaron el 60,5%
(n: 135) y los HA-MRSAG el 0.5% (n: 1). Asi mismo, entre las infecciones HACO (n: 153),
el 39% (n: 60) fueron causadas por CA-MRSAg Yy el 13% (n: 20) por HA-MRSAG.
Notablemente, entre las infecciones hospitalarias HAHO (n: 216), el 16% (n: 34) fueron
producidas por CA-MRSAg Yy solo el 33% (n: 72) por HA-MRSAg. . Entonces, entre las
infecciones por S. aureus asociadas a la salud (HACO y HAHO, n: 369), CA-MRSAg vy
HA-MRSA; representaron aproximadamente el 25% para cada uno (n: 94 y 92,
respectivamente). Ademas, el 31% (60/195) de los pacientes con infecciones de inicio en
la comunidad causadas por cepas con genotipo CA-MRSAg tuvieron al menos un factor

de riesgo asociado al hospital o HRF (infecciones HACO).

Otro aspecto analizado fue la relacion entre estas infecciones y la edad de los
pacientes. La proporcion relativa de infecciones causadas por CA-MRSAg difirid
significativamente entre Pediatria (<19 afios) y adultos, en el total de infecciones por S.
aureus (51% vs 31%, P <0,0001), tanto en las infecciones asociadas al hospital (HACO y
HAHO) (38% vs 19%, P = 0,0001) y en aquellas asociadas a la comunidad (68% vs 55%,
P = 0,045) (Figura 9). La mayoria de las infecciones por CA-MRSAg ocurrieron en
pacientes pediatricos (<19 afios), tanto en el entorno de la comunidad (48%) como en el
ambito hospitalario (62%) (Figura 10). Cabe destacar, que entre los pacientes con
infecciones por CA-MRSA; de inicio en el hospital (HO), el 47% fue <1 afio de edad, en
comparacion con el 4% de pacientes < de 1 afio afectados por CA-MRSA; entre las

infecciones de inicio en la comunidad (CO) (Figura 10).
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PROPORCIONES RELATIVAS DE INFECCIONES CAUSADAS POR:
CA-MRSAg, HA-MRSAg Y MSSA ESTRATIFICADOS POR GRUPOS ETARIOS

100

| I
2%

60 +

40 +—

Proporciones (%)
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Total ‘ Cco ‘ HO Total ‘ CcOo Total ‘
CA-MRSAg HA- MRSAG MSSA

| =<lafio ©1-18 =1930 =>30 |

Figura 10: En la figura se muestran las proporciones relativas de las
infecciones causadas por los genotipos CA-MRSAg, HA-MRSAg y MSSA
estratificados por grupos etarios, en el total de infecciones, en aquellas de
inicio en la comunidad (CO) y en las de inicio en el hospital (HO), Argentina,
2009.

Con el propdsito de evaluar la prevalencia de CA-MRSAg y HA-MRSAG segun las
diferentes regiones a lo largo de Argentina; el pais fue separado en tres grandes areas
geogréficas (Figura 11.): Norte (8 provincias, 10 hospitales, 86 aislamientos), Centro (7
provincias y la ciudad de Buenos Aires, 49 hospitales, 433 aislamientos) y Sur (5
provincias, 7 hospitales, 72 aislamientos). Observandose que no hubo un dnico
comportamiento de diseminacion de MRSA, sino que la proporcion de MRSA difirié
significativamente desde el norte (81%) a las regiones centrales (53%) y al sur (29%) de
Argentina (P <0,0001). Este hallazgo estuvo fuertemente asociado a la propagacién de los
genotipos CA-MRSAg ya que la proporcion de los mismos fue estadisticamente diferente
(P <0,0001) entre el Norte y el Sur del pais (72% vs 16%, respectivamente), mientras que
la proporcion de infecciones por el genotipo HA-MRSAg fueron similares entre las dos
regiones (P=0,08) (Figurall).

Del mismo modo, la tasa general de infecciones por MRSA fue 3,6 veces mayor en
el Norte que en el Sur del pais [62,3 casos (rango 27,3-321,9) vs 16,9 casos (rango 10,5-

26,9) / 100.000 visitas mensuales, respectivamente] (P <0,0001). Este hecho se asocio

62



RESULTADOS PRIMERA PARTE

con una tasa de CA-MRSAg 6,2 veces mayor en el norte que el sur [55,1 (rango 14,1-
301,2) casos vs 8.9 (rango 5,2-13,4) casos / 100.000 visitas mensuales, respectivamente]
(P <0,0001), mientras que las incidencias de infecciones HA-MRSAg fueron comparables
entre estas regiones (Tabla 1A).

PREVALENCIA DE TIPOS CLONALES S/ SITIO DE INICIO DE LA INFECCION Y

DISTRIBUCION GEOGRAFICA

norte '
n=86
MRSA 81% 2 6
l 335 3 2
5 b6
/] 5 :
centro
n=433
10

MRSA
53%

sur

n=72
MRSA

29%

1-ST5-IV-t311-PVL(+)
m N-ST30-IV-t019-PVL(+)
m DD-ST97-1V-t359-PVL(-) CA-MRSA,

R-ST72-IV-t0148-PVL(-)
m USA300-ST8-t008-PVL(+)

{J) MssA
@ cA-MRsa,
HA-MRSA

u A-ST5-1-t149-PVL(-)
C-ST100-1Vnv-t002-PVL(-) HA-MRSA,
ST239111A-t037-PVL(-)

® OTROS
A i

Figura 11: A-(izquierda) Prevalencia de CA-MRSAG, HA-MRSAg y MSSA segln las regiones (norte, centro y sur) de
Argentina. B-(derecha) Distribucién de los clones de MRSA mas frecuentes en la comunidad (CO) indicadas a la izquierda del
mapa con rétulo celeste y en el hospital (HO) a la derecha indicadas con rétulo celeste. Abajo a la derecha se indican los
clones de cada genotipo.

CA-MRSA¢ Genotipos de S. aureus resistente a la meticilina asociadas a la comunidad.

HA-MRSAG: Genotipos de S. aureus resistente a la meticilina asociadas a la atencién sanitaria.

MSSA: S. aureus susceptible a meticilina.
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9.3 Ib Resultados

9.3.1 Caracterizacion molecular de las cepas

En la Tabla 2 (pagina 66) 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 patron de resistencia a los antimicrobianos de todos los aislamientos
CA-MRSA; ¥y HA-MRSAg. Ademas, en la Tabla 3 se muestra la distribucion de los
genotipos mas predominantes de aislamientos de MRSA implicados en infecciones
invasivas y no invasivas para toda la poblacion estratificados por grupos etarios y de

acuerdo con el tipo de inicio de las infecciones (comunidad u hospital).

La mayoria de los aislamientos CA-MRSAg (n: 206, 90%) pertenecieron a dos clones
principales (Figural2). Representando una prevalencia del 45 %, aproximadamente, para
cada uno de ellos: PFGE tipo N-ST30-IV (n: 104) y el tipo PFGE I-ST5-IV (n: 102), que
representaron el 33% y el 31% de todos los MRSA, 46% y 37% de las infecciones por CO-
MRSA 'y el 4% y el 20% de las infecciones HO-MRSA, respectivamente (Tabla 3). Los
restantes aislamientos CA-MRSAG pertenecieron a los siguientes genotipos: R-ST72-1V (n:
10, 4%), USA300 ST8-IV (n: 5, 2%), D-ST97-IV ¢ (n: 3, 1,5 %), G-ST88-IVG, Q-ST1649-1Vc
(SLV de ST6), F-ST1-VV (5C2), V-ST1210-IVE y V-ST121-VV (un aislamiento cada uno)
(Tablas 2y 3).

Los aislamientos CA-MRSA relacionados por PFGE a la cepa epidémica MRSA
USA300 (n: 5) pertenecieron al ST8, CC8, spa-t008 y agr 1. Dos de estos aislamientos se
asociaron con el SCCmec IVc y compartieron el perfil de genes de virulencia pvl- lukDE-
sek-seg-bsa. En un aislamiento fue detectado el SCCmec IVb y los genes IukDE-sea-sec-
bsa. Otro aislamiento del genotipo USA300 fue asociado al SCCmec V y alberg6 a los
genes pvl-lukDE-bsa. Sélo una cepa con SCCmec [Va, llevando IukDE-sek-seg-bsa,
también alberg6 el gen arcA que es un indicador de la presencia locus ACME 1, el cual, tal

como se mencioné en la Introduccién, ha sido detectado en la mayoria de los clones USA300

Clones CA-MRSA menores, es decir como causantes de infecciones en menor
proporcidn o esporadicos también fueron detectados y sus caracteristicas moleculares se

incluyeron en la Tabla 2.

64



RESULTADOS PRIMERA PARTE

La mayoria (66%, n: 61) de los aislamientos HA-MRSAg estuvieron relacionados
con el Clon Cordobes/Chileno, pulsotypo A, ST5-SCCmec I-t149. El segundo genotipo HA-
MRSA; mas comunmente identificado fue la variante argentina del Clon Pediatrico
(pulsotypo C-ST100- SCCmec IVNv-t002) (23%, Tabla 2). Estos dos clones representaban
el 18% y el 7% de todos los MRSA, el 5% y el 4% de las infecciones CO-MRSA y el 47% y
el 12% de las infecciones HO-MRSA (Tabla 3).

Otros aislamientos HA-MRSA; solamente representaron el 3% de todo los MRSA:
a) Clon Brasilero: 7 aislamientos caracterizados como B-ST239- SCCmec-IlIA y 1
aislamiento como B-ST2266 (nuevo ST, SLV de ST239) SCCmec-IlIA y b) 3 aislamientos
caracterizados como E-ST5-SCCmecl-t12090 (nuevo tipo spa).

GEL DE ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO

A1-ST5-| I-ST5-IV N-ST30-IV  PM Kb

436.5
388.0
339.5
242.5

194.0

1455

97.0

48.5

Figura 12: Gel de elctroforesis en campo pulsado.Se observan patrones de bandas o
pulsotipos de diferentes familias clonales. En los recuadros se sefialan los principales clones
detectados: HA-MRSA: A-ST5-I (recuadro anaranjado) CA-MRSA I-ST5-1V (recuadro amarillo),
CA-MRSA N-ST30-1V (recuadro azul).
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Tabla 2: CARACTERISTICAS DE AISLAMIENTOS DE MRSA QUE PERTENECEN A GENOTIPOS HA-MRSA Y CA-MRSA, ARGENTINA

Background ST rll:)ijno PFGE RIDOM SCCmec pvl agr \[:ler :‘L:Z:ines de RBe T_I:::a?rcr:?c:sATB no
. . " a " 0/} 2 0 ro/)2 o. a . -p-
Genético %) Subtipo/no. (%) spa tipo/ no. (%) n°. (%) n® (%) tipo n°. (%) n. (%)°
CA-MRSA
n: 229
N4/73 (71), N6/10 (10), N17/7 _ _ . GEN 12 (12), ERY 12
CC30 30 N/ 104(45) (7), N13/6 (6) and 8 minor 1019:102 (99), t021: IVe: 103 (99) 104 3 egc-lukDE-bbp-cna (12)", CLi 7 (7)", Cllc
2(1) IVNT: 1 (100)
subtypes 1(1),RIF2(2)
_ GEN 7 (7), ERY 29
ccs s \/ 102(45) :;26(3()64')2 6'%6('2(;3); 4'3;46(2()6)’ t311: 84 (82), t002: :xi 29(3()9?/)&‘ 2077) sea-egc-lukDE79 (77),  (28)%, CLIi 25 (24)°,
e ' 17 (17), t2049: 1 2 13) VY egc-lukDE 23 (23) CIP 2 (2), RIFL (1),
and 17 minor subtypes 1
CHL1 (1)
. ) IVNv1: 5 (50)
ccs 72 R/ 10(4) qulﬁ f)r(ssg)k;tM/e 25(20) and3 :igf'tz ((ng)-l 1t1346' 4 e 3o), 0(0) 1 egc-lukDE GEN 8, ERY 4, CLIi 3
P g : IVa: 1, IVNT: 1
o cote
ccs 8 USA300/ USA300-5/2 (40) and 3minor 50 ¢ (100 Vb1, 4(80) 1 bsa: 1 (20), lukDE- bsa:  GEN 1, ERY 2, CLli 1
5(2) subtypes w1
Va: 1 1(20), lukDE-sek-seq-
: bsa-ACME: 1 (20)
DD1/2 1 mi EN1,ERY2, CLIi 1
cco7 97 D/3(1.5) /2 (66) and 1 minor 1359, 1267, 12734 IVe: 3 (100) 0 1 lukDE GEN 1, ERY 2, CLIi 1,
subtypes CIP1
ccss 88 G/1 BB1 t186 Vg 0 3 lukDE
1649
CC6 (SLV ST6) Q1 QQl t701 IVc 0 1 lukDE-seb-bsa-cna
cc1 1 F/1 FF1 t127 Ve 1 3 lukDE-seb-seh-bsa-cna GEN1,CIP1
CC121 1210 V/1 Vi 1812 IVE 1 4 egc-lukDE-seb-bbp-cna
cc121 121 v/1 V2 t159 W 0 4 ege-lukDE-seb-bbp-cna-
eta-etb
HA-MRSA
n: 93
A4/8 (13), A15/6 (10), AS/4 GEN 6098}, ERY 60
(7), A3/4 (7), A10/3 (5), A8/2 (98), CLlc 59 (97), CLIi
ccs 5 A/ 61(66) (3), A42/2 (3), A71/2 (3), 149 61(100) I: 61 (100) 0(0) 2 egc-lukDE ' g
A85/2 (3), A86/2 (3) and 26 1(1), CIP 58 (35), RIF
: ’ 12 (20), CHL 4 (7)
minor subtypes
EN3, E L
ccs 5 E/3(3) EE1/3 (100) 12090° I: 3 (100) 0(0) 2 sea-egc-lukDE 2IPN33, RY3, Cllcs3,
GEN 19 (91), ERY 11
C15/2 (10), C40/2 (10) and 17 t002: 17 (81), t067, IVNv: 17 (81), (52), CLic 5 (23), CLli
s 100 ¢/21(23) minor subtypes 1341, t3152, t548 NT 4 (19) 0(0) 2 ege-lukDE 6(29), CIP 7 (33), RIF
5 (24)
239n:7 ) ) ] GEN 8, ERY 8, CLI 7,
ccs 2266 n:1 B/ 8(8) Sjgt/ 3 (:Sg) and 5 minor 1037 '1”A' 7BOLNT: 4 g) 1 IukDE-bsa CIP 8,RIF 7, SXT 8,
(sLv239) VP CHLL, MIN1
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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 (IlukS-PV-
lukF-PV); tipo agr, tipo de allotipo de los genes reguladores accesorios.

% no. (%), Namero 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: 229) o HA -MRSAG (n: 93). (%) No se expresa cuando se detectd s6lo una
cepa con esta caracteristica

® perfil de genes de virulencia: Se analizaron los siguientes genes. enterotoxinas: sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sej, sen, seo, sem, seq Yy sek; la toxina
del sindrome de shock toxico 1 (TSST-1): tst; toxinas exfoliativa: eta y etb; leukocidinas: IuKE-lukD y la leukocidina de clase F: lukM; bacteriocine (bsa), adhesinas:
para el colageno (cna) y la proteina de unién ésea sialoproteina- (bbp), proteina de superficie sasX (sasX) y el gen arcA (indicador del elemento movil 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 macrélidos, lincosamidas y estreptogramina B, respectivamente), ciprofloxacina (CIP), rifampicina (RIF),
trimetoprim/sulfametoxazol (SXT), minociclina (MIN) y cloranfenicol (CHL), (%) de cepas resistentes a estos antibidticos dentro de cada background genético sélo
estd indicada cuando se detectaron mas de 10 aislamientos con este background genético.

4p P < 0.01 by 2 prueba, para la comparacion entre aislamientos de MRSA caracterizado como pulsotipo N y aquellos con pulsotipo | referido a la resistencia a la
clindamicina y a eritromicina.

® nuevo tipo spa

"Nuevo ST

9 SscCmec Vv: positivo para el locus ccrC y la clase C2 de complejos de gen mec y negativa para la region J1 de SCCmec V y para otras regiones SCCmec
analizados.
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Tabla 3: GENOTIPOS MAS FRECUENTES DE AISLAMIENTOS DE MRSA SEGUN EL TIPO DE INICIO DE
INFECCIONES (TOTALES E INVASIVOS), PARA TODA LA MUESTRA Y PARA AISLAMIENTOS ESTRATIFICADOS POR
GRUPOS ETARIOS DE LOS PACIENTES, ARGENTINA, NOVIEMBRE DE 2009

Infecciones por MRSA

n°. (%) de casos/n°. (%) de aislamientos INVI

Infecciones por MRSA totales

Infecciones de inicio en la comunidad

Infecciones de inicio en el hospital

Genotipos® Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes
Total pediatricos  Adultos Total pediatricos  Adultos Total pediatricos Adultos
N-ST30-1IV 104 (33) 40 (31) 64 (33) 100 (46) 40 (40) 60 (51) 4(4) 0 (0) 4(5)°
23 (15) 13 (22) 10 (11) 21 (29) 13 (33) 8 (24.5) 2(2.5) 0 (0) 2(3)
I-ST5-IV 102 (31) 63 (50) * 39 (20)° 81 (37) 50 (50) ° 31(27)° 21 (20) 13 (46) ™ 8(10)*°
42 (27.5) 28 (48)° 14 (15)° 27 (37) 19 (49)° 8 (24.5)" 15 (19) 9 (43)° 6 (10)°
A-ST5-| 61 (18) 3(2° 58 (30)° 10 (5) 0 (0) 10 (9) 51 (47) 3(11)° 48 (61)°
47 (31) 3(4.5)° 44 (47)° 7 (10) 0 (0) 7 (21.5) 40 (49) 3(14)° 37 (62)°
C-ST100-IVNv 21 (7) 8 (6) 13(7) 8(4) 4 (4) 4(3.5) 13 (12) 4(14) 9 (11.5)
17 (11) 8 (13) 9 (10) 7 (10) 4 (10) 3(9) 10 (12) 4 (19) 6 (10)
R-ST72-IV 10 (3) 7 (5) 3(1) 3(1.5) 0 (0) 3(2.5) 7(7) 7(25)° 0 (0)
6(4) 5(8) 1(1) 1(1) 0 (0) 1(3) 5 (6) 5 (24) 0 (0)
ST239-lIA 8(2) 0 (0) 8 (4) 1(0.5) 0 (0) 1(1) 7(6) 0 (0) 7(9
7(5) 0 (0) 7(7.5) 1(1.5) 0 (0) 1(3) 6 (7.5) 0 (0) 6 (10)
USA300-ST8-IV 5(2) 1(1) 4(2) 4(2) 1(1) 3(2.5) 1(1) 0(0) 1(1.5)
3(2) 0 (0) 3(3) 2(3) 0 (0) 2(6) 1(1.5) 0 (0) 1(2)
Otros 11 (4) 5 (5) 6 (3) 9 (4) 4 (5) 5 (3.5) 2(3) 1(4) 1(2)
8 (4.5) 3(4.5) 5(5.5) 6 (8.5) 3(8) 3(9.5) 2(2.5) 0 (0) 2(3)
Infecciones n: 322 n: 127 n: 195 n: 216 n: 99 n: 117 n: 106 n: 28 n: 78
Totales
Infecciones I: 153 INVI: 60 INVI: 93 INVI: 72 INVI: 39 INVI: 33 INVI: 81 INVI: 21 INVI: 60

Invasivas (INVI)

# P <0,001 prueba del xz, para la comparacién entre los casos pediatricos y adultos de todas las infecciones por MRSA tanto en el ambito

hospitalario como en la comunidad, para cada genotipo.

® p <0,001 prueba del y?, para la comparacién entre los casos pediatricos y adultos de infecciones invasivas por MRSA, tanto en el &mbito

hospitalario como en la comunidad, para cada genotipo.

¢ Los genotipos se indican como: tipo (por PFGE) - Tipo Secuencial (ST por MLST) Tipo -SCCmec

4 Aislamientos CA-MRSAG (n: 32) distribuidos en micro-brotes (= 2 aislamientos con el mismo genotipo) detectados en nueve hospitales.
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9.3.2 Clones de MRSA por criterios epidemioldgicos* y grupos etarios

[*segun Center for Disease Control andl Prevention (CDC) — USA]

En la figura 13, se muestra la distribucion de los genotipos mas predominantes de
MRSA por criterios epidemiolégicos (infecciones CACO, HACO y HAHO-MRSA). El clon
ST5-IV represent6 el 35% de las infecciones CACO-MRSA y el 30% de las infecciones HA-
MRSA (43% HACO; 20% HAHO). Es importante destacar que este clon CA-MRSA fue el
segundo mas frecuente que causo infecciones HA-MRSA después del clon HA-MRSA
ST5-1. No es de extrafar, que el clon ST5-1 s6lo estuvo involucrado en infecciones
asociadas a la atencién sanitaria (HA): 33% del total fue responsable del 13% de las
infecciones HACO y del 47% de las infecciones HAHO. Por otro lado, el ST30-IV
representé 60% de las infecciones CACO-MRSA y 12% de las infecciones HA-MRSA (23%
HACO; 4% HAHO).

PREVALENCIA DE LOS PRINCIPALES CLONES HA-MRSA Y CA-MRSA

u|-ST5-1IV mN-ST30-IV uR-ST72-IV m USA300-ST8-1V
uA-ST5-1 u C-ST100-IVNv u ST239-1IA u OTROS

100%

80%

60%

40%

Porcentaje de clones

20%

0%

All MRSA: CO: CACO HACO HAHO HA:
CO+HO CACO+HACO HAHO+HACO
Total: ‘ Comunidad ‘ Hospital

Figura 13: Prevalencia de los principales clones HA-MRSA y CA-MRSA segUn criterios epidemioldgicos y
sitio de inicio de la infeccién en toda la poblacion, Argentina.

CACO: infecciones asociadas a la comunidad y de inicio en la comunidad,

HA: infecciones asociadas a la atencion sanitaria, que incluyen las HACO: asociadas a la atencion sanitaria
de inicio en la comunidad y HAHO: infecciones asociadas a la atencion sanitaria de inicio en el hospital.
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Cuando se estratifico por edad (Tabla 3), la proporcién de todas las infecciones por
MRSA (total e invasivas) causada por el clon CA-MRSA [-ST5-1V fue mayor para nifios que
para adultos, 50% vs. 20% de las infecciones totales y 48% vs. 15% para las invasivas, (P
<0,0001). El escenario opuesto se detecté para el clon HA-MRSA A-ST5-1, que afectdé en
mayor proporcion a los adultos que a los nifios (30% frente a 2% de las infecciones totales y
47% frente a 4,5% para las invasivas, P <0,0001) (Tabla 3). En contraste, el porcentaje de
infecciones causadas por el clon CA-MRSA N-ST30-1V fue similar en nifios y en adultos (31%
vs 33%, P= 0,80, para las infecciones totales y 22% vs 11% P= 0,07, para las infecciones

invasivas) (Tabla 3).

En cuanto a las infecciones CO vy la presencia de HRF, la prevalencia del clon CA-
MRSA [-ST5-IV fue aproximadamente la misma entre nifios con HRF [n: 68 (47%)] y sin HRF
[n: 31 (58%)], P> 0,3 y entre adultos con HRF [n: 68 (23%)] y sin HRF [n: 49 (33%)], P> 0,27.
En cambio, el clon CA-MRSA ST30-lV, fue significativamente mas frecuente entre los
pacientes sin HRF que en aquellos con HRF en ambos, nifios y adultos (50% frente a 19%
para nifios, P=0,0039 y 69% frente al 24 % para los pacientes adultos, P <0,0001).

9.3.3 Clones de MRSA v distribucidon geoqrafica

Mientras que los aislamientos pertenecientes al clon Cordobes/Chileno HA-MRSA
ST5-1 fueron recuperados en toda la Argentina en el ambito hospitalario con frecuencias
similares, las proporciones de los principales clones CA-MRSA difirieron significativamente
entre el norte y el sur del pais en las infecciones de inicio en la comunidad (Figura 11B):
ST30-IV (P= 0,0006, norte: 75% y sur: 18%) y ST5-IV (P= 0,02, norte: 20% vy sur: 55%).
Consecuentemente, el clon CA-MRSA ST30-1V se ha extendido sobre todo en el norte,

mientras que el clon CA-MRSA ST5-1V se ha mantenido en el sur de Argentina.

Mientras que los aislamientos pertenecientes al clon Cordobes/Chileno HA-MRSA
fueron recuperados en el ambito hospitalario de toda la Argentina con frecuencias
similares, las proporciones de los principales clones CA-MRSA mostraron diferencias
significativas entre el norte y el sur del pais para el caso de las infecciones de inicio en la
comunidad. Asi, el clon ST30-IV mostré6 una prevalencia del 75% en la regién norte
mientras que el 18% en el area sur del pais (P= 0,0006). A su vez y de manera inversa a lo

observado con el clon ST30-1V, el clon ST5-IV tuvo una prevalencia del 20% en el norte y
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de un 55% en la region sur (P= 0,02). Consecuentemente, es posible concluir que el clon
CA-MRSA ST30-IV se ha extendido sobre todo en el norte del pais, mientras que el clon
CA-MRSA ST5-1V se ha mantenido en el sur de Argentina (Figura 11B).
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9.3.4 Resistencia a los antimicrobianos no-g-lactamicos: CA-MRSAg vs. HA-
MRSAg vs MSSA

Los aislamientos CA-MRSA; se asociaron con menores tasas de resistencia a
eritromicina, clindamicina, ciprofloxacina, gentamicina, rifampicina,
trimetoprim/sulfametoxazol y cloranfenicol que aquellos HA-MRSAg (P <0,0001) para la
mayoria de las comparaciones (Tabla 4).

A diferencia de las cepas HA-MRSAg, entre los aislamientos CA-MRSAg, los
recuperados de pacientes con infecciones HO tenian tasas significativamente mas altas de
resistencia a la gentamicina, eritromicina y clindamicina que los obtenidos de pacientes con
infecciones CO (Tabla 4).

Ademas, los aislamientos CA-MRSA¢ presentaron mayor proporcién del fenotipo
inducible de la resistencia a los macrélidos, lincosamidas y estreptogramina B que aquellos
HA-MRSA; y MSSA (Figura 14), especialmente en los aislamientos que producen
infecciones de inicio en la comunidad (Tabla 4).

De todos los aislamientos CA-MRSAg (n: 229), 25% fueron resistentes a al menos
uno y 5% a al menos dos antimicrobianos no B-lactamicos. Del total de aislamientos con
genotipos HA-MRSAg, el 93% fueron resistentes a dos o mas antibidticos no p-lactamicos.
La multirresistencia se produjo exclusivamente en HA-MRSAg y sus perfiles de resistencia
antimicrobiana (Tabla 2) fueron similares a los descriptos en estudios anteriores de nuestro
grupo de trabajo [144].

Todos los aislamientos de MRSA fueron susceptibles a: vancomicina, teicoplanina,
tigeciclina, fosfomicina y daptomicina, sin evidenciarse diferencias significativas entre las
CIM90 de los genotipos CA-MRSAg vs los HA-MRSAg (Tabla 4 y Figura 15).
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Tabla 4: TASAS DE RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS DE AISLAMIENTOS CA-MRSAg Y HA-

MRSAg RECUPERADOS DE TODOS LOS CASOS Y SEGUN EL TIPO DE INICIO DE LAS INFECCIONES
EN ARGENTINA, NOVIEMBRE DE 2009

CA-MRSAG HA-MRSAG’ P valor
Animicrobiano® CO, no. (%) HO,no. (%) P  value Total, no. (%) | Total, no. (%) CA-MRSA
n: 195 n: 34 COvs.HO  N:229 N: 93 HA-;SRSA
Gentamicina 16 (8.2) 13 (38.2) <0.0001 29 (12.7) 90 (96.8) <0.0001
Ciprofloxacina 2(1.0) 1(2.9) 0.37 3(1.3) 75 (80.6) <0.0001
Clindamicina 27 (13.8) 11 (32.4) 0.007 38 (16.6) 79 (84.9) <0.0001
CLli 26 (13.3) 11 (32.4) 0.0054 37 (16.2) 1(1.2) <0.0001
CLlc 1(0.5) 0(0) NA 1(0.4) 78 (83.2) <0.0001
Eritromicina 34 (17.4) 15 (44.1) 0.0005 49 (21.4) 79 (84.9) <0.0001
Rifampicina 1(0.5) 2(5.9) 0.058 3(1.3) 23 (24.7) <0.0001
Trimetroprima/
sulfamethoxazol 0 0 ) 00 8(8.6) NA
Cloranfenicol 0 (0) 1(2.9) - 1(0.4) 6 (6.5) 0.0028
Minociclina 0 (0) 0 (0) - 0 (0) 1(1.1) NA
Linezolid 0 (0) 0 (0) NA 0 (0) 0 (0) NA

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); CO y HO: infecciones de inicio en la comunidad y las de inicio en el

hospital.

CLIc y CLII: resistencia constitutiva e inducible a los macrdlidos, lincosamidas y estreptogramina B,
respectivamente, NA: No aplicable
®Todos los aislamientos de MRSA fueron susceptibles a (CIM90 y rango en pg/mL): vancomicina (1; 0,5-2),
teicoplanina (1; 0,5-2), la tigeciclina (0,25; 0,03 a 0,25), la fosfomicina (4; 0.5- > 512) y la daptomicina (0,25;
0,06 a 0,5) (ver también Figura 15).
®p> 0,05 prueba del xz, para la comparacion entre S. aureus recuperados de pacientes con infecciones CO vs
aguellos recuperados de pacientes con infecciones HO
Las diferencias significativas (P< 0.05) para cada comparacion entre las resistencias (%) se muestran en

negrita.
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FENOTIPOS DE RESISTENCIA A MACROLIDOS EN:

CA-MRSAG vs HA-MRSAg vs MSSA

= MLSBc =MLSBi =M
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

30%

Porcentaje de resistencia

20%

10%

0%

CA-MRSA HA-MRSA MSSA

> MLSB ind >MLSB cons > M (eflujo)

Figura 14.: Proporcién de cepas resistencia a macroélidos para
CA-MRSAg, HA-MRSAG y MSSA.

MLSBind: Fenotipo de resistencia inducible a los macrélidos,
lincosamidas y estreptogramina B

MLSBconst: Fenotipo de resistencia constitutivo a los
macrolidos, lincosamidas y estreptogramina B

M: Fenotipo de resistencia a macroélidos por eflujo.

El signo”™>" refiere a la mayor proporcion observada en la
columna de cada genotipo.
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Valores de CIM para antimicrobianos no-B-lactamicos: CA-MRSAg vs. HA-MRSAg
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Figura 15: Se indican los valores de CIM y CIMgo, en genotipos CA-MRSAG vs HA-MRSAg para Vancomicina,
Teicoplanina, Tigeciclina, Daptomicina y Fosmomicina
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9.3.5 Susceptibilidad a Ceftarolina (CPT)

Los resultados de susceptibilidad de los genotipos CA-MRSAg y HA-MRSAg se

muestran en la Tabla 5.

Los valores de CIM 50/90 promedios para CPT fueron: 0.25/1 ug/ml para todas las
cepas de S. aureus, siendo el 93,6% de los aislamientos sensibles a CPT (CIM < 1 ug/ml).

Los valores de CIM 50/90 para CPT de MRSA fueron 0.5/2 ug/ml con un 88.2% de
aislamientos sensibles y 11.8% con sensibilidad intermedia (CIM 2 ug/ml).(figura 16.)

Todos los aislamiento MSSA fueron sensibles a CPT con valores de CIM 50/90
0.25/0.25 ug/ml. Ningun aislamiento exhibié resistencia (MIC>4 ug/ml) a CPT (Tabla 5).

PERFIL DE SENSIBILIDAD A CEFTAROLINA: S. aureus vs MRSA vs MSSA

100% -+ — —

[ Resistente
6.4 I Intermedio
11.8 Sensible

90% - - —
o
1%}
c
[
k]
]
= o80% — -~ 100
o
e 93.6
©
€ 88.2
[7]
2
e 70% — — —

60%

SAU MRSA MSSA

Figura 16.: Se indica el porcentaje de los aislamientos agrupados
como: SAU (Staphylococcus aureus totales), MRSA (S. aureus
Resistente a Meticilina) y MSSA (S.aureus Sensible a Meticilina) que
presentaron Resistencia, Resistencia Intermedia o Sensibilidad a
Ceftarolina.

CIM CPT (ug/ml): S<1;12; R=4 (CLSI)
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Tabla 5: Rango de CIM a Ceftarolina

CIMs, 0,25 0,25 0,5 0,5 1
CIMgq 1 0,25 2 0,5 2

CIM 0,06-2 0,06-0.25 0,25-2 0,25-1 0,25-2
Rango

Se indica CIMSO, CIM90 y rango de CIM a Ceftarolina: para S. aureus vs
MSSA vs MRSA

Todos MSSA vy los clones CA-MRSA fueron 100% sensibles a CPT con CIM50/90
de 0.25/0.25 ug/ml para MSSA y 0.5/0.5 ug/ml para CA-MRSA (Figura 17).

La Resistencia Intermedia a CPT estuvo fuertemente asociada con los tipos
clonales HA-MRSA, siendo ST5-1 (Cordobes/Chilean) y ST239-IlIA (Brazilian) los
principales clones con sensibilidad intermedia. (Figuras 17 y 18).

Susceptibilidad a ceftarolina de clones MRSA

100% T
80% -
60% -
1 100 100 100 100 0% Infermediaie
40% % Susceptidle
4
0% - 23
“ R — ——54 B b= h——— ——=§ ——|
ST-5-IV ST-30-IV ST-72-IV ST-8-IV ST-5-1 ST-239-1lIA ST-100- IV
(UsA700) (UsA300) (Cordobes/Chileno) (Brasilero)  Pedatrico

clones CA-MRSA clones HA-MRSA

100% S 88.2% S +11.8% |

Figura 17: Perfil de sensibilidad a Ceftarolina de clones MRSA Se indica porcentaje de
sensibilidad y de Resistencia Intermedia para CA-MRSAg y HA-MRSAG.
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CIM A CEFTAROLINA Y TIPO CLONAL
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Figura 18: Asociacion entre entre CIM (ug/ml) a Ceftarolina y tipo el clonal de
genotipos o clones CA-MRSA y HA-MRSA

Porcentaje de cepas

Es importante destacar, la existencia de Resistencia Intermedia a Ceftarolina en
cepas que nunca habian estado expuestas al antimicrobiano. Es por ello que deberia

evaluarse el significado clinico de esta Resistencia Intermedia.

9.3.6 Validacion de la definicion fenotipica de CA-MRSA

En la primera etapa de analisis de este trabajo se utiliz6 un criterio microbiolégico
para diferenciar CA-MRSA [MRSA con resistencia (R) a no mas de un antibiético (ATB)] de
HA-MRSA, 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 antibidtica de los clones CA-MRSA caracterizados molecularmente en nuestro
laboratorio y detectados en el centro, norte y este del pais, los cuales estan descriptos en

publicaciones previas del grupo de trabajo [152, 153].

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: 229), el 25% fueron resistentes al
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menos a un ATB no-B-lactamico y el 5% fueron resistentes al menos a dos de estos ATB.
Entre todos los aislamientos HA-MRSAg, el 93% fueron resistentes a dos o0 mas ATB no-f3-
lactdmicos. Por lo tanto la definicion fenotipica utilizada fue significativamente asociada con
la definicion genotipica (P<0.0001), que correctamente identifico el 94% de todos los
aislamientos de MRSA con 94.7% de sensibilidad, 92.4% de especificidad, 96.9% de valor
predictivo positivo y 87.8% de valor predictivo negativo. Este es otro importante aporte de
este trabajo, ya que permite brindar una herramienta al Laboratorio de Microbiologia clinico
de nuestro pais y posiblemente de paises limitrofes, para evaluar la transmision de estas
cepas, especialmente a nivel hospitalario, contribuyendo al control de las infecciones de

inicio en el hospital.

Esta estrategia, también nos permitié evaluar la evolucién en el tiempo de estas
cepas CA-MRSA y HA-MRSA en todo el pais durante el periodo 2001-2011. Para lo cual
se utilizé la base de datos nacional WHONET-ARGENTINA, creada por el INEI Instituto
Dr. Carlos G Malbran, que recibe los datos de identificacion bacteriana y sensibilidad de
ATB de los aislamientos bacterianos, ademas de datos demogréaficos de los pacientes
(edad, sexo), origen de la infeccion (hospitalizados o de Consultorio externo) y tipos de
focos, obtenidos de 83 laboratorios del pais distribuidos en las 23 provincias argentinas, lo
cual demuestra la representatividad de la muestra. De acuerdo al criterio microbiol6gico se
clasificaron fenotipicamente a todos los aislamientos de MRSA recuperados entre los afios
2001 y 2011, ya sea como CA-MRSA: o como HA-MRSA: Fueron incluidos 49.909
aislamientos de S aureus con un promedio de 4537.18 aislamientos por afio, (rango 915-
6020). El nimero total y la proporcion anual de los aislamientos de S. aureus que fueron
MRSA increment6 del 39.7% (915/2303) en el 2001, alcanzando un pico de 55.2%
(3323/6020) in 2010 (y? trend P<0.0001) y luego disminuyendo al 51.2% (2503/4090) in
2011, P<0.0001 (Figura 19 A y B). La proporcion de CA-MRSAr incrementd
significativamente del 6.4% (147/2303) en el 2001 al 38.9% (1897/4881) en el 2011
alcanzando un pico del 41.1% (2477/6020) en el 2010 (x* trend P<0.0001). HA-MRSA¢
disminuy6 desde el 33.3% (768/2303) en el 2001 al 12.4% (606/4881) en el 2011 ((x*for
trend P<0.0001). Si bien el incremento de la proporcion del CA-MRSA: fue mayor y mas
rapido entre pacientes no hospitalizados también se pudo demostrar entre los pacientes
hospitalizados, alcanzando a causar el 37.5% de las infecciones por S aureus entre estos

pacientes hospitalizados.
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Por lo tanto con este estudio, también pudimos demostrar que los clones CA-
MRSA han entrado a los hospitales en Argentina comenzando a desplazar a los clones
tradicionales hospitalarios HA-MRSA. Estos resultados tienen importantes implicancias
clinicas para nuestro pais, por un lado para las infecciones por S. aureus detectadas en la
comunidad ya no se podrian utilizar los ATB B-lactamicos empiricamente, especialmente
en nifios, y por el otro, a nivel hospitalario habria més opciones de tratamiento para las
infecciones por MRSA ya que las cepas CA-MRSA son sensibles a un nimero mayor de
ATB no-B-lactamicos que las cepas HA-MRSA, pero con capacidad de adquirirlo, lo cual,

también es otra area para vigilar su evolucion.
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Figura 19 A, B, C: Analisis longitudinal: Infecciones causadas por MSSA, CA-MRSA¢ y
HA-MRSA: (fenotipos) por afio, Argentina (base de datos WHONET), 2001-2011:

A

N° de infecciones por S.aureus

% de casos de S.aureus

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

10

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

2009 2010 2011

B canvrsa; [ JHAMRSA;  [] MsSsA

+—o—

.' ———— _‘

-_* '\u’-—’

‘2‘_’—&\\—/\——7&\

il

/

s
\ﬂ\ﬁ\a

—

T

2001 2002 2003 2004 2005 2006 200Y 2008 2009 2010 2011

m: 2303 n: 2155 m: 3378 m: 4654 n: 4154 m: 5385 n: 5958 n: 5301 m: 5720 n: 6020 m: 4381

& MSS5A -B-CA-MRSA_ —:"'_\.—Hﬁ-MRSAF

-4— MRSA

81



RESULTADOS PRIMERA PARTE

% de casos de S.aureus
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Figura 19: Analisis longitudinal: Infecciones causadas por MSSA, CA-MRSApr y HA-MRSAp
(fenotipos) por afio, Argentina (base de datos WHONET), 2001-2011:

A. nimero total de infecciones causadas por CA-MRSAp, HA-MRSAp y MSSA.

B. CA-MRSAp y HA-MRSAR, MRSA y MSSA como una proporcién de todas las infecciones por S.
aureus

C. Fenotipos CA- MRSAp (cuadrado), HA-MRSAp (triangulo) y MSSA (circulo) como proporcion de
todas las infecciones por S. aureus por afio, en toda la poblacion (negro y lleno), entre los pacientes
hospitalizados (negro y vacio) y entre los pacientes ambulatorios (gris).

WHONET: Esta base de datos nacional incluye datos de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana de cada cepa , junto con la edad, el origen de la muestra, tipo de infeccién y tipo de
aparicion de infecciones (ambulatorios o internados), reportados por los laboratorios clinicos obtenida
a partir de 89 hospitales, en 23 provincias de la Argentina y la CABA.

CA-MRSAE: Aislamientos resistentes a no mas de 1 de los antibiticos no beta-lactamicos
HA-MRSAE: Aislamientos resistentes a 2 o mas antibiéticos no-beta-lactamicos

Pruebas de concordancia entre las definiciones genotipicas y fenotipicas de 322 aislamientos de
MRSA: sensibilidad: 94,7%, especificidad: 92.4% el valor predictivo positivo: 96,9% (VPP) y valor
predictivo negativo (VPN) del 87,8%.
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9.4 CONCLUSIONES

v Las cepas CA-MRSA, con un reservorio en aumento entre las infecciones de inicio en
la comunidad, han comenzado a causar infecciones a nivel intra-hospitalario y estan

reemplazando a las cepas HA-MRSA que tenian elevada prevalencia en ARGENTINA.

v' Se han detectado diferencias regionales significativas en la prevalencia de MRSA / CA-
MRSA.

v' Se identificaron dos clones CA-MRSA de elevada prevalencia: que presentan
diferencias segun la edad de los pacientes afectados y las regiones geogréficas del
pais:

» Clon CA-MRSA ST5-IV detectado en HOSPITALES, en pacientes del area de
PEDIATRIA, desplazando al clon HA-MRSA Cordobés/Chileno y permanece con
mayor prevalencia en el SUR del pais.

» Clon CA-MRSA ST30-1V, diseminado en la COMUNIDAD, CA-CO, afectando
principalmente a pacientes ADULTOS y con mayor prevalencia en el NORTE de
Argentina.

Respecto al analisis de sensibilidad a los antmicrobianos se obtuvieron las

siguientes conclusiones:

v' Los islamientos CA-MRSA; se asociaron con menores tasas de resistencia a la
eritromicina, clindamicina, ciprofloxacina, gentamicina, rifampicina,

trimetoprim/sulfametoxazol y cloranfenicol que los HA-MRSAg.

v' El clon CA-MRSA ST30-1V-PVL", tiene menor porcentaje de resistencia que el clon CA-
MRSA ST5-IV-PVL" a eritromicina (12% vs. 28%) y clindamicina (8% vs. 24%),
teniendo importantes implicancias para el tratamiento antimicrobiano empirico,
particularmente para las infecciones de piel y tejidos blandos en el entorno de la

comunidad.

v' Todos los aislamientos de MRSA fueron sensibles a: vancomicina, teicoplanina,
tigeciclina, fosfomicina y daptomicina, sin diferencias significativas entre las CIM90 de

los HA-MRSA vs la de los CA-MRSA para cada antimicrobiano.
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v' Los aislamientos CA-MRSA¢ fueron sensibles a CPT independientemente del clon
implicado. Por el contrario, para el caso de los clones HA-MRSAg, la sensibilidad a
CPT estuvo fuertemente asociada al tipo clonal, siendo el clon ST5-1 (clon Cordobes /
chileno) el principal clon que mostro resistencia intermedia a ese antimicrobiano.
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10 RESULTADOS SEGUNDA PARTE

10.10BJETIVO GENERAL

I- Determinar el impacto epidemiolégico actual de las infecciones por CA-MRSA, en la

Republica Argentina

10.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Ic-Analizar las caracteristicas sociodemogréaficas y clinicas, en nuestro medio, de las
infecciones causadas por MRSA (CA-MRSAg vs HA-MRSAG) y MSSA en sus diferentes
localizaciones y sitio de comienzo (comunidad u hospital) en pacientes pediatricos y
adultos para establecer los factores de riesgo para infecciones por CA-MRSA; en

Argentina.

Id-Identificar y comparar las caracteristicas moleculares y clinicas de los genotipos CA-
MRSAg, que producen infecciones de inicio en la comunidad con aquellas responsables
de infecciones de inicio en el Hospital, para evaluar el impacto de la entrada de estos

genotipos a nivel hospitalario.
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10.2Ic y Id Resultados

10.2.1 Comparaciones (univariadas) de las caracteristicas socio-

demogréficas v clinicas de las infecciones por MRSA: CA-MRSAG Vs.
HA-MRSAG

Se realizé el andlisis de las caracteristicas socio-demograficas y clinicas de estas
infecciones con el propdsito de evaluar si alguna de ellas estaba mas asociada a los
genotipos CA-MRSA ¢ diseminados en Argentina. Esta informacion sera de utilidad para
poder disefiar estrategias de vigilancia efectivas y prevenir la diseminacién de estas
cepas, ademas de mejorar el diagnostico clinico de una manera rapida y certera,
colaborando con todo ello a mejorar la calidad de la atencién en salud y los costos de la
misma.

Las caracteristicas socio-demogréficas y clinicas analizadas de los pacientes con
infecciones por CA-MRSA; y HA-MRSA; se resumen en la Tabla 6. En general, 41,6%
(134/322) de los MRSA fueron recuperados de pacientes de sexo femenino; sin diferencia
significativa en la distribucién de género entre HA-MRSA; y CA-MRSAG tanto en el total de
infecciones como s6lo en aquellas de inicio en el hospital.

10.2.2 a. Infecciones por MRSA totales

Teniendo en cuenta todas las infecciones por MRSA, en comparacién con HA-
MRSAg, las infecciones por CA-MRSAg se asociaron con inicio en la comunidad, en los
pacientes mas jovenes (grupo < de 19 afos) y sin co-morbilidades (Tabla 6). Ademas,
estos pacientes con infecciones por CA-MRSAg, fueron: 1) mas propensos a convivir con
3 personas por habitacién (hacinamiento) y con = 5 personas por hogar, 2) presentaron
una situacion economica desfavorable [ingreso mensual del hogar <US $ 800 (equivalente
al salario minimo en pesos en el pais en ese momento)] y 3) desarrollaron con mayor
frecuencia infecciones de piel y tejidos blandos (SSTI) (Tabla 6). Todas estas
caracteristicas también se asociaron con infecciones por CA-MRSAg cuando soélo las
infecciones de inicio en la comunidad (CA-MRSAg: 195 y HA-MRSAG: 21 casos) fueron

evaluados (estos datos no fueron incluidos).

86



RESULTADOS SEGUNDA PARTE

Al mismo tiempo se observo que, en comparacion con CA-MRSAg, las infecciones
por HA-MRSA¢ fueron asociadas a pacientes de mayor edad, con infecciones de inicio en
el hospital (Tabla 6), tuvieron mayor proporcion de co-morbilidades, principalmente
neoplasias (tumores soélidos y neoplasias malignas hematoldgicas, 18,5% vs 5%, P =
0,011) y diabetes (17,2% frente a 4,4%, P = 0,001) y presentaron tasas mas altas de al
menos un HRF (98,9% frente a 41,0%, P <0,0001) (Tabla 6). Ademas, fueron mas
propensos a desarrollar infecciones invasivas (80,6% vs 34,1% P <0,0001), principalmente
en los pulmones, bacteriemia e infecciones asociadas a catéter y exhibieron menos
probabilidades de presentar infecciones de piel y tejidos blandos (Tabla 6 y Tabla7).

10.2.3b. infecciones por MRSA de inicio en el hospital (HO):

En el analisis de los pacientes con infecciones HO, se detectdé que aquellas
causadas por los genotipos CA-MRSA; se asociaron con pacientes mas jovenes, en
particular <1 afio (Figura 10 y parte inferior de la Tabla 6) que las causadas por HA-
MRSAG. Es importante destacar que, en el &mbito hospitalario, los dos grupos de pacientes
infectados con CA-MRSA; y HA-MRSAg, fueron comparables con respecto a la mayoria de
las variables y factores clinicos implicados en la transmision nosocomial (Tabla 6 y Tabla 7,
Figura 20), incluyendo la proporciéon de infecciones invasivas [67,6% (23/34) vs 80,6%
(58/72) P <0,15].
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Figura 20: Tipos y Severidad de las infecciones de Genotipos: CA-MRSA, HA-MRSA, y

MSSA en el ambiente hospitalario y en la comunidad (HO: Hospital On set CO:
Community On set) 87
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En base a las caracteristicas clinicas evaluadas, para el genotipo CA-MRSA s vs el
HA-MRSAgG, en el ambiente hospitalario, a diferencia de lo detectado en la comunidad, se
pudo demostrar que el comportamiento de las cepas CA-MRSAG tiende a ser similar al de

las HA-MRSA; produciendo una elevada proporcion de infecciones invasivas.
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Tabla 6: Comparacion de las caracteristicas clinico-epidemiolégicas de los pacientes con infecciones causadas por genotipo CA-MRSAg y HA-

MRSAg, (Superior: total de infecciones, inferior: infecciones de inicio en el hospital) en 66 hospitales argentinos durante un mes (hoviembre), 2009

. no.(%) de pacientes P valor/ Univariado P valor/ Multivariado
Infecciones totales
Total de pacientes CA-MRSAg HA-MRSAG odd de CA-MRSAg, odd de CA-MRSAG,
N: 322 no: 229 no: 93 OR (95% Cl) OR (95% Cl)
Caracteristicas socio-demogréficas
Edad, afios, media + SD/ 31.3+24.4 2444212 48.3+233
<0.0001 <0.0001
median (rango) 28 (0-95) 18 (0-83) 55 (0-95)
<0.0001 <0.0001
Grupos de edades, < 19 127 (39.4) 115 (50.2) 12 (12.9)
6.81(3.6-13.0) 12.33(3.81-39.92)
Proporcién de mujeres 134 (41.6) 96 (41.9) 38 (40.9) 0.89
. . a: S 0,0009
Hacinamiento “(si duermen 2 3 personas/habitacion) 73 (26.7) 63 (32.3) 10 (12.7)
3.3(1.61-6.70)
: a 0,0009
Salario mensual ® < u$ 800 210 (76.5) 160 (81.5) 50 (63.3)
2.4(1.41-4.72)
. . a <0,0001
Ndmero de Co-habitantes®, 25 117 (42.6) 102 (52.3) 15 (18.8)
4.7(2.53-8.72)
. <0.0001 0.002
Enfermedad subyacente 139 (43.1) 70 (30.7) 69(74.2)
0.15(0.09-0.29) 0.16(0.05-0.49)
Factores de riesgo asociados a la atencion sanitaria (HRFs) ©
- . <0.0001
Hospitalizacién en el afio previo 109 (38.5) 57 (28.9) 52 (60.4)
0.27(0.16-0.47)
o ) . o 0.010
Historia de infeccién/colonizacién por MRSA 18 (6.3) 8 (4.0) 10 (11.6)
0.32(0.13-0.83)
N ) <0.0001
Cirugia en el afio previo 82 (28.9) 32 (16.2) 50 (58.1)
0.14(0.08-0.25)
- ) 0.007
Hemodidlisis en el afio previo 10 (3.5) 3(1.5) 7(8.1)

0.17(0.05-0.64)
Concurrencia a guarderia o residencia en centro de cuidados crénicos 7 (2.5) 6 (3.0) 1(1.1) 0.34
Tipo de inicio
<0.0001 <0.0001

Inicio en el hospital 106 (32.9) 34 (14.9) 72 (77.4)
0.05(0.03-0.09) 0.14(0.05-0.39)
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Inicio en la comunidad
Exposicion previa a antibiéticos d
algun B-lactamico
Alguna quinolona
vancomicina

Caracteristicas de la infeccion

Tipo y severidad de la infeccion

Infeccién de piel y tejidos blandos(SST) no complicada

sepsis severa o shock séptico ©

Mortalidad a los 30 dias por todas las causas '

Infecciones de inicio en el hospital

Caracteristicas socio-demogréficas
Edad, afios, media + SD/
median (rango)

Grupos de edades, < 19

Proporcion de mujeres
Enfermedad subyacente d
Caracteristicas de la infeccion
Infeccién no relacionada a la piel
sepsis severa o shock séptico °

hospitalizacion en UTI durante la estadia

Tiempo de internacién (dias)
Media + SD/Mediana (rango)
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216 (67.1)

99 (35.9)
15 (5.4)

21 (7.6)

146 (45.3)
62 (21.9)

16 (5.5)

195 (85.1)

68 (34.6)
2(1.2)

13 (6.6)

140 (61.1)
38 (19.4)

4(2.0)

21 (22.6)

31 (38.7)
13 (16.3)

8(9.6)

6 (6.5)
24 (27.9)

12 (13.1)

no.(%) of pacientes

Total de pacientes
N: 106

40.6 £27.8
45 (0-95)

28 (26.4)

47 (44.3)
76 (71.7)

96 (90.6)
35 (36.8)
52 (49.0)

17.78 £17.12
14 (1-90)

CA-MRSAg
no: 34

2144282
3.5 (0-83)

21 (61.8)

19 (55.9)
25 (73.5)

29 (85.3)
12 (40.0)
13 (38.2)

21.31+195
14 (1-90)

HA-MRSAG
no: 72

49.8+£22.6
56 (0-95)

7(9.7)

28 (38.9)
51 (70.8)

67 (93.0)
23 (35.4)
39 (54.1)

16.33 + 15.69
13 (2-90)

<0.0001
19.7(10.81-35.92)

0.52

<0.0001
0.05(0.01-0.21)

0.38

<0.0001
21.2(9.21-49.10)

0.11

0.0001
0.14(0.04-0.41)

P valor

Univariado odd de CA-
MRSAG, OR (95% Cl)

<0.0001

0.0001
15.0(5.43-41.47)
0.14

0.77

0.35
0.66

0.12

<0.0001
6.97(2.51-19.36)

0.016
6.24(1.40-27.85)

P valor
Multivariado odd de CA-
MRSAG, OR (95% CI)

0.0001
13.90(3.54-54.42)
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Tiempo de hospitalizaciéon > 10 dias 61 (57.5) 22 (65.4) 39 (54.9) 0.30

Mortalidad a los 30 dias por todas las causas 14 (13.5) 3(8.8) 11 (15.7) 0.33

Factores involucrados en la transmisién nosocomial

. . » e 16.04 + 22.56 16.33 + 21.82
Tiempo a la infeccion desde la admision ~ (dias) 15.41 + 24.38
. . 7 (3-130) 8 (3-130) 0.84
Media + SD/ Mediana (rango) 4.5 (3-123)
. . » . 0.027
Tiempo a la infeccién < 5 dias 43 (40.5) 19 (56.9) 24 (33.3)
2.53(1.11-5.78)
Procedimientos invasivos previos
Catéteres endovenosos 89 (93.6) 27 (93.1) 61 (93.8) 0.92
Asistencia respiratoria mecanica 40 (42.1) 12 (40.4) 28 (43.0) 0.77
Catéter urinario 45 (47.3) 10 (33.3) 35 (53.8) 0.06
Alimentacion parenteral 18 (18.9) 5(17.2) 13 (19.7) 0.70

CA-MRSA: Yy HA-MRSAG genotipos de S. aureus resistentes a meticilina asociados a la comunidad y al cuidado de la salud respectivamente; HO, inicio en el
hospital después de 48 hs de hospitalizacion; Cl, intervalo de confianza.

-Variables- asociadas con CA-MRSAg con un valor de p < 0,05 en el analisis multivariado se muestran en letra negrita.

-NA: No aplicable.

% Los datos estaban disponibles para 274 pacientes: 95 con CA-MRSAg y 79 con infecciones HA-MRSAG. Hacinamiento: hogares con mas de tres personas por
habitacion.

® enfermedades subyacentes: diabetes, enfermedades del corazén, enfermedad del higado o del rifién, enfermedad del sistema nervioso central cronica, cancer o
inmunodeficiencias (VIH, SIDA y artritis reumatoide).
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas de 322 pacientes infectados con Staphylococcus aureus resistente a la meticilina:
CA-MRSAG vs HA-MRSAg, Argentina, 2009.

Infecciones totales por MRSA Infecciones por MRSA de inicio en el hospital
Pacientes CA-MRSAg HA-MRSAg P value Pacientes CA-MRSAg HA-MRSAG P valor
totales N: 229 N: 93 totales N: 34 N: 72
N: 322 N: 106
Tipo de Infecciones * no: 423 (%) no: 287 (%) no: 136 (%) no: 157 (%) no: 48 (%) no: 109 (%)
[no]: 103 [no]: 58 [no]: 43 [no]: 51 [no]: 14 [no]: 37
Piel y Tejidos Blandos (SSTI) ° 166 (39.2) 158 (55.1) 8(5.9) <0.0001 13(8.2) 7 (14.6) 6 (5.5) 0.06
(2 (2 [1] (1] [0]
SSTI no complicadas 146 (34.5) 140 (48.8) 6 (4.4) <0.0001 11 (7.0) 6 (12.6) 5(4.5) 0.07
Abscesos y celulitis © 146 140 6 11 6 5
SSTI complicadas 20 (4.7) 18 (6.3) 2 (1.5) 0.029 2(1.3) 1(2.0) 1(<1) 0.56
Con bacteriemias e infecciones 19 17 2 2 1 1
secundarias
Fascitis Necrotizante 1 1 0 0 0 0
Infeccion de Pie Diabético 0 0 0 0 0 0
Sitio Quirurgico (SSI) 27 (6.4) 15 (5.2) 12 (8.8) 0.15 18 (11.5) 8(16.7) 10 (9.5) 0.17
Infecciones Musculo- 36 (8.5) 23 (8.0) 13 (9.6) 0.58 9(5.7) 3(6.3) 6 (5.5) 0.85
esqueléticas [11] [9] [2] [2] [1] [1]
Osteomielitis 15 7 8 4 0 4
Artritis Séptica 10 9 1 3 2 1
Infecccion de Prétesis Articular 6 3 3 1 1 0
Piomiositis 3 3 0 0 0 0
Spondilodiscitis 2 1 1 1 0 1
Infecciones del Tracto 49 (11.5) 20 (6.9) 29 (21.3) <0.0001 29 (18.5) 6 (12.5) 23 (21.1) 0.20
Respiratorio Bajo ¢ [13] [9] [4] [5] 2 [3]
Neumonia 40 16 24 25 6 19
Absceso Pleural 9 4 5 4 0 4
Infecciones del Tracto 5(1.2) 4(1.4) 1(<1) 0.9 1(<1) 0(0) 1(<1)
Respiratorio Alto
Otitis Media Aguda 3 3 0 0 0 0
Sinusitis 2 1 1 1 0 1

Bacteriemia ® 88 (20.8) 45 (15.7) 43 (31.6) 0.0001 50 (31.8) 14 (29.3) 36 (33.0) 0.63
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[66] [33] [33] [37] [71 [30]

Endocarditis 2 (<1) 0 2(1.5) NA 0 0 0
(1] (0] (1] [0] [0] [0]

Pericarditis 1(<1) 1(<1) 0 NA 0 0 0

Infeccién asociada a catéter 26 (6.1) 7(2.4) 19 (13.9) <0.0001 23 (14.6) 4(8.3) 19 (17.4) 0.13

Absceso Profundo ' 3(6.1) 2 (<1) 1(<1) 0.99 2(1.3) 1(2.0) 1(<1) 0.56
(1] (1] [0] [1] (1] [0]

Linfadenitis 1(<1) 1(<1) 0 NA 0 0 0

Infeccién del Sistema Nervioso 7(1.7) 6(2.1) 1(<1) 0.67 3(1.9) 3(6.3) 0(0) NA

Central [3] [2] [1] [1] [1] [0]

Meningitis 4 3 1 1 1 0

Ventriculitis Cerebral 3 3 0 2 2 0

Infeccién del Tracto Urinario 3(<1) 1(<1) 2(1.5) 0.89 2(1.3) 0 2 NA
(3] (1] (2 [2] [0] [2]

Conjuntivitis 3(<1) 2 (<1) 1(<1) 0.99 1(<1) 1(2.0) 0(0) NA

Infeccién Intra-abdominal 5(1.2) 1(<1) 4 (2.9) 0.04 5(3.2) 1(2.0) 4(3.7) 0.68
(1] (1] [0] [0] [0] [0]

Adenoflemon Dental 1(<1) 1(<1) 0 NA 0 0 0

Infection Invasiva ® 153 (47.5) 78 (34.1) 75 (80.6) <0.0001 81 (76.4) 23 (67.6) 58 (80.6) 0.14

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-MRSAs vs HA-MRSA (infecciones totales y de inicio en el hospital) < 0,05 se muestran en letra negrita.

# infecciones no son mutuamente excluyentes (423 infecciones por MRSA en 322 pacientes), los valores son nimero de infecciones y los porcentajes se indican entre paréntesis. [no]:
namero de pacientes con este foco de infeccion secundario.

P SSTI: infecciones de piel y tejidos blandos: los casos de infeccion primaria de la piel fueron clasificados como sin complicaciones, mientras que las SSTI complicadas incluyeron
casos con bacteriemia secundaria o su propagacion a los tejidos contiguos.

¢ Absceso y celulitis: incluyen 1 caso de impétigo y 8 casos de foliculitis para las infecciones causadas por CA-MRSAg y 4 casos de infecciones deherida causadas por HA-MRSAG.

4 Entre los casos de neumonia causada por HA-MRSAg, el 75% eran neumonias asociadas a ventilacién mecénica y entre las causadas por CA-MRSAg, 69% fueron infecciones
severas agudas, con bacteriemia y admisién a la UCI, y el 50% se presenté con sepsis.

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

' Abscesos profundos incluidos son: abscesos de psoas y de torax (1 cada uno) para las infecciones por CA-MRSAg, y uno absceso hepatico entre las infecciones por HA-MRSAg.

9 Los valores son nimero de pacientes, los porcentajes se indican entre paréntesis (Total: 322 pacientes: 229 con infecciones por cepas CA-MRSAg y 93 con infecciones por HA-
MRSAGg
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10.2.4 Comparaciones univariadas de caracteristicas de los pacientes

hospitalizados con infecciones por CA-MRSAc: infecciones de inicio

en la comunidad (CO) vs. infecciones de inicio en el hospital (HO).

Continuando con la evaluacién del impacto que presenta CA-MRSAg en el
ambiente hospitalario, se analizaron, en el total de pacientes hospitalizados, todas las
infecciones por CA-MRSAg, Se comparo la infeccion por CA-MRSAg iniciada en el hospital
(HO), es decir aquella producida luego de 48h de hospitalizacion y la infeccion por CA-
MRSAg de inicio en la comunidad (CO) pero con posterior hospitalizacion del paciente a
causa de la misma. En relacién a los pacientes con infecciones CO, el 53,8% (105/195)
de aquellos infectados por CA-MRSAg, el 90,5% (19/21) de aquellos afectados por HA-
MRSAG Y el 64,8% (103/159) de los infectados por MSSA, fueron hospitalizados.

Considerando sélo los pacientes hospitalizados con infecciones por CA-MRSAg (n:
139: 105 con infecciones CO como causa de hospitalizacién y 34 con infecciones HO), las
variables que difieren significativamente (P <0,05) entre los pacientes con infecciones CO-
vs. HO- se muestran en la Tabla 8. Entre estas, la admisién en la Unidad de Terapia
Intensiva (UTI), infecciones no relacionadas a la piel y tejidos blandos (no-SSTI)
(especialmente las de sitio quirargico (ISQ) y las infecciones invasivas, Tabla 9, pacientes
con comorbilidades, presentacion con sepsis y una duraciéon de la internacién mayor a 10
dias fueron mas comunes en el grupo HO que en el grupo CO (P <0,05). Las infecciones

de piel y tejidos blandos (SSTI) fueron las mas frecuentes en el grupo CO.
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Tabla 8: Infecciones causadas por genotipos CA-MRSAG: asociacion de factores socio-demograficos y clinicos de los pacientes

con infecciones de inicio en el hospital (HO) vs las de inicio en la comunidad (CO), pacientes hospitalizados, Argentina, 66 hospitales, Nov, 2009

no.(%) de pacientes P valor/ Univariado P valor/ Multivariado
Caracteristicas Total HO CcO odd de HO odds de HO
N: 139 n: 34 n: 105 OR(95% CI) OR(95% CI)
0.50
Grupo de edad <19 79 (56.8) 21 (61.8) 58 (55.2)
1.31(0.60-2.86)
L . 0.06
Proporcién de mujeres 58 (41.7) 19 (55.9) 39 (37.1)
2.14(0.95-4.65)
. <0.0001 0,016
Enfermedades subyacentes 56 (40.3) 25 (73.5) 31 (29.5)
6.63(2.82-15.61) 4.71(1.34-16.55)
Caracteristicas de la infeccion
. . . 0.0051 0,038
Infecciones No-relacionadas a la piel 91 (65.5) 29 (85.3) 62 (59.0)
4.02(1.50-10.82) 7.14(1.12-45.53)
sepsis severa 0.0424
b 34 (25.8) 12 (40.0) 22 (21.6)
o shock séptico 2.42(1.03-5.71)
Caracteristicas de la hospitalizacién
Ingreso a UTI durante la 0.0001
o 23 (16.9) 13 (38.5) 10 (9.5)
hospitalizacion 5.88(2.31-14.94)
) o ’ 13.77 + 13.7 21.31+19.5 11.29 + 10.18
Tiempo de hospitalizacion (dias) 0.017
. . 10 (1-90) 14 (1-90) 9 (1-60)
Media £ SD/ Mediana (rango)
X L » 3 0.012
Tiempo de hospitalizacién > 10 dias 64 (46.0) 22 (64.7) 42 (40.0)
2.75(1.24-6.08)
Mortalidad a los 30 dias por todas las 0.045
4(2.9) 3(8.8) 1(1.0)
causas 10.06(1.43-71.01)

CA-MRSAG :genotipos de S. aureus resistentes a meticilina asociados a la comunidad; Cl, intervalo de confianza..

2 Enfermedades Subyacentes: diabetes, enfermedades del corazén, enfermedad del higado o del rifion, enfermedad crénica del sistema nervioso
central, enfermedades malignas o inmunodeficiencias (VIH, el SIDAy la artritis reumatoide).

®n: 132, el dato sobre sepsis grave o shock séptico no estuvo disponible para: 7 pacientes (3 CO y 4 infecciones HO)
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Tabla 9. Tipos de infeccidon para 139 pacientes hospitalizados infectados con genotipos CA-
MRSAg, infecciones de inicio en la comunidad (CO) vs infecciones de inicio en el hospital (HO) en
Argentina, 2009.

no (%)
Infecciones por CA-MRSAg _ _
en pacientes hospitalizados infecciones CO HO P valor
Totales
Tipos de Infeccién ® N: 197 N: 149 N: 48
Piel y Tejidos Blandos (SSTI) ° 70 (35.5) 63 (42.3) 7 (14.6) 0.0005
SSTI no complicada 52 (26.3) 46 (30.8) 6 (12.6) 0.012
Abscesos and celulitis © 52 46 6
SSTI complicada 18 (9.1) 17 (11.4) 1(2.0) 0.079
Con bacteriemia e infecciones secundarias 17 16 1
Fascitis Necrotizante 1 1 0
Sitio Quirdrgico (SSI) 15 (7.6) 7(4.7) 8 (16.7) 0.006
Musculo-esqueléticas 23 (11.7) 20 (13.4) 3(6.3) 0.17
Osteomielitis 7 7 0
Artritis séptica 9 7 2
Infeccion de Prétesis Articular 3 2 1
Piomiositis 3 3 0
Spondilodiscitis 1 1 0
Infecciones del Tracto Respiratorio Bajo 20 (10.1) 14 (9.4) 6 (12.5) 0.53
Neumonia 16 10 6
Abscesos Pleurales 4 4 0
Infecciones del Tracto Respiratorio Alto 3(1.5) 3(2.0) 0 (0)
Otitis Media Aguda 2 2 0
Sinusitis 1 1 0
Bacteremia ¢ 45 (22.8) 31 (20.8) 14 (29.3) 0.23
Endocarditis 0 0 (0) 0
Pericarditis 1 1(<1) 0
Infeccion Asociada a catéter 7 (3.6) 3(2.0) 4 (8.3) 0.07
Abscesos Profundos © 2(1.0) 1(<1) 1(2.0)
Linfadenitis 1(<1) 1(<1) 0
Infecciones del Sistema Nervioso Central 6 (3.0) 3(2.0) 3(6.3) 0.15
Meningitis 3 2 1
Ventriculitis Cerebral 3 1 2
Infeccion del Tracto Urinario 1(<1) 1(<1) 0 NA
Conjuntivitis 2 (1.0) 1(<1) 1(2.0) 0.42
infecciones Intra-abdominal 1(<1) 0 1(2.0) NA
Infecciones Invasivas ' 73 (52.5) 52 (47.6) 23 (67.3) 0.042

CA-MRSAG: Genotipos de S. aureus resistentes a la meticilina asociados a la comunidad

# Infecciones no son mutuamente excluyentes (197 infecciones en 139 pacientes hospitalizados) y los valores son
nimero de infecciones y los porcentajes se indican entre paréntesis.

® SSTI: Los casos de infecciones primarias de la piel fueron clasificados como sin complicaciones, mientras que las
SSTI complicadas incluy6 casos con bacteriemia secundaria o su propagacion a los tejidos contiguos.

¢ Absceso y celulitis: incluyen 3 casos de foliculitis en infecciones CO.

4 Bacteriemias: se incluyeron aquellas clasificadas como primarias, secundarias y no especificadas.

¢ Abscesos profundos incluidos: psoas (1 de infecciones CO) y de térax (1 de infecciones HO).

"Valores son nimero de pacientes hospitalizados y los porcentajes se indican entre paréntesis (Total: 139 pacientes,
105 con infecciones de CO y 34 con infecciones HO).
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10.2.5 Analisis Multivariados o de Reqgresion Multiple

Hasta aqui todas las comparaciones fueron analizadas de manera univariada,
ademas con aquellas variables que difirieron significativamente (P <0,05) se realiz6 el
andlisis multivariado.

En el andlisis multivariado, considerando el total de infecciones por MRSA, cuando
se compararon las infecciones por CA-MRSAg con las causadas por HA-MRSAg, las
infecciones por CA-MRSAg se asociaron independientemente con la edad <19 afios (OR
12,33) y con menor frecuencia de comorbilidades (OR 0,16) de los pacientes afectados,
como asi también con infecciones de inicio en la comunidad (OR 6,97), y con la presencia
de infecciones de piel y tejidos blandos. (OR 6,24 ) (Tabla 6).

Por otro lado, considerando sélo los pacientes con infecciones HO, sélo la edad
<19 afios (OR 13,90) se asocié a los CA-MRSAg. (Tabla 6).

En el estudio multivariado de los pacientes hospitalizados con infecciones por CA-
MRSAg (Tabla 8) sélo la presencia de algun tipo de enfermedad subyacente (OR 4,71) e
infecciones que no eran de piel (No-SSTI, OR 7,14) se asociaron de forma independiente

con infecciones de inicio en el hospital causadas por los genotipos CA-MRSAG.
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10.2.6 Comparaciones (univariadas y multivariadas) de las caracteristicas

socio-demograficas y clinicas de las infecciones por CA-MRSAc Vs
MSSA vy HA-MRSAg vs MSSA.

Cuando se compararon las caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los
pacientes infectados con MSSA vs. aquellos afectados por CA-MRSAg y también los
infectados por MSSA y aquellos infectados con HA-MRSAg no hubo diferencias
significativas en la distribucion de género entre los genotipos de HA-MRSAg, CA-MRSAg
y MSSA ya sea en el ambiente hospitalario como en la comunidad.

En el andlisis de todas las demas variables, se detecta que MSSA tiende a tomar
valores de porcentajes intermedios entre ambos genotipos de MRSA, en cada
caracteristica demogréfica o clinica evaluada. Estas variables se compararon primero en
el analisis univariado y luego aquellas con diferencias significativas (P< 0,05) fueron
utilizadas para el andlisis multivariado (Tabla 10) y se concluyé que: i) cuando se compara
la poblacién de pacientes infectados con CA-MRSAg vs los infectados por MSSA, las
infecciones por CA-MRSAg estan independientemente asociadas con pacientes
previamente sanos y con infecciones de inicio en la comunidad. Si se comparan sélo las
infecciones de inicio en el hospital, las producidas por CA-MRSA; estan
independientemente asociadas con pediatria; ii) cuando comparamos la poblacién de
pacientes infectados con HA-MRSAg vs los infectados por MSSA, las infecciones por HA-
MRSA; estan independientemente asociadas con pacientes adultos, con historia de
infeccién o colonizacién previa por MRSA, con infecciones hospitalarias (con un tiempo
transcurrido desde el ingreso hasta el cultivo positivo > 5 dias) y con infecciones NO

relacionadas a la piel (Tabla 10).
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Tabla 10. Analisis multivariado: variables asociadas con genotipos CA-MRSAG vs. MSSA y con genotipos HA-
MRSA vs MSSA en el total de pacientes infectados con S. aureus, en aquellos con infecciones de inicio en la

comunidad (CO) y en aquellos con infecciones de inicio en el hospital (HO).

CA-MRSA vs MSSA HA-MRSA vs MSSA
p-Valor/OR (95% ClI) p-Valor/OR (95% Cl)

Variables®

Infecciones totales por

S. aureus

Grupo etario 219
0,075/0.62(0.37-1.05) 0,003/3.79(1.55-9.25)

Enfermedad de base® <0,0001/0.37 (0.22-0.64)

Historia de MRSA

NS 0,002/13.16(2.48-70.02)

0,001/3.61(1.70-7.69)

infeccion/colonizacion

Lugar de inicio de la infecciéon

Inicio en el hospital 0,009/0.46(0.26-0.82)

Inicio en la comunidad
0,009/2.18(1.22-3.91) 0,001/0.28(0.13-0.56)

Tipo y Severidad de la

Infeccion

Piel y Tejidos Blandos

0.40/ 1.27(0.72-2.24) 0,012/0.12(0.02-0.63)
(SSTI)
Infeccién que NO es de piel y
. 0.40/ 0.78(0.45-1.38) 0,012/8.36(1.59-43.93)
Tejidos Blandos (NO-SSTI)
Infecciones de inicio en la CA-MRSA vs MSSA HA-MRSA vs MSSA
comunidad p-Value/OR (95% Cl) p-Value/OR (95% Cl)
Grupo etario <19 NS NS
Grupo etario 219 NS NS

Enfermedad de base <0,0001/0.25 (0.13-0.46)

0.28/ 2.41(0.48-12.00)

Historia de MRSA

0,006/31.45(2.63-375.28)
infeccién/colonizacion

Tipo y Severidad de la
Infeccién
Piel y Tejidos Blandos SSTI 0.91/ 1.04(0.55-1.93) 0,054/0.07(0.005-1.05)
Infeccién NO SSTI 0.91/ 0.96(0.52-1.8) 0,054/14.3(0.95-214.7)
Infecciones de inicio en el CA-MRSA vs MSSA HA-MRSA vs MSSA
hospital p-Value/OR (95% CI) p-Value/OR (95% CI)

Grupo etario < 19 0,006/ 3.82(1.46-10.00)

0,002/ 0.14(0.04-0.49)

Grupo etario 2 19 0,006/ 0.26(0.10-0.68) 0,002/ 7.37(2.04-26.59)

Tiempo ala infeccion®< 5 dias NS 0,024/ 0.34(0.13-0.86)
Tiempo alainfeccién® > 5 dias NS 0,024/ 2.94(1.15-7.52)

CA-MRSAG: Genotipos de MRSA asociados a la comunidad y HA-MRSAG. Genotipos de MRSA
asociados a la atencion sanitaria, MSSA, S. aureus sensible a meticilina; OR, odd ratio; Cl, intervalo
de confianza.

Se muestran marcadas con fondo negro las variables asociadas con CA-MRSAg (comparacion CA-
MRSAG vs MSSA) y con HA-MRSAg (comparacion HA-MRSAg vs MSSA) con un valor P < 0,05 en el
analisis multivariado.
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#Variables: Del total de variables comparadas en el andlisis univariado sélo se enumeran en la tabla aquellas
que tuvieron una P < 0.05 en el analisis univariado en por lo menos un de las comparaciones. NS: P > 0.05 en
el andlisis univariado.

b Enfermedades subyacentes: diabetes, enfermedad cardiaca o infarto, enfermedad de pulmén o rifion ,
enfermedades cronicas del SNC, cancer o inmunodeficiencias (HIV, AIDS y artritis reumatoidea)

°. Tiempo a la infeccién: tiempo transcurrido desde el ingreso hasta el cultivo positivo para S aureus.

10.3CONCLUSIONES

10.3.1 INFECCIONES DE INICIO EN LA COMUNIDAD

En el andlisis multivariado para establecer factores de riesgo se compararon las
caracteristicas clinicas y sociodemograficas de pacientes infectados con:

» CA-MRSAg vs aquellos infectados por MSSA: La ausencia de Comorbilidades
estd independientemente asociada con infecciones por CA-MRSAg [(OR:
0,25(0,13-0,46)]

» HA-MRSAg vs aquellos infectados por MSSA: Infeccién o colonizacion previa

por MRSA [(OR: 31,45(2,63-375,3)].

Paciente sano (sin co-morbilidades) con infeccidon o colonizacién previa por MRSA
tiene mas probabilidad que sea una infeccién de la comunidad causada por MRSA
que por MSSA.

Al comparar las caracteristicas sociodemogréficas de pacientes infectados por el genotipo
HA-MRSA; vs aquellos con infecciones por CA-MRSA; se establecieron los siguientes
factores de riesgo para infecciéon por CA-MRSAg: Pediatria <19 afios [OR: 6,3 (1,10-
40,03)], Ausencia de Comorbilidades [OR: 0,07(0,01-0,49)] e infecciones de piel y
tejidos blandos [OR: 16,11(1,41-184,4)] por lo tanto se puede concluir que:

Paciente pediatrico (< 19 afios), sano (sin co-morbilidades) y con SSTI tiene mas
probabilidad de tener una infeccién de la comunidad causada por por CA-MRSAg
gue por HA-MRSAg
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10.3.2 INFECCIONES DE INICIO EN EL HOSPITAL

De la comparacion de las caracteristicas clinicas y sociodemogréficas de pacientes

infectados con;

» CA-MRSAG vs HA-MRSAG: < 19 afios [(OR: 13,90- (Cl 95: 3.54-54.40)

» CA-MRSAg vs MSSA: < 19 afios [(OR: 3,82-(1,46-10,00)]

» HA-MRSAg vs MSSA 219 afios [(OR: 7,37-(2,04-26,6)] y tiempo desde el ingreso
al cultivo positivo > 5 dias [(OR: 2,94-(1,15-7,52)].

Se puede concluir gue ante unainfeccion de inicio en el hospital por S. aureus:

v' Un paciente pediatrico (< 19 afios, especialmente < 1 afio) tiene mayor probabilidad
de padecer una infeccién por CA-MRSA que por HA-MRSA o MSSA.

v Si el tiempo transcurrido desde el ingreso del paciente al hospital hasta detectar el
primer cultivo positivo es mayor a 5 dias, tiene mayor probabilidad de padecer una
Infeccién por HA-MRSA que por MSSA

., No hay diferencias significativas entre los tipos de infecciones de inicio en el

hospital producida por los genotipos HA-MRSAg vs CA-MRSAg

PACIENTES HOSPITALIZADOS CON INFECCIONES POR CA-MRSAg

Es més probable que los pacientes infectados por genotipos CA-MRSAg de inicio
en el hospital sean pacientes con co-morbilidades [OR 4,71(1,34-16,55)] y que
desarrollen infecciones no relacionadas a la piel [OR 7,14(1,12-45,53)] comparados
con los pacientes infectados por genotipos CA-MRSA pero con infeccién de inicio en la

comunidad por la cual se hospitalizé.
CONCLUSION:

En el hospital los genotipos CA-MRSAg tienden a comportarse de manera similar a los
genotipos HA-MRSAg
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11 RESULTADOS TERCERA PARTE

11.10BJETIVO GENERAL

I- Determinar el impacto epidemiolégico actual de las infecciones por CA-MRSA, en la

Republica Argentina

11.1.1 OBJETIVO ESPECIFICO

le-. Determinar genéticamente la relacion evolutiva de los genotipos CA-MRSAg, con

clones de S. aureus meticilino sensibles (MSSA) detectados en nuestro pais.

11.21le Resultados

11.2.1 Caracteristicas microbioldgicas de las cepas de S. aureus sensibles a
meticilina (MSSA).

Para determinar genéticamente la relacion evolutiva de los genotipos CA-MRSAg,
con clones de S. aureus meticilino sensibles (MSSA) detectados en nuestro pais se
compararon las caracteristicas moleculares de los aislamientos con genotipos de CA-
MRSAg vy los aislamientos de S. aureus sensibles a Meticilina (MSSA) detectados en
nuestro pais en el estudio multicéntrico.

Considerando el total de 591 aislamientos clinicos de S. aureus recuperados en
este estudio, el 46% (n 269) fueron infecciones por MSSA vy de ellas el 44% correspondi6
a pacientes pediatricos y el 47% a pacientes adultos. Ademas, la distribucion regional, en
Argentina, de MSSA representé 16% (norte), 46% (centro) y 71% (sur) (Figura.1l A).
Utilizando el criterio epidemiolégico del CDC, también las infecciones por MSSA fueron
clasificadas como asociadas a la comunidad de inicio en la comunidad (CACO) 49% (n:
86), asociadas a la atencion sanitaria de inicio en la comunidad (HACO) (n: 73) 48% y las
asociadas a la atencion sanitaria de inicio en el hospital (HAHO) 51% (n: 110) (Figura. 9
pag. 94). Entonces, evaluando el total de infecciones de inicio en la comunidad CO
(CACO + HACO) se observo que MSSA causot el 42% (n: 159) de las mismas.

Para llevar a cabo el andlisis molecular de MSSA, se seleccion6 una muestra de

132 aislamientos, representativa de las infecciones de inicio en la comunidad y en el
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hospital, de pediatria y de adultos y de las diferentes regiones del pais. Por lo tanto, del
total de 132 aislamientos de MSSA, el 39% (n: 52) fueron aislados de nifios y el 60% (n:
80) de adultos, el 42% (n: 55) fueron recuperados del centro del pais, el 27% (n: 36) del
norte y el 31% (n: 41) del sur, el 67% (n: 89) causaron infecciones CO y el 33% (n: 43)
infecciones HO.

Estas cepas produjeron, los siguientes tipos de infecciones: sepsis (16%, n: 21),
infecciones musculo-esqueléticas (14%, n: 18), infecciones de piel y tejidos blandos (39%,
n: 51 casos, 8 complicados con bacteriemia), infecciones de sitio quirurgico (11%, n: 14),
bacteriemias (33%, n: 44), Infecciones pulmonares (11%, n: 15), abscesos profundos (3%,
n: 4), infecciones cardiovasculares (1,5%, n: 2), infecciones asociadas a catéteres (11%,
n: 14), infecciones del SNC (2%, n: 3), Infecciones del tracto urinario (3%, n: 4),

infecciones oculares (1,5%, n: 2), e infecciones intra-abdominales (1,5%, n: 2).

11.2.2 Caracterizacion molecular vy distribucién regional de MSSA

El andlisis molecular de los MSSA incluyé PFGE y spa typing a todos los
aislamientos seleccionados. Primero se realizO spa typing y aquellos tipos spa
genéticamente relacionados se los agrupd juntos en los geles en el PFGE. El tipo
secuencial (ST)/Complejo Clonal (CC) se infiri6 de acuerdo al spa t, en aquellos que no

tuvieron un ST relacionado se realizd6 Multilocus Sequence Typing (MLST)

GEL DE PFGE: MSSA
USA

FFs FFs DDs Al FFs Is 300 DDs 8325 Is Is 11 Is N4 AAs Vs pm Ns Cl Kb

436.5
388.0
339.5

2425
194.0

1455

97.0

48.5

Figura 21.: Gel de PFGE, se muestran los patrones de bandas correspondientes a los
aislamientos de MSSA analizados.
Las letras (arriba) indican el pulsotipo y/o familia clonal a la que pertenece cada aislamiento.

La letra “s”, como subindice, refiere al aislamiento Meticilino Sensible analizado. 103
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El analisis molecular por spa typing; reveld una elevada diversidad genética 65
diferentes tipo spa (t) a partir de los 132 aislamientos (tabla 11.). Estos tipos spa fueron
agrupados dentro de 12 CC segun MLST (%): CC5 (21), CC30 (16), CC1 (15), CC121
(10), CC8 (8), CC45 (8) CC12 (1), CC9I7 (8), CC25 (4) CC101 (2), CC15(1),CC88 (1) vy
se presentaron distribuidos en todo el pais (Figura 23). En el total se detect6 el
predominio del CC5 (20%) seguido por el CC30 (16%) (Figura 22). Se demostraron
significativas diferencias en las proporciones de los principales CC entre el norte y el sur
del pais: el CC5 (principalmente t311 y t002) representé el 35% en el Norte vs 10% en el
Sur (p=0.004) y el CC30 (principalmente t012, t021 y t018) represent6 el 5% en el Norte
vs. 33% al Sur (p=0.01). Por PFGE, los principales pulsotipos de MSSA fueron: Is (CC5),
Ns (CC30) ambos relacionados a pulsotipos de los clones mayores de CA-MRSA: I, N
circulantes en Argentina. Es destacable, entonces, que los MSSA se presentaron con una

distribucion geogréfica inversa a la descripta para el MRSA concomitante en su linaje.
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Figura 22: Distribucion regional (Norte, Centro y Sur) de Complejos Clonales
(CC) de MSSA analizados en Argentina, 2009

El andlisis por spa typing de los aislamientos MSSA que conformaron los linajes:
CC5 y CC30 evidencié una elevada variabilidad en los MSSA (comparados con MRSA)

(Figura 23 y tabla 11). Sin embargo se observd, en el CC5, un predominio del tipo spa
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t311 (46%), seguido del t002 (30%) y en el CC30, existi6 un predominio del t012 (ya
descripto desde el afio 2007 entre los MSSA, circulantes en Argentina. [171], seguido del
t021 representando el 36% y el 14% de los aislamientos MSSA, dentro de este linaje,
respectivamente (Figura 23).

5%
[ = t021

mt012
mt12907
@t1231
mt1932

4%
7% t311

4% 002
a%
11062

4% b
1‘\\ 1311 1102

4%
=112230 uwt433

1430 mt318

1105 mt233

3701 wt018

41065
CC5s CC30

Figura 23: Distribucién de los diferentes tipo spa en los dos mas prevalentes CC (MLST)
detectados en MSSA. Se indica en la gama de los amarillos-anaranjados los linajes de
spa que compartieron CC5 y en la gama de los azules los tipo spa relacionados al CC30.

El Background genético de los principales CC en estudio, se expresa en la tabla 11
en la misma se comparan las caracteristicas moleculares de MSSA con los MRSA del
mismo linaje, para poder ilustrar o esclarecer el posible origen o via evolutiva de los

clones MRSA mas relevantes que circulan en el pais.
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Tabla 11 Comparacion de Background Genéticos de MSSA vs MRSA diseminados en
Argentina. Se indica el CC y ST (por MLST), Pulsotipo (por PFGE), t (por spa tipyng).
Sensibilidad / Resistencia a Meticilina y deteccion del gen PVL.

— STS Is/ 26(20%)  t311:12 (46%), 1002: 8, {31%), 1105:2(7%), t1062:1 MSSA PVL+: (42%]) / 1311 (99%)
t11002:1 ,£443:1,t3701:1

s -

Ns/ 21{16%)  t012:8{38%), t021:3{14%), t018: 2(9%), MSSA PL-

€C30 — S730 1433:1 £318:1,1189:1,1136: 1, £233: 1, VL.

t1932: 1, 11231:1,t12907: 1 PVL-

STIZL  Vs/13(9%)  t1688:3(23%), t159: 2{15%), t645: 2(15%), MSSA  PVLe 8%

CC121 — t1SE8: 2(15%), t2155:2(15%), t 272:1, 14976:1
r ST45 AAs/ 11(8%)  t550:3(27%), 1065: 3(27%), t105:1, MSSA  PVL-
CC45 -

371:1,671:1,1330: 1, 1722:1, 152111 PVL-

L: 5E3
€C88 . BBs/ 1(1%) 1186:1

DDs/ 12(10%) £267- 4(31%), t359: 2(23%), t2802: 2{15%) PVL-

cco7 | stor t3380: 1, 12612: 1, 12279: 1,£1150: 1 -

DOD/2{1%)  t359:1,1224:1 -

(’ sT1 FRs/S(11%)  t127-3(21%), t128: 1, 11853:1, 2279- 1 MSSA  PVI-

cca 4 S oK :

STI88  TTs/10{8%)  t189:10{100%) MSSA VL

| sTi8e DON/ 32%]  t2612: 2, 12883: 1 MSSA  PVL-

™ ST Rs/ 4(2%) t148: 3(75%), 112229: 1 MSSA  PVL

8 — st USAs/5(4%)  t008: 3(60%), t530: 1, 304:1 MSSA  PVL-
B . , t205S: l. MSSA

ccxs{ E SR LSS MEA.__

El CC5 presentd la mayor prevalencia tanto en MSSA (pulsotipo Is) como en
MRSA (pulsotipos 11, C1, Al).

Dentro de este linaje el spa t311 seguido del t002 fueron compartidos por ambos,
MSSA y MRSA, asi el spa t311 representd el 46% del total de MSSA y el 82% de los
aislamientos pertenecientes al clon CA-MRSA-I-ST5 IV (altamente prevalente en el sur y
centro del pais) ambos portando la toxina Panton Valentine Leucocidina. El spa t002
representd el 31% de los MSSA y el 17% del CA-MRSA-I-ST5 IV y el 84% del clon HA-
MRSA-C-ST100-IVNv. Estos resultados sugieren que este clon CA-MRSA habria
emergido en esta region a partir de su par MSSA, y posiblemente lo mismo habria
sucedido con el clon HA-MRSA ST100-1VNv-t002 (perteneciente al CC5).
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Respecto al CC30, en MSSA se observo, el pulsotipo Ns (16%) con un predominio
del tipo spa t012 (38%) (Descripto en el afio 2007 por nuestro grupo de laboratorio) (123)
indicando que este MSSA es un clon establecido en la regién. En segundo lugar se
detecto el 1021 (14%). En cambio, dentro de los MRSA del mismo linaje ST30 y pulsotipo
N, la mayor proporcion de los aislamientos fueron caracterizados como tipo spa t019
(99%) (clon CA-MRSA N- ST30-1V-t019 diseminado en el norte del pais), no se detecto el
tipo spaA t012 y solo se detecto el tipo spa t021 en baja proporcion (1%). Cabe destacar
gue el tipo spa t019 no fue detectado entre los MSSA. Indicando que el clon CA-MRSA N-
ST30-1V-t019 no emergié en la region sino que fue diseminado desde paises vecinos
desde el norte y este del pais, como Uruguay donde estd4 descripto como un clon
epidémico, Brasil y Paraguay.

Ademas, clones menores o esporadicos, también fueron detectados, como es el
caso de los pertenecientes al CC97. Entre los aislamientos de este linaje se encontré una
alta diversidad de tipo spa pero sélo los t269 y t359 fueron hallados tanto en MSSA como
en MRSA, sugiriendo la emergencia regional de estos clones de MRSA del linaje ST97-IV.
El CC97 es de importancia epidemiolégica por ser ST97 un linaje descripto como
relacionado al ganado [150, 172], situacién de relevancia en nuestro pais por la

importante actividad ganadera desarrollada.

Respecto al CC8 se detectaron dos linajes relacionados a clones CA-MRSA
internacionales, por un lado el ST72, clon pandémico diseminado en Asia, principal CA-
MRSA diseminado en Corea del Sur [173]. En Argentina fue detectado en bajo porcentaje
produciendo infecciones en pediatria e infecciones asociadas al ambiente hospitalario
(resultados ya indicados en el apartado de MRSA “caracterizacion molecular de las
cepas”).Coincidente con este, se hallaron aislamientos ST72-t148 entre la poblacion de
MSSA estudiada, sugiriendo la emergencia regional de este clon CA-MRSA. Por otro lado
dentro del mismo CC8 se detectd el linaje ST8-t008 tanto en MSSA como en MRSA
(principal clon epidémico CA-MRSA de EE.UU, USA300, diseminado en varios paises del
mundo [143, 153, 158]. Sin embargo, como ya se indicd, dentro de los MRSA de este
linaje se encontraron cinco aislamientos con cuatro diferentes SCCmec, indicando
adquisiciones independientes de estos elementos por parte del mismo linaje MSSA ST8-

t008 y no la diseminacion de un solo clon en nuestra region.
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11.2.3 Caminos evolutivos de los principales clones CA-MRSA

Con los resultados anteriormente descriptos y destacando los clones mas

importantes como del linaje ST5 y ST30, se sugiri6 la via evolutiva descripta en

siguientes figuras (24 y 25).

CAMINO EVOLUTIVO PROPUESTO PARA CA-MRSAg ST5-IV

PVL

1002:26-23-17-34-J20-17-1247-16  1311:26-23-17-34-20-17-1 21716 311:26-23-17-34-20-17-12-17-16 1311:26-23-17-34-20-171247-18

002 311 1311 1311

ST5 /

MSSA
Is

PVL-

513
MSSA
i

CAMINO EVOLUTIVO PROPUETO PARA CA-MRSAg ST30 IV
t019: 08-16-02-25-17-24

ST30

MRSA (IVc)
N
PVL+

/\ NORTE

(012:15-12-16-02-16-02-25-17-24-_1 § 1021:15-12-16-02-16-02-25-17-24 MRV RPRIN RN R LEN EIM 1021 15-12-16-02-16-02-25-17-24

t012 021 P i 021
ST30 ST30 ¥ t021 \, ST30
MSSA MSSA ST30 MRSA(IVc)
Ns Ns MSSA
PVL- PVL- Ns
PVL+

CENTRO
Y SUR

Figuras 24 y 25: Los modelos se basaron en la combinacién del analisis del tipo spa, pulsotipos por
PFGE, adquisiciones del SCCmec y de los genes codificantes para la toxina Leucocidina de Panto-
Valentine. Los clones del linaje ST5 estan representados con circulos sombreados con tonalidades
amarillas y los del linaje ST30 con azules. Las flechas indican las direcciones de cambio entre los
clones. Al en el rectangulo se indica el tipo spa y las alteraciones en los perfiles de estos. Sobre las
flechas se sefalan las adquisiciones del SCCmec y de los genes pvl. Los circulos sin color de relleno
indican clones hipotéticos no detectados en este estudio. La flecha tachada con X indica un camino
evolutivo no detectado.

las
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Estos caminos evolutivos implican la emergencia en el pais del clon CA-MRSA I-
ST5-SCCmeclVa-t311-PVL+ establecido en el centro y sur del pais y la diseminacion
desde paises vecinos hacia el norte y este del clon CA-MRSA ST30-SCCmeclVc-t019-
PVL+.

CA-MRSA
CC30

MSSA g | MRSA

Figura 26. Distribucion de los linajes predominantes en Argentina. En la figura se muestra la distribucion
inversa de entre los linajes de MSSA y MRSA, como también es posible dilucidar origen de los dos
principales CA-MRSA detectados en Argentina.

En color azul esta representado el linaje ST30, en rojo se indican los tipo spa diferentes encontrados para
este linaje.

En color amarillo esta representado el linaje ST5.
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11.3CONCLUSIONES

Considerando que:

» Se evidenci6 una elevada diversidad genética de los clones MSSA vs MRSA.

» Se ldentificaron clones CA-MRSA internacionales (ST72-1V, ST97-V) y linajes
genéticos MSSA estrechamente relacionados.

» Si bien en el mapa de MRSA se identificaron dos clones CA-MRSA principales, ST30-
IVc-t019 mas prevalente en el norte del pais disminuyendo hacia el sury ST5-1Va-t311
en el centro y sur, en la distribucion de los MSSA se detecta una disposicién inversa.
Se observé un predominio del clon “Is” ST5-t311-PVL" en el norte y centro y mientras
gue en el sur prevalece el Ns-ST30-t012-PVL-. No se evidencié una cepa MSSA N-
ST30-t019.

Se puede concluir lo siguiente:
v' Aparicién local y continua de nuevos clones CA-MRSA a partir de linajes exitosos de
MSSA.

v' Emergencia local del clon CA-MRSA ST5-1Va-t311-PVL+ a partir de un linaje ST5
MSSA exitoso establecido en nuestra geografia.

v' El clon CA-MRSA ST30-1Vc-t019-PVL+ podria ser el resultado de la diseminacion

desde paises limitrofes como Uruguay, Brasil, Bolivia y Paraguay donde ese clon ha

causado infecciones.
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12 RESULTADOS CUARTA PARTE

12.10BJETIVO GENERAL

En este punto del trabajo, después de identificar el desplazamiento de los clones
tradicionales HA-MRSA a nivel hospitalario en Argentina debido a la diseminacién de
clones CA-MRSA epidémicos, especialmente del clon CA-MRSA [-ST5-SCCmec IV-t31.
Se decidi6 intentar responder un interrogante fundamental del terreno de la epidemiologia:
¢ Existe alguna caracteristica bioldgica medible en relacion al desarrollo de estrategias
gue le permitirian a estos clones CA-MRSA adquirir una mayor capacidad de colonizar y
sobrevivir en diferentes reservorios ambientales facilitando la diseminacién y el
establecimiento en todo el pais tanto en la comunidad como a nivel hospitalario?. Por lo

tanto en esta Ultima etapa de la tesis planteamos el siguiente objetivo general Il:

II- Analizar estrategias de virulencia y/o transmisibilidad de los diferentes clones y su
posible asociacion con epidemicidad (supervivencia en superficies inertes y

formacion de biofilm)

12.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

lla- Evaluar la proporcion de supervivencia en una superficie inerte (melamina) entre

diferentes clones MRSA epidémicos

IIb- Evaluar en clones MRSA epidémicos la expresion diferencial de genes relacionados a
la adhesion, biofilm y expresion de reguladores globales en S. aureus durante la

persistencia en una superficie inerte.

llc-- Evaluar en clones MRSA epidémicos la expresion diferencial de genes relacionados
a la adhesion, biofilm y expresion de reguladores globales en S. aureus en el estado de

biofilm.
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12.21la Resultados-

12.2.1 Evaluaciéon de la proporcidn de supervivencia en una superficie inerte

(melamina) entre diferentes clones MRSA epidémicos.

El éxito epidemiolégico de MRSA es debido, no sélo a sus determinantes de
virulencia, sino también a factores que intensifican su capacidad de sobrevivir y persistir
en el ambiente siendo éste un reservorio desde el cual puede diseminarse. Se eligi6 como
material inerte una superficie de melamina porque es el material mas frecuentemente

utilizado para el mobiliario en los hospitales y también en los hogares.

Ensayo de supervivencia en superficie de melamina

Esquema del ensayo en superficie de melamina (Figura 5, pagina 177)

SUPERVIVENCIA EN SUPERFICIE INERTE (PLACA DE MELAMINA)

™
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Figura 5. Esquema de la metodologia utilizada para evaluar supervivencia en superficie
inerte (placa de melamina)

-Cada cuadrado representa la superficie donde se deposité una gota de 100ul de suspensién
bacteriana de aislamientos de cada familia clonal analizada.

-Cada fila esta dividida en seis cuadrados de los cuales los tres primeros, contienen la
suspension de tres aislamientos diferentes cada uno, pero todos pertenecientes a la misma
familia clonal o pulsotipo y los tres ultimos cuadrados contienen la suspension del
aislamiento depositado en el cuarto lugar repetido por triplicado en el cuarto, quinto y sexto
cuadrado.

-Las familias clonales analizadas estan representadas con una letra mayuscula (pulsotipo)
seguidas de un numero que indica el subtipo.
-2
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El primer ensayo se realizé con el fin de evaluar si diferentes aislamientos clinicos
con el mismo “background” genético (pulsotipo, tipo spa y tipo de SCCmec) o familia
clonal tenian el mismo comportamiento referido a la supervivencia en melamina y no era

una caracteristica de cada cepa. Se evaluaron los siguientes aislamientos:
i)-aislamientos de MRSA pertenecientes a los pulsotipos: 11, Al, N4, C1, USA300.

ii)-aislamientos de MSSA pertenecientes a las mismos pulsotipos elegidos para MRSA; en

este caso indicadas como: Ims, Ams, Nms, Cms, USA300ms.

ii)-aislamientos esporadicos de MRSA pertenecientes a los: EE [ST5-1], HH [ST5-I], BB
[ST88-1V], QQ [ST5-1V]

En este primer ensayo sobre la placa de melamina llevado a cabo durante 20 dias
se observé una tendencia general a la menor supervivencia a lo largo del tiempo de las
cepas en estudio y no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas, entre

los distintos aislamientos pertenecientes a cada familia clonal. (Figura 27).

. E=E A1-158
Pulsotipos A1 BE A1-220

= A1-343

1407 mm A1-663

1204
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Figura 27: Supervivencia en placa de melamina, de diferentes aislamientos de
una misma familia clonal. En la figura se expone como ejemplo aislamientos
(158, 220, 343, 663) del clon Cordobés-chileno (pulsotipo Al, spa t149, SCCmec
I). Se indica familia clonal o pulsotipo de los aislamientos (determinado por
PFGE), seguido del numero de la cepa.
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El experimento fue repetido por un periodo de tiempo mayor (40 dias), pero esta
vez, con un representante de cada familia clonal. Se evidencid, una tendencia similar a la
observada en el periodo de 20d con una disminucién de la supervivencia a lo largo del
tiempo similar en todos los clones. Sin embargo, es destacable, que los clones HA-MRSA:
Al-ST5-IV-t149 y C1-ST100-IVnv-t002 presentaron un comportamiento de mayor
supervivencia hacia el dia 40 estadisticamente significativo con respecto a los demas

clones (Figura 28)
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familias clonales = -5 TA00- Vw1002
I A-STS-l-1149
B USA3D0-STEV-H0S

[THNAN

% de supervivencia
44444 F 1K

[ 5 20 25 40
tiempo (d)

Figura 28: Comparacion de supervivencia entre representantes de diferentes familias
clonales.

La comparacion de la supervivencia entre ambos HA-MRSA evidencié que, si bien,
existe una tendencia de ambos a disminuir hacia el dia 40, en este punto la supervivencia
de A1-ST5-I-t149 fue significativamente mayor a la de C1-ST100-1V-t002 (Figura 29).
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Figura 29: Supervivencia comparativa entre principales clones
HA-MRSA: A-ST5 y C-ST100 diseminados en el pais. Test
ANOVA 2 vias post-test Bonferroni. P<0,05*, P<0,01**; P<0,001

*kk
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El comportamiento entre los clones CA-MRSA fue similar entre ellos con una

tendencia a la disminucion hacia el dia 40 sin diferencias significativas entre ellos (Figura

30).
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Figura 30: Comparacion de supervivencia entre los dos principales clones
CA-MRSA de Argentina: I-ST5-1V-t311 y N4-ST30-1V-t019 y el principal clon
epidémico de EE.UU: USA300 ST8-1V-t008. No se observaron diferencias
significativas entre ellos. Test ANOVA 2 vias post-test Bonferroni P<0,05*,
P<0,01**; P<0,001 ***
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Al hacer la comparacion entre el clon HA-MRSA (A-ST5-1) y los principales CA-
MRSA [I-ST5-1V], [N-ST30-1V] de Argentina y también con el clon USA 300 de EE.UU. se
evidencié una mayor supervivencia del Al a lo largo del tiempo (Figura 31).
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Figura 31: Supervivencia comparativa entre el representante de los HA-MRSA:
clon A1-ST5-1-t149 vs los dos principales clones CA-MRSA: |-ST5-IV-t311 y N-

ST30-1V-t019 de Argentina.

Test ANOVA 2 vias post-test Bonferroni. P<0,05*%, P<0,01**; P<0,001 ***
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Del mismo modo fueron comparados aislamientos esporadicos observandose un
comportamiento similar a CA-MRSA, sin embargo, existieron diferencias significativas con

una mayor supervivencia para HA-MRSA, en el periodo estudiado (Figura 32).
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Figura 32 Comparacién de supervivencia entre el clon HA-MRSA A-ST5 y
clones esporadicos Test ANOVA 2 vias post-test Bonferroni. P<0,05*, P<0,01**;
P<0,001 ***

Cabe sefialar que la supervivencia exitosa del clon HA-MRSA A1-ST5-I condujo a
cuestionar si esta particularidad de Al era una caracteristica clonal del mismo o si era una
caracteristica de todos los HA-MRSA, es por ello que se repitio el experimento
contemplando los clones epidémicos HA-MRSA: B-ST239-1ll y N/J-ST5-1l. Ademas esta
repeticion se realiz6 con un mayor in6culo con el fin de poder recuperar RNA desde la
superficie de melamina (Figura 33).
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Se observo una similar tendencia a disminuir la supervivencia, en todos los clones,
lo largo del tiempo. El clon A1-ST5 continué presentado una mayor supervivencia hacia el
dia 40 que el resto de los clones testeados incluso aquellos HA-MRSA como B1 y el clon
New York/Japon (Figura 33).
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Figura 33: Repeticion del ensayo de supervivencia comparativa de los aislamientos de
diferentes familias clonales. Con mayor in6culo: 10™ -10"2 UFC/m

118



RESULTADOS CUARTA PARTE

12.2.1.1 lla CONCLUSIONES

v' La proporcion de supervivencia del clon A1-ST5-I (HA-MRSA) fue mayor a la de
los clones CA-MRSA analizados (I11-ST5-IV t311, N4-ST30-1V-t019, USA300-ST8-
IV-t008), asi como a la de otros clones HA-MRSA evaluados (B-ST239-111 y N/J-

ST5-Il) y a la de aislamientos esporadicos.

v' La proporcion de supervivencia del clon C1-ST100-IVNv (HA-MRSA) fue similar a
la del clon A1-ST5-I-t149 (HA-MRSA) aunque éste Ultimo presentd una mayor

supervivencia a los 40d.

v" No hubo diferencias significativas entre los clones CA-MRSA analizados (11-ST5-
IV, N4-ST30-1V, USA300-ST8-1V) y tampoco entre éstos con aislamientos
esporadicos.

v El clon epidémico HA-MRSA A1-ST5-I-t149 presenta mayor capacidad de
supervivencia sobre una superficie abiética (melamina) comparativamente con
otros clones tanto HA-MRSA como CA-MRSA.
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12.31lb Resultados

12.3.1 Evaluacion de la expresiéon diferencial de genes relacionados a la

adhesion, biofilm y expresion de requladores globales de S. aureus

durante la persistencia, de clones MRSA epidémicos, en una

superficie inerte

Con el fin de investigar la relacion entre el éxito epidemiologico de los clones
epidémicos de MRSA y su capacidad para persistir en una superficie inerte de uso
corriente en hospitales y hogares, se llevo a cabo la extraccion de RNA desde la placa de
melamina y se evaluaron las expresiones de diferentes genes involucrados en adhesion,
biofilm, metabolismo y expresion de reguladores globales de S.aureus durante un periodo
de tiempo de 10 dias, que fueron comparados con su condicion inicial de 24h (Figura 34 a
y b)

Se observé que los niveles de expresion, de los genes (fnbpA, fnbpB, isdD, hla,
spa, psmA1A2, agrA, hid), en cada clon al dia 10, en general, fueron mas elevados
respecto a su condicion inicial (24h).

Cabe sefalar que la transcripcion de IsdD y hla fueron 40 y 35 veces mayores,
respectivamente, que su condicién inicial en el clon A1-ST5-SCCmecl-t149 y que el clon
C1-ST100-SCCmeclVnv-t002 presento niveles de IsdD 43 veces mas altos, al dia 10, con
respecto a las 24h. (Figura 34 a y b). Este incremento tan marcado no se observé en

ninguno de los demas clones evaluados.
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Figura 34a Evaluacion de la expresion genica de fnbpA y fnbpB (gen de proteinas de union a fibrindgeno y fibronectina y elastina), isdD (gen de proteinas de
superfices que unen hierro), hla (gen de la alfa toxina), de clones CA-MRSA: [I-ST5-1V], [USA300-ST8-1V], [N-ST30-1V] y HA-MRSA: [A-ST5-I], C-ST100-1Vnv ],
[B-ST239-ll1], [N/J-ST5-11] epidémicos en el estado de supervivencia sobre la placa de melamina. El ensayo se realizé a las 24h y a los 10 dias de supervivencia
sobre melamina. RQ: Cuantificacion Relativa. Método comparativo AACT.
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Figura 34b Evaluacién de la expresién génica de spa (gen que codifica para la proteina A), psm (codifican las modulinas solubles en fenol), agrA (gen del
regulador de respuesta del sistema Agr), hld (codifica la molécula efectora del regulador global Agr) en clones CA-MRSA y HA-MRSA epidémicos en el estado de
supervivencia sobre la placa de melamina. El ensayo se realizé a las 24h y a los 10 dias de supervivencia sobre melamina. RQ: Cuantificacion Relativa.
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12.3.1.1 llb CONCLUSIONES

4 Los genes evaluados (fnbpA, fnbpB, isdD, hla, spa, psmA1A2, agrA, hid) en un
mismo clon tienden a estar elevados respecto a su condicion inicial después de 10 dias

de supervivencia en una superficie inerte como melamina.

v En aislamientos caracterizados como Al-ST5-I-t149, la expresion de los genes
isdD y hla se encuentra incrementada 40 y 35 veces, respectivamente, a los 10 dias de

supervivencia respecto de su condicion inicial a las 24 h.

4 En el clon C1-ST100-1V-t002 isdD representa un nivel de su expresion 43 veces

superior que su condicion inicial.

Los genes isdD (codificante de un factor relacionado al transporte de hierro) y hla
(descripto y relacionado con la formacién de biofilms) podrian ser necesarios para una

mayor supervivencia a lo largo del tiempo (persistencia) en superficies inertes (melamina).
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12.41lc Resultados

12.4.1 Evaluacion de la expresion diferencial de genes relacionados a la

adhesion, biofilm y expresion de requladores globales de S. aureus, en

clones MRSA epidémicos, en el estado de biofilm.

Considerando que la formacion de biofilm como una estrategia adaptativa de
Staphylococcus aureus ha sido descripta en varios estudios [92, 94, 96, 174-176]. Se
decidi6 abordar el ensayo del mismo con el objeto de indagar la existencia de una posible
relacion entre el establecimiento de los clones circulantes en nuestra region y el biofilm

como medio de supervivencia y persistencia en las superficies ambientales.

En primera instancia el ensayo fue realizado a grupos de aislamientos
pertenecientes a los principales clones diseminados en Argentina. Si bien se observo que
no hay una asociacién clara entre capacidad de formar biofilm y linaje, se detecté que las
cepas pertenecientes al clon CA-MRSA 11-ST5-IV presentaron una capacidad fuerte a
moderada de formar biofilm (Figura. 34) es por ello que se decidié evaluar capacidad de
formar biofilm a un nimero mayor de cepas del pulsotipo |, linaje ST5 y SCCmeclV (55
aislamientos). En esta oportunidad, se detecté que aquellos aislamientos I-ST5-IV que
presentaron el tipo spa t311 desarrollaron fenotipos de fuertes formadores de biofilm y
gue aquellos ST5-1V con el tipo spa t002 fueron clasificados como débiles formadores
(Figura 35).
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Figura 35: Formacién de Biofilm: comparacién entre las diferentes familias

clonales. Bajo cada gama de colores se indican los aislamientos pertenecientes a

la misma familia. Barra gris: control positivo dé biofilm S aureus (ATCC 35556).

Barra de color negro: control negativo de biofilm (ATCC S epidermidis 12228). Se

mide DO del biofilm formado. Asg de biofilm tefiido con Cristal Violeta. Cada barra 124
representa la media de tres mediciones independientes + la DS. Las lineas rojas

marcan las categorias del fenotipo de biofilm débil, moderado y fuerte.
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4- FORMACION DE BIOFILM: COMPARACION

3 |- t002 (1175) ENTRE AISLAMIENTOS DEL CLON 1-5T5.1V
222 |- 1002 (1229) (6311 vs 1002)
E= |- t002 (1313) 3+ T

I |- t311 (1161)
I-t311 (1162)
I- 1311 (1167)
838 |- 311 (1173)
2z I-t311(1184) 14
I-t311 (1194)

ol AEE

1-ST5-1V-1002 1-ST5-1V-t311

Figura 36 Formacion de Biofilm: comparacion entre aislamientos del clon CA-
MRSA [-ST5-1V: 1002 vs t311 en 55 aislamientos estudiados. Se mide DO del
biofilm formado. Asg de biofilm tefiido con Cristal Violeta. Cada barra representa la
media de tres mediciones independientes + la DS.

El mecanismo mejor descrito de desarrollo de biofilm en S. aureus implica la
formacion de un polisacarido extracelular o poli-N- acetilglucosamina (PIA / PNAG). La
sintesis de PIA / PNAG estéa regulada por el locus de adhesion intercelular (ica), esta via
es llamada ica dependiente (70, 71, 72). Sin embargo también se ha se ha descripto que
S. aureus es capaz de formar biofilm por una via alternativa llamada ica-Independiente.
En este Ultimo mecanismo intervienen las proteinas de adhesion llamadas MSCRAMMs
(“microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules”) (69, 71). La
proteina A forma parte del grupo citado y ha sido implicada en la formacién de biofilm [91,
92].

Teniendo en cuenta que el spa t o tipo spa (tipificacion molecular por spa typing)
esta dado por el analisis de los polimorfismo que conforman la regién X del gen de la
proteina A y observando una relacion entre el spa t y el fenotipo de biofilm formado (fuerte
0 débil) surgid el interrogante de conocer si este biofilm se encontraba relacionado a
proteinas (ica independiente) o si presentaba un contenido polisacaridico en su estructura
(ica dependiente). Para responder esta pregunta se realizé un screening evaluando la
formacion de biofilm sobre una seleccion de aislamientos del clon 11-ST5-1V-t311, por un
lado en presencia de proteinasa K a fin de digerir las proteinas que pudieran estar

conformando el biofilm. Por otro lado en presencia de metaperyodato de sodio con el
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objeto de inhibir la formacién de polisacaridos en cuyo caso el biofilm dependeria de ica
(Figura 37).
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EVALUACION DE BIOFILM Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON PK Y METAPERIODATO DE SODIO

150+

B 11(142)
11(917)
11(868)
E 11(1336)
3 35556
-

Tratamiento Proteinasa K Metaperiodato

Figura 37: Evaluacion de la respuesta de biofiim al tratamiento con Proteinasa K y
Metaperiodato de Sodio. Se evalud porcentaje de formacion de biofilm tomando como 100%
el biofilm sin tratamiento. (Ver secciéon Materiales y métodos).

Al tratar el biofilm con Proteinasa K se impidi6 en alta proporcion la formaciéon
biofilm y lo contrario ocurrié en el tratamiento con metaperiodato de sodio sugiriendo un
importante contenido proteico en la estructura de biofilm de los aislamientos evaluados.

Seguidamente se estudid la expresion de diferentes genes que estarian
relacionados a la formacion de biofilm (entre ellos el gen de la proteina A). Para ello, el
experimento de biofilm fue repetido con el fin de poder extraer RNA desde la placa
multiwell. Paralelamente para poder tener un control de la expresion de genes en el
biofilm, se practicé la extraccion de RNA desde un cultivo del microorganismo en caldo
en fase exponencial y en fase estacionaria ya que ha sido descripto, que las proteinas
relacionados a la adhesion se expresan en fase exponencial y las toxinas en fase
estacionaria todo esto bajo el control del regulador global agr (208).

Se evaluaron aislamientos de los linajes de CA-MRSA cuyo biofilm fue
categorizado como fuerte-moderado: I-ST5-1V-t311; USA300-ST8-IV-t008 y sus variantes
detectadas ACME+ PVL+ / ACME+ PVL- / ACME- PVL- y también los clasificados como
débiles: N-ST30-1V-t019, I-ST5-1V-t002 y el clon HA-MRSA Cordobés-chileno A-ST5-I-
t149. Para calcular los cambios de expresion génica, se los comparé con el aislamiento
1579 [ST5-1V-t002], que fue categorizado como débil formador de biofilm. Con esta
estrategia aquellos genes involucrados en la formacion de biofilm se presentarian
incrementados en aislamientos que presenten fuerte o moderada capacidad de formar

biofilm.
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Se observo una falta de relacion entre los clones con capacidad fuerte o moderada
de formar biofilm (ST5-1V-t311 y ST8-IV-t008) y la expresion del gen spa y lo mismo se
evidencio con aquellos clones con débil capacidad para formar biofilm (ST5-1V-t002, ST5-
I- t149) (Figura 38).
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Figura 38:.Evaluacion de la expresion génica de spa en condiciones de Biofilm, Fase
Exponencial y Fase Estacionaria de aislamientos CA-MRSA con fuerte/moderada capacidad de
formar biofilm (linajes ST8-spat008 y ST5-spat311) y aislamientos CA-MRSA (ST5-spat002) y
HA-MRSA (ST5-spat149) con débil capacidad de formacion. Se grafica las veces de cambio
del gen spa respecto al aislamiento 1579 (débil formador de Biofilm) en la condiciones de
Biofiim, Fase Estacionaria y Fase Exponencial. RQ: cuantificacion relativa. Los nameros entre
paréntesis indican el niumero del aislamiento dentro del cepario.
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En cuanto a la expresion del gen hla se observé un incremento del mismo para
aquellos clones que presentaron una fuerte/moderado capacidad de formar biofilm (11-
ST5-1V-t311 y USA300-ST8-1V-t008) y por el contrario, en aquellos que fueron débiles
formadores se observé que no hubo cambios en la expresién génica o fueron muy bajas

las veces de cambio del gen evaluado (Figura 39).
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Figura 39:.Evaluacion de la expresion génica de hla en condiciones de Biofilm, Fase
Exponencial y Fase Estacionaria de aislamientos CA-MRSA con fuerte/moderada capacidad de
formar biofilm (linajes ST8-spat008 y ST5-spat311) y aislamientos CA-MRSA (ST5-spat002) y
HA-MRSA (ST5-spatl149) con débil capacidad de formacion. Se grafica las veces de cambio
del gen spa respecto al aislamiento 1579 (débil formador de Biofilm) en la condiciones de
Biofiim, Fase Estacionaria y Fase Exponencial en caldo. RQ: cuantificacién relativa. Los
ndameros entre paréntesis indican el nimero del aislamiento asignado dentro del cepario de
laboratorio.
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La proteina de unién a fibronectina A (FnbPA) es una proteina multifuncional que
promueve la adhesion a fibrindégeno, fibronectina y elastina y ha sido relacionada al
proceso de biofilm dependiente de proteinas [106, 177, 178].

En este ensayo los niveles de expresion del gen fnbpA estuvieron incrementados
en aislamientos caracterizados como CA-MRSA del linaje USA300-ST8-1V-t008 en todas
las condiciones evaluadas (Biofilm, Fase Estacionaria y Exponencial) sugiriendo ser una
caracteristica propia de este linaje (Figura 40). Esta relacion no se detectdé en
aislamientos del otro clon CA-MRSA con fuerte/moderada capacidad de formar biofilm
(ST5-1V-t311).
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Figura 40:.Evaluacién de la expresion génica de fnbpA en condiciones de Biofilm, Fase
Exponencial y Fase Estacionaria de aislamientos CA-MRSA con fuerte/moderada capacidad de
formar biofilm (linajes ST8-spat008 y ST5-spat311) y aislamientos CA-MRSA (ST5-spat002) y
HA-MRSA (ST5-spat149) con débil capacidad de formacion. Se grafica las veces de cambio del
gen spa respecto al aislamiento 1579 (débil formador de Biofilm) en la condiciones de Biofiim,
Fase Estacionaria y Fase Exponencial. RQ: cuantificacién relativa. Los numeros entre
paréntesis indican el nimero del aislamiento asianado dentro del cepario de laboratorio. 130
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El operén agr es el regulador maestro de la expresiébn de genes en S. aureus. La
expresion de agrA estuvo incrementada en ambos clones CA-MRSA con moderada/fuerte
capacidad de formar biofilm (I-ST5-1V-t311 y USA300-ST8-IV-t008) en el estado de biofilm
(Figura 41). Lo que sugiere que este regulador estaria involucrado con la capacidad de

formar biofilm, a través de diferentes vias, entre ellas hla y/o fnbA (clon USA300).
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Figura 41:.Evaluacion de la expresion génica de agrA en condiciones de Biofilm, Fase
Exponencial y Fase Estacionaria de aislamientos CA-MRSA con fuerte/moderada
capacidad de formar biofilm (linajes ST8-spat008 y ST5-spat311) y aislamientos CA-
MRSA (ST5-spat002) y HA-MRSA (ST5-spat149) con débil capacidad de formacion. Se
grafica las veces de cambio del gen spa respecto al aislamiento 1579 (débil formador de
Biofilm) en la condiciones de Biofiim, Fase Estacionaria y Fase Exponencial. RQ:
cuantificacion relativa. Los nimeros entre paréntesis indican el nimero del aislamiento
dentro del cepario.
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12.4.1.1 llc-CONCLUSIONES

4 Si bien no se evidencié una asociacion clara entre capacidad de formar biofilm y
linaje genético, se detectd una capacidad fuerte/moderada de formar biofilm en ciertos
clones CA-MRSA (I11-ST5-1V y USA300-ST8-1V).

4 En el clon CA-MRSA [1-ST5-IV-t311 se evidenci6 una capacidad fuerte a
moderada de formar biofilm posiblemente relacionada al tipo spa t311. Tratamientos con
proteinasa K y con metaperiodato de sodio sugieren un importante contenido proteico en
la estructura del biofilm de los aislamientos pertenecientes a este clon CA-MRSA 11-ST5-
IV-t31.

4 El analisis de la expresion diferencial del gen hla en biofilm de los diferentes clones
analizados, evidencié que la expresion de esta toxina estaria involucrada en la diferente

capacidad de formacion de biofilm en cepas clinicas.

4 No se observé la relacién hipotetizada entre mayor expresion del gen spa y el

fenotipo de fuerte formador de biofilm.

v Los niveles de expresion del gen fnbpA estuvieron incrementados en aislamientos
CA-MRSA del linaje USA300 ST8 en todas las condiciones evaluadas (biofilm, Fase
Estacionaria y Exponencial). Esta relacion no se detecté en aislamientos del otro clon
CA-MRSA con fuerte/moderada capacidad de formar biofilm (ST5-IV-t311) lo que

sugiere que puede ser una caracteristica propia del linaje USA300.

v La expresion del gen agrA en el estado de biofilm, coincidentemente se relacioné
con un incremento en ambos clones CA-MRSA que presentaron moderada/fuerte
capacidad de formar biofilm (I-ST5-1V-t311 y USA300-ST8-1V-t008), sugiriendo que el
regulador global agrA estaria involucrado con la capacidad de formar biofilm, a través de

diferentes vias, entre ellas hla y/o fnbpA (clon USA300).
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4 Se detectaron diferentes patrones de expresién de un mismo gen entre los
diferentes clones en el fenotipo de biofilm, lo que implica una gran variabilidad entre los

diferentes complejos clonales en las estrategias utilizadas para sobrevivir en biofilm.
v

12.5CONCLUSIONES GENERALES CUARTA PARTE

4 Supervivencia exitosa del clon HA-MRSA A1-ST5-1-t149 sobre la superficie

de melamina.

v Los genes isdD (factor relacionado al transporte de hierro) y hla (descripto y
relacionado con la formacién de biofim) podrian estar implicados en la mayor
sobrevida a lo largo del tiempo (persistencia) en el ambiente inerte (melamina) de
los clones A1-ST5-I-t149. Este resultado avalaria la persistencia de este clon a lo
largo de los afios en los hospitales.

v No hay una clara asociacion entre capacidad de formar biofilm y linaje

genético.

4 El clon CA-MRSA I[1-ST5-IV-t311 presenté una capacidad fuerte a
moderada de formar biofilm, con importante estructura proteica, posiblemente

relacionada al tipo spa t311.
4 Se observaron distintos patrones de expresion de un mismo gen entre los

diferentes clones en el fenotipo de biofilm, lo que implica una gran variabilidad

entre los diferentes complejos clonales.
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13 DISCUSION

S. aureus Resistente a la Meticilina representa un paradigma epidemiolégico,
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 diseminacion.
Su epidemiologia mostré una rapida evolucion, después de ser un patégeno con
multirresistencia a los antibioticos del hospital-(HA-MRSA), emergié en la comunidad-(CA-
MRSA) con caracteristicas genéticas diferentes, alta virulencia, transmisibilidad y sin la
multirresistencia asociada.

En Argentina, en los ultimos afios, >50% de los aislamientos hospitalarios de S.
aureus fueron MRSA. Esta alta prevalencia fue asociada a la diseminacién de un clon
epidémico HA-MRSA: Cordobés/Chileno (A-ST5-1-t149), identificado por nuestro grupo de
trabajo [144, 145]. Entre los afios 2001-2008, se produjo la emergencia y diseminaciéon de
un clon CA-MRSA-ST5-IV que produjo >80% de las infecciones de la comunidad. El
conocimiento del impacto de estas cepas CA-MRSA en los hospitales es limitado.

Sorprendentemente, no hay muchos estudios que hayan informado datos sobre
todos los tipos de infecciones por S. aureus en la poblacion general en la Ultima década,
cubriendo los aislamientos de nifios y adultos en los &mbitos comunitarios y hospitalarios
[179, 180]. Ademas, a diferencia de América del Norte y Europa, pocos estudios han
documentado la epidemiologia de la CA-MRSAs como causa de infecciones asociadas a la
atencion sanitaria en América Latina [155, 181-183].

En este trabajo de tesis, para abordar el objetivo general relacionado a determinar
el impacto epidemioldgico actual de las infecciones por CA-MRSA, en la Republica
Argentina, se llevd a cabo un estudio prospectivo transversal, multicéntrico, a nivel
nacional. Este estudio proporcioné la primera descripcion exhaustiva a nivel nacional
acerca de la epidemiologia de CA-MRSA; y HA-MRSA; como causa de ambos,
infecciones de inicio en la comunidad (CO) y de inicio en el hospital (HO) en Argentina. En
el mismo, los MRSA representaron el 55% 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 (71%) de los MRSA se
clasificaron como CA-MRSAg, mientras que el 29% como HA-MRSAg. Es importante
destacar que se detectd6 una proporcidn significativamente mayor de MRSA entre las
infecciones CO (58%: 52% fueron causadas por CA-MRSAg, y 6% por HA-MRSAg) que
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entre las HO (49%: 16% causadas por CA-MRSAg, y 33% por HA-MRSAG),
particularmente en nifios, en los pacientes sin HRF y en pacientes con infecciones de piel y
tejidos blandos. Por otra parte, mas del 50% de las infecciones asociadas a la atencion
sanitaria por MRSA (HA-MRSA) fueron causadas por los genotipos CA-MRSAg,
principalmente en pediatria (> 70%). Todos estos resultados demuestran el reservorio
creciente de infecciones por MRSA en la comunidad asociado a los genotipos CA-MRSAg

y su entrada al ambito hospitalario (Figura 9 y 10).

Para evaluar la evolucién de este fenbmeno en el tiempo en nuestro pais, hemos
realizado un andlisis longitudinal para investigar las tendencias en infecciones por S.
aureus entre 2001 y 2011 en Argentina (49.909 aislamientos clinicos de S. aureus de la
base de datos nacional, WHONET, Figura. 19 A-C). En este estudio se utiliz6 un criterio
microbiologico para diferenciar CA-MRSA [MRSA con resistencia (R) a ho mas de un
antibidtico (ATB)] de HA-MRSA, que fue validado con el criterio genotipico en este trabajo
de tesis (94.7% de sensibilidad, 92.4% de especificidad, 96.9% de valor predictivo positivo
y 87.8% de valor predictivo negativo). Los resultados de este estudio longitudinal sugieren
que la proporcion de MRSA aumenté significativamente del 39,7 % en 2001 al 52,1% en
2011 habiendo alcanzado el 55,2% en 2010. Este aumento estuvo, en gran parte,
relacionado con los tipos de cepas CA-MRSA (6,4% en 2001 a 38,9% en 2011), lo cual es
consistente con nuestro estudio transversal prospectivo. Todos estos resultados sugieren
fuertemente que en la Argentina, linajes tipicos CA-MRSA, ademas de representar un
reservorio creciente en la comunidad, parecen estar reemplazando a los clasicos clones
HA-MRSA como causa de infecciones HO. Estos relevantes hallazgos estan de acuerdo
con los modelos matematicos para predecir la sustitucion de las cepas HA-MRSA en
hospitales por la epidemia de genotipos CA-MRSA (163, 164), que contienen un SCCmec
menor (tipos IV 0 V) y con un bajo costo en su “fitness”o aptitud. Sin embargo, también se
sugirio la posibilidad de coexistencia de ambos, CA-MRSAg y HA-MRSAG [184].

Es importante destacar que, la multi-resistencia a otros antibiéticos ademas de los
B-lactamicos, se produjo exclusivamente en aislamientos con genotipos HA-MRSAg y 95%
de todos los aislamientos CA-MRSA; fueron sélo resistentes a no mas de un antibiético
no-B-lactamico. Por lo tanto la definicién fenotipica o microbiolégica utilizada en este
trabajo de tesis (andlisis longitudinal) fue significativamente asociada con la definicién
genotipica (P<0.0001) y correctamente identificO el 94% de todos los aislamientos de

MRSA. Este es otro importante aporte de este trabajo, ya que permite brindar una

135



DISCUSION

herramienta al Laboratorio de Microbiologia clinico de Argentina y posiblemente de paises
limitrofes, para evaluar la transmision de estas cepas, especialmente a nivel hospitalario,
contribuyendo al control de las infecciones de inicio en el hospital. 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 y tratamiento de las
infecciones por S. aureus. Por un lado para las infecciones detectadas en la comunidad ya
no se podrian utilizar los ATB B-lactamicos empiricamente, especialmente en nifios, y por
el otro, a nivel hospitalario habria mas opciones de tratamiento para las infecciones por
MRSA ya que las cepas CA-MRSA son sensibles a un nimero mayor de ATB no-B3-
lactdmicos que las cepas HA-MRSA, sin dejar de tener en cuenta la incrementada
capacidad natural de este patdgeno de adquirir diferentes mecanismos de resistencia a
antibidticos. Si bien no se ha detectado resistencia a vancomicina, teicoplanina, tigeciclina,
fosfomicina y daptomicina (Tabla 4 y Figura 15), un importante hallazgo de este trabajo de
tesis fue la deteccién de niveles de prevalencia de resistencia intermedia (CIM= 2ug/mL) a
Ceftarolina: 6.4% para todos los S. aureus, con CIM50/90 de 0.25/1 ug/ml. Esta no
sensibilidad a Ceftarolina estuvo fuertemente asociada con los tipos clonales HA-MRSA:
ST5-I (Cordobes/Chileno) y ST239-1lIA (Brazilian) (Figura 17 y 18). Ceftarolina fue la
primera cefalosporina con actividad contra MRSA aprobado para su uso en los EE.UU en
el 2010, luego en Europa en el 2012. Es activo contra hVISA, VISA y S. aureus no
sensibles a daptomicina. Ha sido aprobado para el tratamiento de las infecciones
complicadas de piel y tejidos blandos y neumonia adquirida en la comunidad debido a
MRSA después de dos ensayos aleatorios doble ciego que demostraron no inferioridad a
los agentes de comparacion [185, 186]. Actualmente se esta evaluando su uso (con
resultados promisorios) para el tratamiento de bacteriemias y otras infecciones
complicadas (169). ElI CLSI (“Clinical and Laboratory Standards Institute”) definié puntos de
corte clinicos para ceftarolina contra S. aureus, incluyendo MRSA (sensible <1 pg / ml,
intermedio 2 ug / ml, resistente 24 pg / ml). Los datos de estudios de vigilancia
internacional sugieren que aislamientos de MRSA non-sensibles a ceftarolina son raros. Un
reciente estudio en hospitales de Bélgica, sélo detectd una tasa del 5% (4 aislamientos)
gue pertenecieron a los linajes CC5 (n= 1), CC22 (n= 2) y CC8 (n= 1). Dos aislamientos
(CC22 y CC8) llevaron mutaciones en mecA, asi como en otros genes pbp. Los
aislamientos restantes portaban mutaciones en genes pbp nativos o en gdpP [187]. Sin
embargo, otro estudio de vigilancia, en este caso en China, encontré que la tasa de no

sensibilidad a ceftarolina (CIM de 2 yg / ml) entre los aislamientos de MRSA que causaban
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infecciones de piel y tejidos blandos fue extraordinariamente alta (33,5%) y asociada a los
clones HA-MRSA predominantes en China del CC8 (particularmente ST239-IIl) y en menor
proporcion (4,8%) al CC5 (ST5-1l) [188]. Otro estudio ya detectd la emergencia de
resistencia a Ceftarolina durante el tratamiento de una caso de osteomielitis (CIMniciai 0,75
pg / mly ClMpesiate 4 @ 8 pg / ml) con falla clinica. La secuencicion del genoma completo
del aislamiento inicial y aquellos recuperados en el seguimiento mostré que todos
pertenecian al linaje ST5-1l y se encontraron alteraciones en el dominio de unién a
penicilina de la PBP2a (Glu447Lys y Ala601Ser) [189]. Es importante destacar, que en este
trabajo de tesis se ha demostrado la existencia de resistencia intermedia a Ceftarolina en
cepas detectadas en Argentina que nunca habian estado expuestas a este ATB. Una
perspectiva posterior a este trabajo de tesis es analizar los mecanismos de resistencia a
Ceftarolina detectado en estas cepas y la evaluacion del significado clinico de esta
resistencia Intermedia. Todos estos resultados avalan la vigilancia molecular en el tiempo
de estas infecciones.

En este estudio, en Argentina, las caracteristicas socio-demogréficas especificas
(hacinamiento, convivencia con = 5 personas y desventaja econdmica) se asociaron con
infecciones por cepas CA-MRSAg, lo que estuvo en acuerdo con estudios anteriores en
otros paises [11]. Sin embargo, el analisis multivariado mostré que las infecciones por CA-
MRSAg, solamente se asociaron independientemente con infecciones en la comunidad,
particularmente SSTI, en los pacientes mas jévenes (<19 afios) sin comorbilidades.
Ademas, los tipos de cepas CA-MRSA; detectados en este estudio también causaron
infecciones invasivas, particularmente osteomielitis y neumonias severas en personas
sanas, lo que avala la naturaleza virulenta de los genotipos CA-MRSAs que predominan en
Argentina.

La entrada de los CA-MRSAg en los hospitales en Argentina, requeriria la
aplicacion de nuevas estrategias de control de infecciones, seguin lo aconsejado en otros
trabajos [154]. Ademas hay evidencias que las cepas CA-MRSAg pueden causar
enfermedades mas graves que las cepas HA-MRSA ¢ [118]. En este estudio, en nuestro
pais, entre las infecciones HO, los genotipos CA-MRSAg comparados con los HA-MRSAg
se asociaron solo independientemente con infecciones en nifios (especialmente menores
de 1 afio) y todos los demés factores clinicos y demogréficos evaluados no produjeron
diferencias estadisticamente significativas. Ademas, las infecciones HO causadas por CA-
MRSAg, como aquellas producidas por HA-MRSAg, fueron méas propensas a ser

enfermedades no relacionadas con la piel y a ocurrir en pacientes con enfermedades
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concomitantes, que las infecciones CO causadas por CA-MRSAg. Estos resultados apoyan
las siguientes afirmaciones: i) Las cepas CA-MRSAg se asemejan en su comportamiento a
las cepas HA-MRSA; cuando entran en los hospitales, como ya se sugiri6 en otros
trabajos [190], [181, 191], ii) la poblacién pediatrica, sobre todo <1 afio, se mantiene como
el mayor grupo de riesgo de las infecciones HO causadas por CA-MRSAg, lo cual acuerda
con un informe reciente de USA [192].

Por otro lado, en concordancia con estudios previos [11, 154] los pacientes
infectados con HA-MRSA tuvieron tasas significativamente més altas de la mayoria de los
HRF en comparacion con aquellos infectados con CA-MRSAg. Sin embargo el 31% de los
pacientes con infecciones CO por CA-MRSAG tenia al menos un HRF. Esto no so6lo pone
de relieve las limitaciones de las definiciones epidemioldgicos, sino también de las
clasificaciones genotipicas para definir reservorios epidemioldgicos y muestra que tanto los
datos de caracterizacion molecular y los datos epidemiolégicos tienen que ser
considerados en conjunto cuando se realiza la vigilancia de las infecciones por S. aureus.

Las caracteristicas moleculares y la resistencia a los ATB no B-lactamicos de los
aislamientos (Tabla 2) que pertenecen a cada uno los dos principales clones CA-MRSA
(ST5-IVa-PVL *-t311 y ST30-IVc- PVL'-t019), que representaron el 90% de los
aislamientos CA-MRSA (45% cada uno) y a los dos grandes clones HA-MRSA (ST5-1-t149
y ST100-IVNv-t002) fueron reportados, en gran parte, en trabajos previos de nuestro grupo
(134). Cabe destacar que el clon CA-MRSA ST30-IV-PVL", tiene menores tasas de
resistencia que su homdlogo ST5-IV-PVL" a eritromicina (12% vs. 28%) y clindamicina (8%
vs. 24%), lo cual tiene importantes implicaciones para el tratamiento antimicrobiano
empirico, particularmente para las infecciones de piel y tejidos blandas de la comunidad.

Dentro de los marcadores moleculares analizados, el gen sasX codificado en un
elemento genético mévil, no fue identificado en ninguno de los clones MRSA analizadas en
este estudio. Esto es consistente con el hallazgo de que, aunque sasX fue reconocido
recientemente como un factor crucial en relacion con el éxito epidemioldgico de clones de
MRSA en el ambito hospitalario en China (particularmente ST239-11l), estaba ausente de
otras importantes cepas de MRSA provenientes de diferentes clones y origenes
geograficos [134]. Es probable que los aislamientos sudamericanos asociados al clon
MRSA ST239-Ill se agrupan dentro de un “clado” o grupo filogenético uniforme muy distinto
al que se agrupan los aislamientos de Asia [18]. Aunque el clon brasilero HA-MRSA
(ST239-1l1A), solo representa el 6% de las infecciones HO en Argentina, seria

recomendable la vigilancia en el tiempo para la deteccidén de sasX.
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El clon Cordobes/chileno HA-MRSA ST5-1 se extendié desde el Sur (Argentina y
Chile) al norte de América Latina a través de la region andina (Peru, Ecuador, Venezuela y
Colombia), asi como en Paraguay y Brasil [143, 144, 146, 152, 193]. En este estudio,
representd el 66% de los genotipos HA-MRSAg. Por lo tanto, en Argentina, las infecciones
HO se asocian con este clon HA-MRSA principalmente en adultos (47% de toda la
poblacién y 61% de los adultos), pero seguido por el clon CA-MRSA-ST5-IVa-PVL", en
particular en nifios (20% de toda la poblacién, 46% para los nifios).

Por otro lado, dos clones CA-MRSA: ST30-IVc-PVL" y ST5-IVA-PVL" han
representado el 46% y el 37% de las infecciones CO-MRSA en toda la poblacion,
respectivamente. Sin embargo, el clon ST30-IVc-PVL" fue predominante en los adultos
(51%), sobre todo en aquellos que no tienen HRF (69%) en el afio anterior y el clon ST5-
IVa-PVL" en los nifios (50%), ambos con (58%) y sin (47%) HRF.

Todos estos resultados sugieren fuertemente que ST5-IV-PVL® es el clon CA-
MRSA dominante, que ha entrado al ambito hospitalario, en sustitucion del clon
Cordobés/chileno HA-MRSA, especialmente en pediatria. Una situacion semejante fue
descrita en la ciudad de Medellin (Colombia), en el que el clon Cordobes/Chileno esta
siendo desplazado en el ambito hospitalario, pero en este caso, por el clon USA300-LV
[155]. La transmision en el hospital del clon CA-MRSA ST5-IV-PVL® constituye una
preocupaciéon para la salud publica debido a: i) su alta transmisibilidad en la comunidad
[152, 153], ii) su gran capacidad de causar infecciones invasivas particularmente en nifios y
i) su capacidad para expresar lo fenotipos h-VISA y VISA, [153, 193], siendo la
vancomicina todavia, el principal pilar del tratamiento para las infecciones invasivas por
CA-MRSA [194, 195].

Este trabajo también demuestra las preferencias de edades de dos clones
pertenecientes a CC5 (ST5-IV-PVL + y ST5-1). Las asociaciones entre los genotipos de S.
aureus y la edad del paciente han sido recientemente descrita en ciertos linajes MSSA
(CC5 0 CC45) [196] y en algunos clones de MRSA [197, 198].

La cobertura nacional de nuestro estudio permitié detectar una mayor proporcion de
MRSA en el norte (81%), que en Centro (53%) y en el sur de Argentina (29%). Por otra
parte, la incidencia de MRSA fue 3.6 veces mayor en el Norte que en el Sur del pais. Este
hallazgo estuvo, en gran parte, relacionado con la propagacion de las cepas de tipo CA-
MRSAG en el Norte (72%) en comparacion con el sur (15%) de Argentina, con una tasa de
CA-MRSA 6,2 veces mas alta en el norte (principalmente debido al clon ST30-1V) que en

regiones del sur. Esta situacion podria indicar que este clon CA-MRSA se esté extendiendo
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no sélo desde Uruguay [153, 181], sino también desde otras regiones vecinas en el norte y
noreste de la Argentina, como Brasil, donde es altamente prevalente en la comunidad
[199]. De acuerdo a nuestro conocimiento, no hay datos sobre infecciones por CA-MRSAg
en Bolivia y en Paraguay. Ademas, mientras que el sistema de salud argentino asegura
una cobertura bésica, los niveles de acceso estan particularmente relacionados con las
diferencias econdémicas de cada region. De acuerdo con los indicadores generales y de
salud, el noreste y el noroeste argentino son las regiones mas pobres (PNUD, 2010). Entre
probables importantes factores que podrian estar involucrados en la propagacion de las
cepas CA-MRSA; en la region norte de Argentina se pueden enumerar: nivel
socioecondmico mas bajo (bajo condiciones de hacinamiento), 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.

Los resultados de este estudio estan de acuerdo con resultados de otro trabajo
[200], que muestra que el clon ST30-IV CA-MRSA ha sido el mas frecuente causante de
infecciones invasivas de inicio en la comunidad, durante 2010-2011, en la poblacion adulta
sin factores asociados al cuidado de la salud, en Argentina [200]. Sin embargo, ese estudio
[200], es limitado no sélo en el &mbito geografico (regién central), sino también en la
poblacion analizada (s6lo adultos sin HRF con infecciones de inicio en la comunidad).

Otro hallazgo importante de nuestro estudio fue la identificacion del clon CA-MRSA
ST72-IV-PVL como un clon menor (3% del total de todos los MRSA) a diferencia de Corea
del Sur, donde este clon, fue descripto como el principal clon CA-MRSA [200]. Este clon
también ha entrado en hospitales causando el 7% de infecciones HO, principalmente en
ninos (25%).

El clon USA300 (ST8-1V), que representa el mas importante clon epidémico CA-
MRSA internacional, es el mas frecuente clon de MRSA causante de infecciones CO y HO
en los EE.UU. Ahora es la cepa CA-MRSA dominante también en otros paises y ha sido
identificada en todos los continentes excepto en la Antartida (188). La variante, USA300-
0114 (ACME") es la dominante en los EE.UU y la variante Latino-Americana o USA300-LV
(ACME) es dominante en el norte de América Latina [143, 153, 158, 193]. En Argentina, a
diferencia del norte de América del Sur, la variante USA300-LV se mantiene como un clon
menor desde el afio 2007 (4 casos) [153] y en este estudio sélo se identificaron 4 casos
con un alto grado de diversidad genética. Por lo tanto, estos resultados sugieren que
habria otros factores, sociodemograficos, socioecondémicos, ambientales y de etnia,

ademas de los factores bacterianos, relacionados con la competencia entre clones
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epidémicos por el mismo nicho ecoldgico que podrian influir en su propagacion, aunque se
necesitan mas estudios para confirmar esta hipotesis. Es importante destacar que en este
trabajo, también se identificO una cepa con todas las caracteristicas de la variante
USA300-0114-ACME”, lo que representa el primer caso en la Argentina de una infeccion
por CA-MRSA causada por esta cepa altamente virulenta y transmisible. Este aislamiento
se recuper6é a partir de un paciente de 30 afios, previamente sano con SSTI sin
complicaciones, quien viajé a los EE.UU en el afio anterior, lo que sugiere que este clon
probablemente fue importado de ese pais. Se debera analizar en el futuro, si esta cepa se
propagara en Argentina y en qué medida tendra impacto en las tasas de enfermedad y
mortalidad.

Si bien el linaje CC121 de MSSA es una causa comun de SSTI en todo el mundo y
uno de los linajes dominantes de S. aureus, los aislamientos de MRSA de este linaje son
muy raros (189). Recientemente, dos aislamientos recuperados en pacientes pediatricos
no relacionados de Camboya con infecciones asociadas a la comunidad fueron MRSA del
CC121/ ST121-V-PVL" [173]. En este trabajo pudimos identificar aislamientos CA-MRSA
pertenecientes a CC121 en Argentina. Una de esas cepas se caracteriz6 como ST1210
(SLV de ST121), spa-t812, SCCmeclVE, PVL", eta” y etb™, y el otro como ST121, spa
t159, SSCmecV, pvl, eta’y etb”. Ellos fueron recuperados a partir de nifios, el primero con
infecciones de piel profunda (abscesos) y el segundo con una infeccion de piel superficial
(impétigo). Por otra parte, también fueron identificados en Argentina (Cordoba), seis meses
antes de este estudio, en nifios con osteomielitis, dos cepas CA-MRSA pertenecientes al
CC121/ST1210 spa-t645, SCCmeclVE, PVL", eta , etb” [201]. Las caracteristicas de
todos estos casos avalan la naturaleza mutuamente excluyentes de los genes eta/etb con
los genes pvl en el linaje CC121 y la asociacion de infecciones superficiales de la piel con
la presencia de las toxinas exfoliativas ETA y ETB y de infecciones profundas con la toxina
PVL (190). Por otra parte, un estudio reciente (190) report6 la presencia de un “clade” o
gupo filogenética dentro del CC121 (clade C) asociado geograficamente con América del
Sur y Central, en el cual se detectaron varios tipos spa como spa-t159 y spa-t645 y
aislamientos tanto eta/etb’-pvl” y eta/etb -pvl’. Por lo tanto, se puede hipotetizar la
aparicion local de los clones CA-MRSA en el linaje CC121 en Argentina a través de
adquisiciones independientes de diferentes tipos SCCmec (IV y V) por ancestro “clade C”
del CC121.

Cabe destacar, que en este estudio también se identifico al genotipo ST97-1V como

un clon CA-MRSA menor o esporadico. Es importante sefialar que este clon esta
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probablemente relacionado con clones CA-MRSA epidémicos humanos que provienen de
infecciones en el ganado bovino del linaje CC97 de S. aureus que “saltaron” al humano
[150, 172]. Por lo tanto, este hallazgo sugiere que la ganaderia, uno de los grandes pilares
de la economia argentina, puede ser un reservorio adicional de cepas de MRSA. Sin
embargo, seria necesaria la vigilancia molecular regular, en el pais, de la microbiota en el
ganado para demostrar esta hipotesis.

Una vez analizadas las caracteristicas moleculares de los clones de MRSA, en la
tercera parte de esta tesis nos propusimos identificar los principales linajes genéticos de
MSSA en Argentina y su relaciobn genética con clones epidémicos internacionales de
MRSA, para analizar el posible surgimiento local o diseminacion desde otros paises
limitrofes de los clones CA-MRSA detectados en nuestro pais. A diferencia del MRSA,
sorprendentemente se conoce poco sobre la evolucién clonal de S. aureus sensible a
meticilina (MSSA), aunque estas cepas son responsables de la mayoria de las infecciones
por S. aureus. Para determinar genéticamente la relacién evolutiva de los genotipos CA-
MRSAg, con clones de S. aureus sensibles a meticilina (MSSA) detectados en nuestro pais
se analizaron las caracteristicas moleculares de un grupo de S. aureus sensibles a
Meticilina (MSSA) detectadas en el estudio multicéntrico. Esta muestra fue, representativa
de las infecciones de inicio en la comunidad y en el hospital, de pediatria y de adultos y de
las diferentes regiones del pais. Como ya se describié en otros estudios previos [202] se
evidencié una elevada diversidad genética en las cepas de MSSA (65 diferentes tipo spa (t
) (tabla 11) agrupados dentro de 12 CC segun MLST) aunque se detect6 el predominio del
CC5 con los tipos spa relacionados t311 y t002, (20%) seguido por el CC30 con los tipos
spaA t012, t021 y t018 (16%). Ambos distribuidos en todo el pais, el primero mas
prevalente en el norte y centro del pais y el segundo en el Sur. Al comparar los
aislamientos de MRSA y los de MSSA pertenecientes al CC5 se demuestra que comparten
los mismos tipos spa (t311 y t002) y pulsotipos altamente relacionados, lo que sugiere que
éstos estan estrechamente relacionados. Al contrario, el tipo spa t019, que caracteriz6 al
99% de los aislamientos pertenecientes al clon CA-MRSA diseminado especialmente en el
Norte y centro del pais (clon CA-MRSA N-ST30-1V-t019) no fue detectado entre los MSSA.
Estos resultados sugieren que el clon CA-MRSA ST5-IV-t311 habria emergido en esta
region a partir de su par MSSA exitoso, y posiblemente lo mismo habria sucedido con el
clon HA-MRSA ST100-IVnv-t002. En cambio, el clon CA-MRSA N-ST30-IV-t019 no habria

surgido en la region sino que seria el resultado de la diseminacion desde paises vecinos

142



DISCUSION

desde el norte y este del pais, como Uruguay donde estd descripto como un clon
epidémico, Brasil y Paraguay (Figura 24 y Figura 25).

Los CC restantes también mostraron una relacion genética estrecha entre el MSSA
y MRSA considerando el pulsotipo, tipo spa y ST. Entre los CC que comparten
aislamientos MSSA y MRSA con los mismos tipos spa y el mismo ST podemos mencionar:
ST72y 1148 (CC8), ST1y t127 (CC1), ST88 y t186 (CC88), ST97 y t359 (CC97) y ST121y
t159 (CC121). También detectamos MRSA y MSSA caracterizados como ST8 con spa t008
en el CC8, las cuales son las caracteristicas genéticas del clon epidémico mas diseminado
en EEUU: USA300. Sin embargo, se detectaron cuatro diferentes subtipos de SCCmec IV
a partir de cinco aislamientos de MRSA con el spat008, indicando adquisiciones
independientes en el ancestro MSSA. Estos resultados apoyan la hipotesis acerca de la
aparicion local y continla de nuevos clones CA-MRSA a partir de linajes exitosos de
MSSA, hipétesis también sugerida en Europa para el linaje ST8 (MRSA USA300 USA300-
LV), ST72 (MRSA ST72-IV) y ST59 (MRSA ST59-1V) [203, 204]. A este surgimiento
continuo de nuevos clones CA-MRSA se suma la diseminacién de clones epidémicos en
diferentes regiones como es el caso clon ST30-1Vc detectado en nuestro pais (este trabajo)
y en Europa [203]. Ambos mecanismos aportan a la creciente resistencia a los antibiéticos
beta-lactamicos a nivel mundial. Estas hip6tesis estan comenzando a ser aclaradas a nivel
mundial, particularmente el caso del clon USA300 a través de la utilizacién de la secuencia
del genoma completo [24].

En Argentina existe un programa nacional de epidemiologia y control de infecciones
nosocomiales (VIHDA, Ministerio de Salud y el Gobierno de Argentina, INE y ANLIS,
http://www.vihda.gov.ar/), que cubre casi todas las regiones el pais. Los objetivos del
programa VIHDA incluyen el establecimiento de normas y directrices para el control de las
infecciones nosocomiales, segun datos nacional. Teniendo en cuenta los resultados de
este estudio, en nuestro pais se deberian desarrollar intervenciones en los hogares para
controlar la diseminacion de estas infecciones por CA-MRSAg en la comunidad y también
podria ser beneficioso llevar a cabo acciones coordinadas entre médicos y veterinarios.

Los puntos fuertes de este estudio incluyen el disefio prospectivo, la extension de la
informacion socio-demogréfica y clinica recogida en todo el pais y la extensa
caracterizacion molecular de las cepas causantes de infecciones. Sin embargo, se deben
considerara algunas limitaciones. La definicibn de las infecciones por el genotipo CA-
MRSAg de inicio en el hospital est4 basada en el tiempo transcurrido entre el ingreso a la

institucion y el cultivo de la muestra clinica. Como no se realizaron cultivos de vigilancia al
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ingreso rutinariamente, no hay una manera confiable de determinar el tiempo real y el
origen de la adquisicion de las cepas de MRSA, lo que implica que un error en la
clasificacion puede ser posible. Sin embargo, 32 de los 34 casos de infecciones por CA-
MRSAG de inicio en el hospital se agruparon en micro-brotes de infecciones causadas por
el mismo genotipo en solo 9 de 66 hospitales en un mes. Ademas, ningun paciente tratado
por una infeccion por CA-MRSAg de inicio en la comunidad estuvo presente al mismo
tiempo y en el mismo servicio o sala, donde se detectaron estos microbrotes. De esta
manera, es poco probable que estos casos de infecciones HO causados por las cepas CA-
MRSA; fueran adquiridas fuera del hospital o por transmision cruzada de un paciente con
una infeccion por CA-MRSA de inicio de la comunidad y hospitalizado en el mismo lugar y
al mismo tiempo.

En conclusién, los resultados de este estudio fuertemente sugieren la rapida
aparicion e introduccion de las cepas CA-MRSA en hospitales de Argentina, suplantando
a los tradicionales linajes HA-MRSAg, junto con un reservorio creciente en la comunidad.
Es importante destacar, la conclusién que las cepas CA-MRSAg se comportan en forma
similar a las cepas HA-MRSAs cuando estan dentro de los hospitales, lo cual era un gran
interrogante y preocupacién en Salud Publica.

Mientras que dos clones CA-MRSA se difundieron en el entorno de la comunidad, el
clon ST30-IV-PVL" y el clon ST5-IV-PVL", este (ltimo parece estar extendiéndose también
a los hospitales, en sustitucién del clon Cordobés/Chileno HA-MRSA ST5-1, principalmente
en nifos.

Por medio de la vigilancia molecular y clinica local de las infecciones por MRSA,
nuestro estudio aporta a la literatura existente, informacién acerca de los factores
asociados con la diseminacion de clones CA-MRSA en la comunidad ademés de la entrada
y la transmisibilidad en los hospitales. Estas contribuciones seran Utiles especialmente en
los nifios, para evaluar las estrategias de control y prevencion de las infecciones por
MRSA, tanto en la comunidad como en los hospitales.

Entre los factores que podrian contribuir a la capacidad de un microorganismo para
diseminarse y mantener su prevalencia en el tiempo se encuentran aquellos involucrados
con la colonizacion del huésped, multiplicacion sobre la superficie epitelial y mucosa,
invasividad y capacidad de sobrevida intracelular, capacidad de sobrevivir en el ambiente,
tanto en los hospitales como en los hogares y resistencia antibidtica. La supervivencia en
el medio ambiente tiene un papel crucial en la transmision y propagacion, ademas de servir

como un reservorio para la diseminacién con implicancias publicas negativas para la salud.
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En los establecimientos de salud, esta supervivencia se produce en superficies
tocadas por los pacientes y los proveedores de atencion médica, por este motivo, en este
trabajo de tesis, se eligio la melamina, una material utilizado en la mayoria del mobiliario de
los hospitales y hogares, como superficie inerte para evaluar la supervivencia de las
diferentes cepas de S. aureus. Si bien varios investigadores han estudiado la supervivencia
en diferentes materiales inertes [75, 76, 205, 206], no hay estudios en los que se analice
una posible relacion entre supervivencia y linajes genéticos de S aureus con la intencién de
buscar una respuesta a la exitosa adaptacion de los clones epidémicos de nuestra
geografia. Es por ello que los objetivo de esta etapa del trabajo estuvieron dirigidos a
evaluar la proporcion de supervivencia en melamina entre diferente clones de MRSA
epidémicos. En primera instancia, se demostré que diferentes aislamientos clinicos con el
mismo “background” genético (pulsotipo, tipo spa y tipo de SCCmec) o familia clonal tenian
el mismo comportamiento y no era una caracteristica de cada cepa (Figura 27).También se
evidencié una disminucién de la supervivencia a lo largo del tiempo similar en todos los
clones. Sin embargo, los clones HA-MRSA: A1 ST5-SCCmec I-t149 y C1 ST100-IVnv-t002
presentaron un comportamiento de una significativa mayor supervivencia (P <0,05) hacia el
dia 40 comparada con los demas clones tanto HA-MRSA (ST239-1ll-, NY/J ST5-1l) como
CA-MRSA (ST5-1V, ST30-IV y USA300) (Figura 28) y aislamientos esporadicos. La
comparacion de la sobrevida de ambos HA-MRSA evidencié que, si bien, existe una
tendencia de ambos a disminuir hacia el dia 40, en este punto la supervivencia de A1-ST5-
I-t149 fue significativamente mayor a la de C1-ST100-IV-t002 (Figura 29). El tiempo de
supervivencia de MRSA total (sin distincion de linaje) concuerda con otros trabajos en los
gue se observé que el microorganismo continta sobreviviendo mas alla de los 9; 11y 12
dias en fomites hospitalarios (tablas de plastico, mesa laminada y tela respectivamente)
[206]. Observaciones similares fueron reportadas por otro investigadores [205] que
demostraron que varias cepas de S. aureus sobrevivieron en pisos de vinilo durante 40
dias. Si bien hay datos de supervivencia de S. aureus, no se ha reportado que se haya
investigado posibles diferencias entre clones epidémicos y aislamientos esporadicos,
genéticamente caracterizados que permita asociar una mayor sobrevida en el ambiente
como reservorio de transmision de clones epidémicos.

Para encontrar una posible explicacion a la incrementada supervivencia ambiental
del clon Cordobés-Chileno [A-ST5-I-t149] en comparacion con los demas clones, se evalué
durante 10 dias de persistencia en la placa de melamina la expresion de genes

relacionados a i) biofilm-adhesion (hla, spa, fnbpA, fnbpB, psmA1A2) ii) a la subsistencia
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referida a la metabolizacién de nutrientes como el hierro (IsdD) vy iii) a la regulacion global
(locus agr: agrA). De este analisis resulté que si bien todos los genes evaluados estuvieron
incrementados a los 10 dias, respecto de su condicién inicial 24h, hla e IsdD presentaron
mayor cantidad de veces de cambio (35 y 40 veces respectivamente) en el clon A1-ST5-
SCCmecl-t149 que en los demas clones analizados. También el clon C1-ST100-
SCCmeclVnv-t002 present6 niveles de IsdD, 43 veces mas altos, al dia 10, con respecto a
las 24h. (Figuras 34a y 34Db).

La implicancia de la alfa-toxina, codificada en el gen hla, en la formacién de biofilm en
superficies abioticas fue descripta por O'Toole GA y cols. [207], avalando la expresion
incrementada de hla en el periodo de persistencia a los 10 dias si se supone que S.aureus
persiste en melamina en estado de biofilm. De esta manera la mayor expresion de hla
demostrada en el clon A1-ST5-SCCmecl-t149 podria estar relacionada a la mayor
supervivencia demostrada en el ambiente inerte. Por otro lado, en un reciente estudio,
[208] se ha descripto una fuerte correlacion entre los polimorfismo genéticos del hla
(agrupados en genotipos) y los diferentes complejos clonales de S.aureus. En base a este
dato, futuros estudios, sobre el polimorfismo de hla de clones diseminados en nuestro pais
y su relacién con supervivencia en el ambiente como reservorio de epidemicidad podria ser
investigado para esclarecer el comportamiento de este microrganismo.

El hierro es esencial para los procesos fisioldgicos bacterianos basicos, como el
transporte de electrones y la sintesis de nucle6tidos, aunque también puede ser toxico, por
lo cual las concentraciones homeostéticas deben mantenerse rigurosamente [104]. Es por
ello que las bacterias expresan una multitud de maneras complejas y frecuentemente
redundantes para adquirir hierro. Entre estos sistemas, el Isd (“iron-regulated surface-
determinant” o determinante de superficie regulado por hierro) es el mejor caracterizado
entre los patdégenos Gram positivos para capturar hierro desde el grupo heme [104]. Por lo
anteriormente expuesto e interesados en indagar sobre la subsistencia de S.aureus sin
aditamentos nutricionales en una superficie inerte se decidié evaluar la expresion del gen
isdD (componente del sitema isd), que aunque su papel no se ha determinados de manera
concluyente, su homaologo se encuentra ausente en los genomas de otros patégenos Gram
positivos [104]. Si bien no hay estudios que hayan evaluado el sistema Isd en superficies
inertes, si los hay sobre modelos animales (199) y sobre diferentes medios de cultivo y
suero [209]. El aumento observado en los niveles de expresion de IsdD (para los clones
hospitalarios A-ST5-1 y C-ST100-1Vnv) durante la persistencia en la placa de melamina,

sobre la cual se supone que hay una carencia de hierro, estaria en concordancia con otros
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autores [209] , quienes describen que ante la carencia de hierro existiria un aumento de los
sistemas implicados en la toma del mineral y de los factores de virulencia que ayudarian a
secuestrar hierro de los tejidos o células del huésped.

De modo que la pregunta que nos ocupa, ante este escenario, es si ¢estos clones (del
linaje CC5) establecido en los hospitales, tienen més capacidad de buscar hierro ante una
necesidad del mismo?, ¢Este incremento en el nivel de expresion los hace mas
competentes respecto al resto de los clones evaluados? Son posibles hip6tesis que nos
proponemos seguir investigando en nuestro grupo de trabajo. Segun Berit Schulte y cols.,
en general, la razén del éxito de los aislamientos pertenecientes al CC5, como linajes
asociados con el hospital, no estd claro. Especialmente porque los datos de la
secuenciaciéon del genoma completo no revelaron ninguna mutacién obvia dentro del
genoma central que pudiera estar asociada con este rasgo [210]. En futuros estudios sera
necesario evaluar si se produce el mismo comportamiento (incremento del nivel de
epresion del gen IsdD) sobre diferentes aislamientos pertenecientes al mismo clon A-ST5-
I-t149 y al clon C-ST100-1Vnv-t002. Y en pasos posteriores lograr la mutante del gen isdD
en estas cepas clinicas, para evaluar si ser revierte el fenbmeno de mayor supervivencia
del clon A-ST5-1-t149.

La formacion de biofilm como una estrategia adaptativa de Staphylococcus aureus
ha sido descripta [89, 94, 175], por lo cual se decidié abordar el ensayo del mismo con el
objeto de indagar el biofilm como medio de supervivencia y persistencia en las superficies
ambientales de los clones de MRSA circulantes en nuestra region. El estado de biofilm
pudo ser categorizado en fuerte, moderado y débil para los diferentes aislamientos
estudiados. Los resultados de este trabajo demuestran que no hay una asociacién clara
entre capacidad de formar biofilm (fuerte, moderado y débil) y el tipo de linaje. Como
ejemplo, se detectd que en el mismo linaje CC5, estan presentes los clones categorizados
como débiles formadores de biofilm, como son HA-MRSA: A-ST5-I-t149 y C-ST100-IVnv-
t002, y también estan presentes aquellos clones caracterizado como fuertes 0 moderados
formadores de biofilm como el clon CA-MRSA-ST5-IV-t311 (Figura 35). También el CC8
(ST8-IV-USA300) presentd aislamientos con fenotipos de fuertes /moderados a débiles en
algunos casos. Todos los aislamientos evaluados para el CC30 fueron débiles formadores
de biofilm. Estos resultados son concordantes con los descriptos en otro trabajo llevado a
cabo con aislamientos clinicos de MRSA de Brasil [175].

Por otro lado, en el andlisis de 55 aislamientos pertenecientes al mismo clon CA-

MRSA: pulsotipo I-ST5-IVa, se detecté que aquellos que presentaron el tipo spa t311
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fueron categorizados como fuertes formadores de biofilm y aquellos con spa t002 débiles
(Figura 36). La posible relacién entre la mayor capacidad de formar biofilm y el tipo spa
también ha sido reportada recientemente para el spa-CC 064 (205). Después de evidenciar
que las diferentes capacidades de formar biofilm podrian estar relacionadas con los
diferentes polimorfismos de la regiones X de la proteina A (distintos tipos spa), surgio el
interrogante de conocer si este biofilm se encontraba relacionado a proteinas [90],
(mecanismo descripto como ica independiente en la literatura) o si presentaba un
contenido polisacaridico en su estructura (ica dependiente). Asi se evalud la capacidad de
formar biofilm de aislamientos representativos de este clon I-ST5-1IVa-t311 luego del
tratamiento con Proteinasa K y con metaperiodato de sodio (Figura 37). Estos resultados
demostraron un alto contenido proteico en su estructura avalando la hipétesis que en el
tipo de fenotipo (fuerte o débil formador) de biofilm podria estar implicada la region X del
gen de la proteina A de cuyo analisis de secuencia surge el tipo spa.

Ante la relacién sospechada se esperaria un intensificacién en la expresién del gen spa en
el estado de biofilm, sin embargo esta situacion no se observé (Figura 38). Este resultado
todavia no descarta la hipétesis planteada, debido a que los primers utilizados en la RT-
PCR tienen como target una regién de la proteina A que no es la regién X. Lo cual deja
otras posibilidades para seguir indagando, como por ejemplo la utilizacién de mutantes de
la proteina A y de la fraccién polimorfica de la misma para evaluar si se revierte el efecto
sobre el fenotipo de biofilm.

Adem@s otra caracteristica identificada fue la fuerte relacion entre expresion de hla
en el estado de biofilm y los clones con fenotipos de biofilm débil y fuerte. Donde hla se
presentd con mas veces de cambio para los clones categorizados como fuerte formadores
de biofilm vs los débiles formadores que presentaron menores veces de cambio. En el
caso del clon HA-MRSA A-ST5-1-t149 se presenté como débil formador de biofilm y menor
expresion de hla en el estado de biofilm [55]. Estos resultados concuerdan con los
previamente reportados sobre la implicancia de alfa-toxina, en la formacién de biofilm en
superficies abioticas [207, 211]. También implican, que la mayor expresion de alfa-toxina
de este clon en relacion a la mayor supervivencia en un ambiente inerte como la melamina
en relacion a otros clones, podria estar relacionada a otra forma de subsistir no relacionado
al biofilm, por lo menos de la manera que se evalla el biofilm en este trabajo.

Estudios previos han demostrado que la proteina FnbPA es una de las mas
importantes proteinas en el desarrollo de biofilm [175]. Especificamente se ha demostrado

que las proteinas de union a fibronectina son necesarias tanto para la adherencia como
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para la acumulacion de biofilm en la cepa altamente epidémica del linaje USA300 (CCB8)
[90, 212]. En concordancia con esos resultados, en este trabajo de tesis se evidencio que
los niveles de expresion del gen fnbpA estuvieron incrementados en los aislamientos
caracterizados como CA-MRSA del linaje USA300 ST8-IV en todas las condiciones
evaluadas (Biofilm, Fase Logaritmica y Fase Estacionaria). Este comportamiento no se
observa en los demas clones, lo que sugiere que proteinas de union a fibronectina en este
clon seria una importante factor que favorece la colonizacion y adherencia de diferentes
superficies bioticas y abidticas, facilitando su transmision epidémica.

Por dltimo el regulador global por excelencia, Agr, también fue evaluado
observandose un incremento del nivel de expresion en aquellos clones (I-ST5-1V-t311 y
USA300-ST8-1V-t008) con fenotipos de fuertes formadores de biofilm y sin cambios o una
“disminucion en los débiles formadores de biofilm. Lo que sugiere que este regulador
estaria involucrado con la capacidad de formar biofilm, a través de diferentes vias, entre
ellas hla y/o fnbpA (clon USA300). Aunque esta asociacién entre expresién de agr y
capacidad de formar biofilm no fue detectada por Farrel Cortes M. y cols., [175], huestros
resultados concuerdan con aquellos reportados por Coelho LR. y cols., [213]. En este
estudio se utilizan “knockouts” agr con diferentes “background” genéticos, que demostraron
que Agr puede regular la produccién de biofilm por MRSA positiva 0 negativamente e
incluso puede tener un efecto neutro.

El andlisis presentado en esta Ultima parte de este trabajo de tesis brinda datos
para seguir indagando sobre caracteristicas moleculares y estrategias patogénicas de los
clones descriptos localmente que ayudaran a abordar estrategias para el control de la
transmision considerando las capacidades diferenciales de los clones de MRSA para

diseminarse y/o de establecerse en un area geografica en particular.
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14 MATERIALES Y METODOS
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A continuacion se describe la metodologia utilizada para los procedimientos
experimentales que involucran al objetivo general |

14.1 Objetivo genera l:

- Determinar el impacto epidemiolégico actual de las infecciones por CA-

MRSA, en la Republica Argentina

14.1.1 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 &mbito hospitalario y de la comunidad, se realiz6 un estudio
transversal, multicéntrico, prospectivo y observacional durante el mes de noviembre de
2009 en 66 hospitales de 20 provincias y la Ciudad de Buenos Aires (CABA), 46 Hospitales
pertenecen a la Red WHONET Argentina. Este estudio se llevé a cabo en colaboracién con
un grupo de profesionales del Instituto Malbran dirigidos por la doctora Alejandra Corso.

A continuacién se presenta un esquema de la organizaciébn de los objetivos
alcanzados y los genotipos analizados en cada uno de ellos (cada tilde sefiala el genotipo

analizado).
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14.1.1.1 Esquema de organizacion de objetivos etapas

FASES DE ESTUDIO

S.aureus ﬁ

HOSPITAL

COMUNIDAD

prevalencia

(nov/2009)

< ]
sfin
slin
siin

OBJETIVO la
OBIJETIVO Ib

OBJETIVO Ic

N
]
N
]
N

OBJETIVO Id

OBIJETIVO le

N
N
N
N

] [
NN

Objetivo la: Establecer la PREVALENCIA GLOBAL nacional y susceptibilidad a los antimicrobianos de S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) en infecciones asociadas al ambito hospitalario (HA-MRSA) y a la
comunidad (CA-MRSA).

Objetivo Ib: Analizar las caracteristicas moleculares de los aislamientos de S. aureus resistente a meticilina
asociados a la comunidad (CA-MRSA) y aquellos asociados a la atencion sanitaria (HA-MRSA).

Objetivo Ic: Analizar las caracteristicas sociodemogréficas y clinicas, en nuestro medio, de las infecciones
causadas por MRSA (CA-MRSAg vs HA-MRSAG) y MSSA en sus diferentes localizaciones y sitio de comienzo
(comunidad u hospital) en pacientes pediatricos y adultos para establecer los factores de riesgo para
infecciones por CA-MRSAG en Argentina.

Objetvo Id: Identificar y comparar las caracteristicas moleculares y clinicas de los genotipos CA-MRSAg, que
producen infecciones de inicio en la comunidad con aquellas responsables de infecciones de inicio en el
Hospital, para evaluar el impacto de la entrada de estos genotipos a nivel hospitalario.

Objetivo le: Determinar genéticamente la relacion evolutiva de los genotipos CA-MRSAg, con clones de S.
aureus meticilino sensibles (MSSA) detectados en nuestro pais.
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14.1.2 Caracteristicas de los Hospitales

En la siguiente tabla (Tabla 1B) se indican las caracteristicas de los Hospitales y
ubicacion de los 66 hospitales por regiones (Norte, Centro y Sur) en el pais. (TablalB)

1 Norte Corrientes 120 425 4,785
2 Norte Formosa 155 402 9,628
3 Norte Catamarca 249 555 3,838
4 Norte Tucuméan 200 737 8,121
5 Norte Catamarca 100 320 9,408
6 Norte Chaco 260 951 24,636
7 Norte La Rioja 289 841 14,096
8 Norte Salta 250 921 16,260
9 Norte Jujuy 110 472 10,970
10 Norte Corrientes 149 557 10,685
Norte
Total 1,882 6,181 112,427
11 Centro Santa Fe 170 1,250 7,230
12 Centro Provincia de Buenos 230 699 17,542
Aires
13 Centro CABA 406 1,061 121,358
14 Centro Entre Rios 260 958 12,847
15 Centro Provincia de Buenos 307 803 38,675
Aires
16 Centro CABA 198 1,097 18,782
17 Centro Santa Fe 183 534 17,223
18 Centro CABA 78 316 11,105
19 Centro CABA 501 1,782 30,953
20 Centro Santa Fe 180 1,520 16,667
21 Centro CABA 350 904 41,511
22 Centro CABA 323 1,158 60,102
23 Centro La Pampa 212 228 12,732
24 Centro La Pampa 188 678 14,361
25 Centro San Juan 290 556 20,946
26 Centro Cordoba 228 990 25,730
27 Centro Provincia de Buenos 114 769 43,519
Aires
28 Centro Santa Fe 118 541 13,864
29 Centro Cordoba 70 285 10,275
30° Centro Buenos Aires 0 0 1,119
31 Centro Buenos Aires 150 390 12,801
32 Centro CABA 311 330 12,809
33 Centro Mendoza 260 1,402 24,448
34 Centro Buenos Aires 360 780 11,055
35 Centro Buenos Aires 300 1216 27,938
36 Centro Provincia de Buenos 490 1,535 50,481
Aires
37 Centro Cordoba 80 253 5,380
38 Centro Cordoba 108 863 27,771
39 Centro Provincia de Buenos 148 191 9,337
Aires
40 Centro Coérdoba 136 774 12,553
41 Centro Coérdoba 81 256 5,078
42 Centro Coérdoba 216 719 9,119
43 Centro Cordoba 90 324 4,309
44 Centro Cordoba 180 990 63,990
45 Centro Cordoba 181 946 24,808
46 Centro Cordoba 36 218 4,731
47 Centro Cordoba 81 271 5,816
48 Centro Cordoba 144 345 10,941
49 Centro Cordoba 60 173 6,863
50 Centro Coérdoba 84 723 12,493
51 Centro Coérdoba 106 503 20,413
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52 Centro CABA 187 1,681 46,075

53 Centro CABA 238 1574 55,056

54 Centro CABA 180 748 77,725

55 Centro Provincia de Buenos 259 1,111 18,819

Aires
56 Centro Santa Fe 78 524 5,901
57 Centro Provincia de Buenos 170 355 113,948
Aires

58 Centro CABA 269 1,439 7,259

59 Centro CABA 120 1,145 23,499
Centro Total 9,509 37,908 1,247,957

60 Sur Rio Negro 92 339 12,653

61 Sur Santa Cruz 72 307 10,520

62 Sur Neuquén 277 927 22,239

63 Sur Tierra Del Fuego 95 394 14,904

64 Sur Tierra Del Fuego 84 319 19,029

65 Sur Santa Cruz 223 633 29,945

66 Sur Chubut 87 321 14,831
Sur Total 930 3,240 124,121
TOTAL 12,321 47,329 1,484,505

Tabla 1B: Caracteristicas y ubicacién de 66 hospitales de 20 provincias y la ciudad de Buenos

Aires, Argentina por regiones (Norte, Centro y Sur), noviembre de 2009

% Numero de visitas: incluye atencion ambulatoria, servicio de emergencia y admisiones durante

noviembre de 2009.

Este estudio se llevd a cabo en colaboracién 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.

A continuacion se expone el algoritmo de trabajo llevado a cabo conjuntamente con los

microbidlogos e infectélogos de cada hospital participante

14.1.3 Algoritmo de trabajo
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ORGANIZACION DE TRABAJO

IDENTIFICACION DELCASO EN
LAB DE MICROBIOLOGIA >
(MICROBIOLOGO RESPONSABLE)

L

LOCALIZACION DEL PACIENTE

4

SOLICITUD DEL CONSENTIMIENTO
INFORMADO

4

LLENADO DE FICHA EPIDEMIOLOGICA

4

ALMACENAMIENTO DE FICHA'Y CEPA
DEL PACIENTE

g

ENVIO DE CEPA AL FINAL DE CADA
ETAPA

=

HOSPITALES DE

CONTACTAR CON
INFECTOLOGO / CLINICO

.

=

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 mas 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
colonizacion o infeccién relacionadas a la atencion sanitaria (HRF) [138], IV) el inicio de la
infeccion (hospital vs comunidad), v) la exposicion a antibioticos durante el afio anterior,

vi) las caracteristicas y gravedad de las infecciones

Ademas, también se analizaron las caracteristicas de hospitalizacion y algunos de
los factores que intervienen en la transmisiébn nosocomial en pacientes hospitalizados

(Tabla 1B y Tabla 2 en seccion resultados).

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
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estériles [153]. La sepsis se definid sobre la base de los criterios del sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica [153]. Las infecciones de piel y tejidos blandos (SSTI) no
complicadas incluyeron los casos de infeccién primaria de la piel (Ej. un absceso, celulitis,
foliculitis). Por otro lado las SSTI complicadas incluyeron casos de SSTI primaria con
bacteriemia secundaria o su propagacion a los tejidos contiguos [214]. Las infecciones del

sitio quirdrgico (SSI) no fueron considerados como enfermedades de la piel.

Las indicaciones, definiciones, ficha epidemiolégica que contempla informacién
demogréfica, clinica y microbiol6gica, y todas las descripciones de las caracteristicas
mencionadas en los péarrafos anteriores fueron consignadas en el protocolo de trabajo (afio
2009)

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica de Investigacion en
Salud del Ministerio de Salud, Provincia de Cérdoba (aprobacién N ° 1338), asi como por el

Comité de Etica institucional de cada hospital participante.

A los efectos de este estudio, se definié genotipicamente a las cepas CA-MRSA y
HA-MRSA (ver mas abajo) y se las nombr6 como CA-MRSAgz y HA-MRSAg,
respectivamente. Independientemente de los tipos de cepas involucradas, los casos de
infeccion se clasificaron teniendo en cuenta el lugar o tipo de inicio o apariciéon de las
infecciones y la presencia/ausencia de factores de riesgo relacionados a la atencién

sanitaria: HRF (definiciones epidemioldgicas).
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14.1.5 Definiciones

14.1.5.1 Tipo/lugar de inicio de las infecciones

-Se considerd INFECCION DE INICIO EN EL HOSPITAL (HO, Healthcare Onset)
a las infecciones que no estuvieron presentes en el paciente al ingreso en el hospital, y
que se diagnosticaron (con confirmacién microbioldgica), luego de las primeras 48hs de
internacién

-Se consider6 INFECCION DE INICIO EN LA COMUNIDAD (CO, Community
Onset), a las infecciones diagnosticadas en el momento de la consulta inicial de
pacientes ambulatorios (con confirmacién microbioldgica) o dentro de las primeras 48h

de internacion

14.1.5.2 Definiciones epidemiolégicas

Las infecciones asociadas a la comunidad (CA), se definieron como casos de
inicio en la comunidad (CACO) en pacientes sin factores de HRF durante el afio anterior,
segun los criterios de los CDC [138]. Las infecciones asociadas a la atencion sanitaria
(HA), incluyen: 1) Infecciones de inicio en el hospital independientemente de la presencia
de otros HRF (HAHO) vy ii) las infecciones de aparicién en la comunidad que se producen
en pacientes con al menos un HRF (HACO) [138].

14.1.5.3 Factores de riesgo hospitalarios o relacionados a la atencion sanitaria: HRF

(CDC):
. -Hospitalizacién en los dltimos 12 meses
" -Historial de infeccion / colonizacion de MRSA en los Ultimos 12 meses
" -Cirugia en los ultimos 12 meses
" -Hemodidlisis en los dltimos 12 meses
" -Residencia en una guarderia o centro de rehabilitacion
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14.1.5.4 Definiciones Microbiolégicas para MRSA

MRSA ASOCIADO A LA COMUNIDAD (CA-MRSA):

Aislamientos clinicamente significativos de MRSA que expresen resistencia a no
mas de 1 (uno) de los siguientes antibidticos no-R-lactamicos: eritromicina - clindamicina,

rifampicina, gentamicina, ciprofloxacina y trimetroprima-sulfametoxazol.

MRSA ASOCIADO A LA ATENCION SANITARIA (HA-MRSA):

Aislamientos clinicamente significativos de MRSA que sean resistentes a dos 6
mas (= 2) de los siguientes antibiéticos no-B-lactdmicos: eritromicina - clindamicina,

rifampicina, gentamicina, ciprofloxacina, trimetroprima-sulfametoxazol y minociclina.

14.1.5.5 Definiciones genotipicas para MRSA

Para los objetivos de este estudio, se defini6 a los genotipos CA-MRSAs como
aquellos que pertenecian a clones CA-MRSA previamente identificados: ST5-IV/V-t311y
relacionados, PVL"/-; ST30-IV-t019 y relacionados, PVL"; ST72-1V-t148 y relacionados,
PVL , ST8-IV-t008, PVL+; ST97-IV-t267 y relacionados, PVL ; ST88-1V-t186, PVL ;
ST1649 (SLV of ST6)-1V-t701, PVL™; ST1-V-t127, PVL"; ST121/ST1210 (SLV of ST121)-
IV/IV 1159 y relacionados, PVL*" [150, 153, 172, 173, 215, 216]

Todos los genotipos restantes se consideraron HA-MRSAg [153, 217]

14.1.6 Aislamientos bacterianos y pruebas de susceptibilidad

antimicrobianas

Los aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus (n: 591) fueron identificados
por los procedimientos microbiolégicos estandar y las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana se realizaron mediante el método de difusion en disco (CLSI, 2009). La
vancomicina, teicoplanina, tigeciclina y las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de
fosfomicina se determinaron por el método de dilucién en agar, (CLSI, 2009) y la CIM a

daptomicina se evalu6 mediante E-test (bioMérieux). La susceptibilidad a Ceftarolina en
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las cepas de MRSA se realizé en el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas “Dr.C
G Malbran”, utilizando el método de diluciéon en agar y se interpreté de acuerdo a la CLSI
M100-S25: Sensible < 1 ug/ml; Intermedia 2 ug/ml; Resistente = 4 ug/ml. La cepa de S.
aureus ATCC 29213, E. faecalis 29212 y E. coli 25922 se utilizaron como cepas de

referencia.
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14.1.7 Tipificacion Molecular

La tipificacidn molecular se realizé en todos los aislamientos MRSA (n: 322) y una
muestra de 132 aislamientos clinicos de MSSA representativa de todo el pais (norte,

centro y sur) y de la poblacion pediatrica y adulta.

La caracterizacion de los MRSA incluyé la realizacion de electroforesis en campo
pulsante (PFGE) y en aquellos aislamientos representativos de los subtipos mas
prevalente (definidos por PFGE) se realizé tipificacion por secuencias multilocus (MLST) y

tipificacion por analisis de la secuencias polimorfica “x” de gen de la proteina A de

S.aureus (spa typing).

Ademas se estudi6 la presencia del gen mecA y de 23 genes de virulencia Utiles

como marcadores moleculares para MRSA

Para la caracterizacion molecular de los MSSA se realizé PFGE y spa typing a
todos los aislamientos seleccionados. El tipo secuencial (ST)/Complejo Clonal (CC) se
infiri6 de acuerdo al spa t, en aquellos que no tuvieron un ST relacionado se realiz6

Multilocus Sequence Typing (MLST).

14.1.8 Deteccion del gen mecA por PCR multiplex:

Esta metodologia se realiz6 segun protocolo de Geha y cols.[218] Consiste en la
utilizacion de dos pares de primers, uno de ellos especifico para la amplificacion de una
secuencia del RNAr 16s del genero Staphylococcus spp de modo que el amplicon
obtenido es utilizado como control positivo de la calidad e identidad del DNA que se

estudia y el otro par de primers amplifica una regién altamente conservada del gen mecA.

Extraccion de DNA: 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 100u de una solucién de lisis que contenia: 25U de
Lisoftaphin/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 afladen 900u de agua desionizada estéril. La suspension es
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centrifugada por 3 min a 13000g y del sobrenadante se utilizan 2u como templado de

DNA para la siguiente PCR:

PCR: El volumen final de la mezcla de reactivos de PCR para cada muestra fue de
50y, la misma incluye: 200uM dNTP (deoxynucleosido trifofato, 10mM Tris; pH=8,3),
50mM KClI, 1,5 uM Mg,Cl, 1pmol/ul de cada primer, 1U de Tag DNA polimerasa y agua
miliQ estéril.

Las secuencias de los primers utilizados para la regién conservada del 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

Condiciones de reaccion: el Ciclado térmico consisti6 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.

Controles: Control (+): S. aureus ATCC 43300 (MRSA); Control (-) de reaccion: S. aureus
ATCC 25923 (MSSA); Control (-) de reactivos: 2u de agua MQ estéril con la mezcla de

reaccion

14.1.9 Electroforesis en campo pulsado o pulsed-field gel electrophoresis

(PEGE):

Esta metodologia deriva, en su fundamento, de una electroforesis convencional de
acidos nucleicos en campo eléctrico constante, con la diferencia de que el estado pulsétil
del campo eléctrico aplicado (campo eléctrico que varia periddicamente) permite la
resolucion eficiente de moléculas de DNA de gran tamafio molecular (entre 10 kb y 800
kb).que previamente se obtuvieron al tratar el cromosoma bacteriano con una enzima de

restriccion (ER). Para lograr la separacion se trabaja con una cuba exagonal que tiene
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dispuestos 24 electrodos. Bajo la direccion de un campo eléctrico, las moléculas de DNA
se reorientan y se desplazan avanzando en direccion del polo positivo. Cuando el campo
eléctrico cesa, las moléculas de DNA se relajan recuperando su estado inicial. La
aplicacion de un 2° campo eléctrico con una orientacion distinta al primero, obliga al DNA
a cambiar su conformacion y reorientarse de nuevo para avanzar en la direccion del 2°
campo eléctrico. El tiempo requerido para esta 2° reorientacion es dependiente de la
longitud de la molécula (PM). Las molécula mas grande tardan mas tiempo en alinearse y
en poder comenzar el avance a través gel de lo que tardan las moléculas mas pequefias.
Mientras los campos eléctricos que se alteran tengan la misma intensidad y voltaje la
migracion del DNA se recogera en forma de linea recta aunque el patron final de
separacion revelard la suma de todos los avances cortos en zig-zag que el DNA ha
realizado. Se obtienen asi patrones de restriccidn que representan el DNA cromosémico
bacteriano distribuido en pocas bandas con movilidades electroforéticas distintas. El pefrfil
de fragmentos de DNA obtenido (pulsotipo) es considerado, por lo tanto, como
parametro de identificacion, como si fuese una “huella digital” a nivel genético. Ver en
pagina 163 la interpretacion.

El procedimiento completo comprende:

-Extracciéon de DNA 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 1mi
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 concentracion final de 9 x 10%-1x10° microorganismos/ml a
fin de estandarizar todos los in6culos.

Seguidamente se mezclan volimenes iguales de la suspension bacteriana con
agarosa al 1% (preparada con buffer SE) a 50-56°C (fundida) y se dispensan en moldes
disefados para lograr el “plugs 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 1y de
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Proteinasa K (50mg/ml) y es incubado durante toda la noche a 56°C.

Posteriormente los tacos son sometidos lavados con solucion TE pH 7,5 cada 30
min y a 4°C. Esta operacion es repetida 6-8 veces. El objetivo es eliminar los detritos
celulares de la lisis asi como restos de Proteinasa K, detergentes o EDTA.

-Restriccién: cada taco es cortado en 2 partes de aprox 4mm x 4mm y se los sumerge en
buffer de equilibrio de Smal por 30 min antes de realizar la digestion. 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.

-Electroforesis en campo pulsado: se debe preparar un gel de agarosa al 1% en buffer
TBE 0,5X, dejar un remanente (10ml aprox) antes de volcar la agarosa en el soporte de
dard forma al gel. Dejar solidificar, luego se introducen los bloque digeridos (cepas
problemas y control ATCC 8325) y el marcador de PM en cada well del gel. Para finalizar
la operacién estos son cubiertos (sellados) con el remanente de agarosa a fin de fijar el
taco de DNA en su respectivo well.

El gel es colocado en la cuba electroforética CHEF-DR 1l (clamped homogeneous
electric field electrophoresis). Bio Rad con buffer TAE1x

Seguidamente se ajustan los parametros para la puesta en marcha con una
distribucion lineal de 23h a 14°C, un voltaje de 6V/cm™.

Los tiempos de Swich para los pulsos durante 10h fueron 5 seg (tiempo inicial) y

15 seg (tiempo final) en el primer blogue y en el sequndo blogue fueron durante 13h de 15
seg (inicial) a 60 seg (final).

Coloracion del gel y visualizaciéon: Una vez, terminada la electroforesis, se extrae el
gel, y se tifien con una solucién 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 continuacion 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 patron de bandas mas comun entre los aislamientos. A continuacion todos los
otros patrones son comparados con éste y a la vez entre si. Se utilizaron los criterios de

Tenover [109] los cuales indican que entre 1 y 6 bandas de diferencia se definen subtipos
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y 7 0 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, a demas, con

un nimero.

Esta es una de las técnicas de eleccion, 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 infeccion.

Buffers:
-Buffer SE:
75 mM NacCl; 25mM EDTA, pH=7,5

-Buffer de lisis para coco 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 MgCl,; pH=7,5

-Buffer de protedlisis:
0,5mM 1%p/v EDTA, pH=9,5

-Buffer TE:
10mM Tris; 0,5mM EDTA pH=7,5

-Buffer TBE: (10x)
445mM Tris; 445mM Acido B6rico; 1mM EDTA; pH=8.

Controles:
-Clon Brasilero
-Clon Pediatrico
-EMRSA 16
-ATCC 8325
Reproducibilidad y Similitud
Para controlar la reproducibilidad, cada nuevo patron de restriccion detectado con
mayor frecuencia fue incluido en los posteriores andlisis de PFGE para comparacion,

ademas de la cepa control 8325 y del marcador de PM lamdda.
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14.1.10 Tipificacion por MLST:

La técnica MLST caracteriza los aislamientos detectando polimorfismo de forma
directa por secuenciacion del ADN en los diferentes genes seleccionados. Esta
metodologia se realizé de acuerdo a lo descripto Enright y cols. 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)

aro (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 considera un
alelo distinto y a cada uno se le asigna un nimero. Los aislamiento son definidos por el
conjunto de alelos de los 7 genes que por convencion es llamado perfil alélico o Tipo
Secuencial, “sequence type” (ST), que gueda determinado por el conjunto de 7 nimeros.
Aquellos aislamientos de S. aureus que presenten identidad en cinco o mas 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 que se pueden presentar con PFGE ademas cuenta con un sitio web que
contiene informacion de mas 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

relacion genético evolutiva de utilidad epidemiologia global o a largo plazo.
El protocolo empleado para esta técnica fue el siguiente:

-Extraccion de DNA: se obtuvo, a partir de un lisado bacteriano, de la siguiente manera:
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Se recolectaron 20 colonias bacterianas de un cultivo joven (18-24h) y fueron
resuspendidas en 100u de una solucién de lisis que conteniendo: 25U de Lisoftaphin/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 y posteriormente calentar a 95°C por 10 min. Se deja enfriar a T° ambiente y luego se
afladen 900u de agua desionizada estéril. La suspension es centrifugada por 3 min a
13000g y del sobrenadante se recuperan 2u de DNA que seran utilizados en la
amplificacién, por PCR convencional, de los fragmentos internos de los 7 genes

metabolicos anteriormente citados

-PCR: la mezcla de reactivos de PCR, para cada muestra; se prepard con un volumen
final de 50y, la misma incluye: 200uM dNTP (deoxynucleosido trifofato, 10mM Tris;
pH=8,3), 50mM KCI, 1,5 uM Mg,Cl, 1pmol/ul de cada primer, 1U de Taq DNA polimerasa

y agua miliQ estéril. Las Secuencia de primers utilizados fueron:

arcup -5 TTG ATT CAC CAG CGC GTATTG TC -3
arc dn - 5' AGG TAT CTG CTT CAA TCA GCG -3'
aro up - 5' ATC GGA AAT CCT ATT TCACAT TC -3'
arodn -5 GGT GTT GTATTA ATA ACG ATATC -3
glpup -5 CTA GGA ACT GCAATC TTAATCC -3
glp dn - 5' TGG TAA AAT CGC ATG TCC AAT TC -3'
gmkup -5 ATC GTT TTATCG GGACCATC -3
gmk dn - 5" TCA TTA ACT ACA ACG TAATCG TA -3
ptaup -5 GTT AAAATC GTA TTA CCT GAA GG -3
ptadn -5 GAC CCT TTT GTT GAA AAG CTT AA -3'
tpiup -5 TCG TTC ATT CTG AAC GTC GTG AA -3
tpidn -5 TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC -3
yqi up- 5' CAG CAT ACA GGA CAC CTATTG GC -3
yqi dn- 5" CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC -3

Condiciones de reaccién de PCR

-Ciclo térmico: Desnaturalizacion 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 Extension final a 72 °C por 5 min.
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Los productos de reaccién 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.mist.net asignandoseles el numero de alelo correspondiente

para, posteriormente, poder determinar el ST.

Para la lectura y analisis 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

14.1.11 Tipificacion utilizando de la regién polimérfica “X” del gen spa:

Esta metodologia se realiz6 de acuerdo al protocolo de [219]

El gen de la proteina A tiene aproximadamente 2150 pb y contiene 3 regiones
diferentes: la porcion d unién a la fraccién Fc de las inmuno globulinas G y M, la regién X

y la porcién terminal C.

La regién polimorfica llamada “X” consiste en un namero variable de secuencias
repetidas cortas de 24 pb (short sequence repeat, SSR). La técnica del “spa-typing” se
basa en la secuenciacion de ésta regidn polimérfica, el analisis del nimero de
repeticiones y 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 region “X”
permitié el uso de primers para amplificarla por PCR. Posteriormente se secuencia esta
region y se analiza el nimero y orden en el que estan dispuestas las SSR y cada una de
ellas se les asigna un nimero el conjunto de nimeros obtenido para una cepa se conoce

como Tipo spa o “t”

Esta técnica comprende las siguientes etapas
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-Extraccion de DNA: 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 100y de una solucién de lisis que conteniendo: 25U de
Lisoftaphin/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 calentar a 95°C por 10 min. Se deja enfriar
a T° ambiente y luego se afiaden 900y de agua desionizada estéril. La suspension es
centrifugada por 3 min a 13000g y del sobrenadante se recuperan 24 de DNA que seran

utilizados en la amplificacién, por PCR convencional de la regién X.

PCR: la mezcla de reactivos de PCR, para cada muestra; se preparé con un volumen final
de 50y, la misma incluye: 200uM dNTP (deoxynucledsido trifofato, 10mM Tris; pH=8,3),
50mM KClI, 1,5 uM Mg,Cl, 1pmol/ul de cada primer, 1U de Tag DNA polimerasa y agua

miliQ estéril.
Secuencia de primers utilizados:
spaFl: 5-GACGATCCTTCGGTGACG-3’
spaF2: 5-CAGCAGTAGTGCCGTTTGC-3"
Condiciones de reaccion de PCR

Ciclo térmico: Desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 min seguido de 30 ciclos de
amplificacién (Desnaturalizacién: a 95°C por 30 seg, anneling: 60°C 30 seg y extension:

72°C 45 seq) 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”.
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14.1.12 Determinacion del tipo de SCCmec (Staphylococcal Cassette

Chromosomal 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 mudltiplex y por PCR convencional a través de la
identificacion de los complejos de genes mec, ccr, y la regiébn J1 como se describid
previamente (134).

La tipificacion del SCCmec se llevdé a cabo mediante PCR multiplex (MPCR) segun
describié Oliveira y De Lancastre [62], la cual se basa en las caracteristicas estructurales y
diferenciales de los distintos tipos de SCCmec, descritos hasta entonces: | (34 kb), Il (52 kb),
[l (66 kb) y IV (20-24 kb). Dicha MPCR permite la identificacién de los SCCmec tipo |, II, I, y
IV, asi como las variantes IA y IlIA, basandose en la amplificacion de 8 locus (denominados A,
B,C,D,E, F,G,yH).

El locus A se localiza corriente arriba del gen pls y es especifico del SCCmec tipo |I.

el locus B se sitla en el interior del operén kdp, el cual es especifico del SCCmec tipo Il.

el locus C se sitda en el interior del gen mecl presente en los SCCmec tipo Il y 111

el locus D se encuentra en el interior de la regién dcs, presente en los SCCmec tipo |, Il y IV.
el locus E se localiza en la regién entre el plasmido integrado pl258 y el transposon Tn554,
especifico para el SCCmec tipo Il

el locus F, que también es especifico del SCCmec tipo lll, se localiza en la region entre Tn554
y la uniébn cromosémica derecha (orfX).

Los loci G y H se incluyeron para distinguir las variantes estructurales 1A y IlIA,
respectivamente.

El locus G es la union izquierda entre 1S431 y pUB110, y

el locus H es la union izquierda entre 1S431 y pT181.

Los fragmentos van de 162 a 495pb, diferenciandose al menos en 40pb, lo que permite

distinguir a cada uno de ellos Ver tabla 12 a continuacién con primer usados para cada locus.
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Tabla 12 Primer para tipificacion de SCCmec

LOCUS PRIMERS SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS TAMARNO(amplic6n) 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 I, 1
MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC
D DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 342 pb LILIV
DCSR1 CTAAATCATAGCCATGACCG
E RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 243 pb 1}
RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC
F RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 414 pb 1}
RIF5 F13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC
G I1IS431P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 381 pb
pUB110R1 GAGCCATAAACACCAATAGCC
H 1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 303 pb
pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC
mecA MECA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 pb Control interno
MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG

Etapas de PCR multiplex para tipado de SCCmec

Extraccion de DNA: Se recolectaron al menos 10 colonias bacterianas de un cultivo
joven (18-24h) y fueron resuspendidas en 100 de una solucion de lisis que conteniendo:
25U de Lisoftaphin/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 calentar a 95°C por 10 min. Se deja
enfriar a T° ambiente y luego se afladen 900u de agua desionizada estéril. La suspension

es centrifugada por 3 min a 13000g y del sobrenadante se recuperan 2 de DNA.

PCR: la mezcla de reactivos de PCR, para cada muestra; se prepard con un volumen final
de 50y, la misma incluye: 200uM dNTP (deoxynucleésido trifofato, 10mM Tris; pH=8,3),
50mM KClI, 1,5 uM Mg,Cl, 1pmol/pl de cada primer, 1, 25 U de Tag DNA polimerasa y
agua miliQ estéril y 2ul DNA (obtenido tal como se indico 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 1S431 P4)

400nM (CIF2 F2, CIF2 R2; MECI P2, MECI P3; RIF5 F10, RIF5 R13; pUB110 R1y pT181 R1)
200nM (KDP F1, KDP R1; RIF4 F3, RIF4 R9;)
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Condiciones de reaccion de PCR

Ciclo térmico: Desnaturalizacion inicial a 94°C durante 4 min seguido de 30 ciclos de
amplificacion (Desnaturalizacion: a 94°C por 30 seg, anneling: 50°C durante 60 seg y
extension: 72°C 120 seg) y por ultimo extension final a 72 °C por 4 min.

Los productos de reaccion primeramente se visualizaron en gel de agarosa 1% con

electroforesis convencional y posterior tincién con Bromuro de Etidio.

14.1.13 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 discriminacion es importante para estudiar la epidemiologia del CA-MRSA.

Para el subtipado del SCCmec IV se procedio a realizar PCR multiplex siguiendo
el protocolo de Milheirico y cols. [62] que detecta los subtipos IVa, VDb, IVc, IVd, IVg, IVh
(por amplificacién de diferentes fragmentos en las regiones J) y el tipo V caracterizado por
presentar genes de recombinasas del tipo C (ccrC).

También se estudio la presencia, entre los aislamientos, del elemento genético mévil
Tn4001 de utilidad en la tipificacion del SCCmec IV de la variante Argentina del clon
pediatrico ST100-1VnV [153], que se lo caracteriza segun los datos de la tabla 13.

Las secuencias de los primers utilizados son las siguientes:

i) Tn4001-1-F (Amplificando la regién I1S1256L-aac -aph dentro del Th4001.

ii) Tn4001-2-F y Tn4001-2-R (Amplificando la region entre el IS256R (Tn4001) y
el 1IS1272 del complejo mec B)

iii) Tn4001-3-F, y Tn4001-3-R (Amplificando la regién entre el locus mecAy
IS256L (Tn4001)).

Region amplificada Nombre del primer Secuencia nucleotidica tamafio
Tn4001-1 [IS1256Laac(2’)—aph(6”)] Tn4001-1-F GCCAATCGCTTAATTGGAGCCG 709 pb
Tn4001-1-R ACTTCATCTTCCCAAGGCTCTGT
Tn4001-2 (IS256R-1S1272) Tn4001-2-F TCGGATGTCTGTCCGAGGACT 968 pb
Tn4001-2-R ACCAAACCCGACAACTACAACTAT
Tn4001-3 (mecA-IS256L) Tn4001-3-F ACCAAACCCGACAACTACAACTAT 1298pb
Tn4001-3-R GTGTCGTAAAGCTGCGCTCA
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Tablea 13 Caracterizacion molecular del SCCmec associado al pulsotipo C y ST100: Variante

Argentina del clon pediatrico (Sola 2012), en relacion a cepas controles.

Conjunto de Primers usados para la identificacion del SCCmec

Tipos de SCCmec

IV(2B&5)/° IVNv/©
nombre del IV(2B) b b
o ] Y ZH47 V(5C2)/ VI(4B)/ PFGE type C
region primer Amplicon /
Amplificada tamafio, ST100 wiS HDE288 ST100
Secuencia del Primer (5'—» 3’) bp CAO5
Zurich Argentina
ccr
complex
B2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT
cCrA2 1000 + + - - +
a2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT
ccrB2F2 F2 | AGTTTCTCAGAATTCGAACG
ccrB2 CoB2F2 311 + + - - +
R2 CCGATATAGAAWGGGTTAGC
ccrAB4 F1 TCA TCA ATA AGT ATG GAA CG
ccrAB4 1549 - - - + -
ccrAB4 R1 TTTCTT GCGACTCTCTTG G
ccrC F2 GTACTCGTTACAATGTTTGG
ccrC 449 — + + — —
ccrC R2 ATAATGGCTTCATGCTTACC
Class B mec
+ - — + -
complex
IS5 AACGCCACTCATAACATATGGAA
1S1272 2000 + - — + -
mA6 TATACCAAACCCGACAAC
wIS1272 and ISF1 AATTGAAGCAAATGCCAATCG
1903 + - - + -
mecR1 MRP1 CAACTGTCGTAGTCGAAACC
Class B2 mec
d - + — — +
complex
Tn4001-1-
Tn4001-1 GCCAATCGCTTAATTGGAGCCG .
[1S1256L- F
— + — — +
aac(2y-aph(6” I za51 1 709
)] R ACTTCATCTTCCCAAGGCTCTGT
Tn4001-2 Tn4001-2- j
F TGGCCATCACGTGTTCTGGG
(IS256R- - * - - *
1S1272 968
S ) Tn4001-2- TCGGATGTCTGTCCGAGGACT
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R
Tn4001-3-
ACCAAACCCGACAACTACAACTAT p
Tn4001-3 F
- + — — +
(mecA-IS256L) Tn4001-3- 1298
R GTGTCGTAAAGCTGCGCTCA
J3 region
dcs-F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC
dcs 342 + - - + +
dcs-R1 CTAAATCATAGCCATGACCG
J1 region
SCCmecV-
TTCTCCATTCTTGTTCATCC
J1-F
SCCmec V 377 - - + - -
SCCmecV-
IR AGAGACTACTGACTTAAGTGG
SCCmec IV *©
JIVaF ATAAGAGATCGAACAGAAGC
IVa 278 + - — — -
JIvaR TGAAGAAATCATGCCTATCG
Ve JIVc F CCATTGCAAATTTCTCTTCC
483 - + - - +
JIVcR ATAGATTCTACTGCAAGTCC

& 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.

¢ 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.

14.1.14 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 estafilococos detallados
a continuacién: enterotoxinas: sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sej, sen, seo, sem,
seq Yy sek; la toxina del sindrome de shock téxico 1 (TSST-1): tst; toxinas exfoliativa: eta 'y

etb; leukocidinas: IUKE-IUKD y la leukocidina de clase F: lukM; bacteriocina (bsa),
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adhesinas: para el colageno (cna) y la proteina de unién ésea sialoproteina- (bbp),
proteina de superficie sasX (sasX) y el gen arcA (indicador del elemento mévil catabdlico
de Arginina, ACME)., incluidos los genes Panton-Valentine leucocidina (Luks-PV-LukF-
PV), el gen arcA (indicador del elemento movil catabdlico arginina, ACME vy el gen sasX,

de acuerdo a lo descripto [214].

En los aislamientos de MSSA analizados molecularmente (n: 132) se determind la

presencia los genes Panton-Valentine leucocidina (Luks-PV-LukF-PV) por PCR.

Con las metodologias anteriormente descriptas, un clon queda definido por: el pulsotipo
(letra mayuscula), seguido del tipo secuencial (ST), el el SCCmec (en nUmero romano) y
el spa t. También puede asociarse a la descripcion un marcador molecular caracteristico

de ese clon como por ejemplo PVL, ACME.

14.1.15 Analisis estadistico

Los datos bacteriolégicos y de los pacientes fueron compilados en una base de
datos mediante ACCES (Microsoft). Para investigar las caracteristicas asociadas de forma
independiente con las infecciones causadas por los genotipos CA-MRSA tanto en el total
de infecciones como en aquellas de inicio en el hospital se utilizé el analisis de regresion
logistica Uni y Mdlti variado. Se realizaron comparaciones entre grupos de cepas
definidas genotipicamente como CA-MRSA; y HA-MRSAg, en todas las infecciones de
MRSA vy se repitieron para las infecciones de inicio en el hospital (HO), para explorar la

transmision de CA-MRSA y describir los factores asociados con la transmision.

Entre las infecciones causadas por los genotipos CA-MRSAg, también se comparé
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
andlisis de la varianza de una via (ANOVA) y la prueba de Mann-Whitney o la prueba de
Kruskal Wallis para datos no paramétricos, segun corresponda. Las variables dicotomicas
o categéricas se compararon mediante la prueba del ¥? o la prueba exacta de Fisher,

segun corresponda. P <0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Las variables
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categoéricas que fueron significativas en cada analisis univariado (p <0,05) realizado entre
grupos de cepas apareadas, se incluyeron en el andlisis de regresion logistica multiple
para cada situacion comparada. En todas las comparaciones, la informacion sobre las
variables consideradas estaba disponible para més del 80% de los casos. Los datos

fueron analizados con el programa SPSS (versién 15.0) y InfoStat (www.infostat.com.ar).

14.2 Objetivo general Il:

o |l Analizar estrategias de virulencia y/o transmisibilidad de los diferentes
clones y su posible asociacion con epidemicidad (supervivencia en

superficies inertes y formacién de biofilm).

14.2.1 Ensayo de supervivencia en superficie inerte y recuento de colonias).

Para este ensayo se prepararon suspensiones bacterianas en Solucién Fisiolégica
estéril con una concentracion del microorganismo de 0,5 Mc Farland, equivalente a una

concentracién bacteriana entre 1x10° y 1x10° UFC/ml, para ello se utilizaron:

i)-aislamientos de MRSA pertenecientes a los pulsotipos: 11 [I-ST5-IVa-t311], Al
[A-ST5-1-t149], N4 [N-ST30-IVc-t019], C1 [C-ST100-IVnv-t002], USA300 [USA300-ST8-
[Va-t008].

ii)-aislamientos MSSA pertenecientes a las mismos pulsotipos elegidos para
MRSA,; en este caso indicadas como: Ims, Ams, Nms, Cms, USA300ms.

ii)-aislamientos esporadicos de MRSA pertenecientes a los pulsotipos: EE [ST5-],
HH [ST5-1], BB [ST88-1V], QQ [ST5-1V]

En todos los caso para un mismo pulsotipo se estudiaron 3 aislamientos de S.
aureus distintos, es decir de diferentes pacientes, con el fin de evaluar si el
comportamiento observado era correspondiente a la familia clonal en estudio o al

aislamiento particular.

Ademas en cada familia clonal se eligi6 uno de los 3 aislamientos para ser

procesado por triplicado y de este modo evaluar la variabilidad intra ensayo.
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-Se depositaron 100u (en forma de gota o spot de cada una de las suspensiones
citadas) en una placa de melamina y se dejaron secar por 24h. Esta placa se mantuvo

expuesta a temperatura, aireacién y desecacién ambiente por un total de 40 dias.

Cada uno de estos spot secos fue recuperado con 100ul de SF estéril y a
continuacién rastrillados (con espatula de Drigalsky) en una placa de Petri conteniendo

Tripteina Soya Agar (TSA) como medio de cultivo.

Para lograr un correcto recuento se sembraron diferentes diluciones seriadas de

las suspensiones recuperadas.

Los recuentos se realizaron a los dias: (5d); 20d; 25d y 40d. El recuento de la

suspension inicial fue considerado como t=0.

Al momento del recuento de UFC se tomé una Unica colonia para posterior repique
y verificacion de coincidencia del pulsotipo con el originalmente depositado en la placa de

melamina.

Se grafica como porcentaje (%) de sobrevida o supervivencia en funcién del

tiempo, tomando el recuento de la suspension inicial como 100 %.
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Esquema del ensayo de supervivencia en superficie inerte
(PLACA DE MELAMINA)

CsTRATEOU ExprrmtnTar SUPERVIVENCIA EN SUPERFICIE INERTE (PLACA DE MELAMINA)
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Figura 5. Esquema de la metodologia utilizada para evaluar supervivencia en superficie inerte
(placa de melamina)

-Cada cuadrado representa la superficie donde se deposité una gota de 100ul de suspension
bacteriana de aislamientos de cada familia clonal analizada.

-Cada fila esta dividida en seis cuadrados de los cuales los tres primeros, contienen la
suspension de tres aislamientos diferentes cada uno, pero todos pertenecientes a la misma familia
clonal o pulsotipo y los tres ultimos cuadrados contienen la suspension del aislamiento depositado
en el cuarto lugar repetido por triplicado en en el cuarto, quinto y sexto cuadrado.

-Las familias clonales analizadas estan representadas con una letra mayuscula (pulsotipo)
seguidas de un nimero que indica el subtipo.
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14.2.2 Ensayo de supervivencia en superficie inerte y expresion diferencial

de genes
Se desarroll6 la misma estrategia experimental descripta en el punto anterior pero

en esta oportunidad se aumentd el indculo bacteriano a 1x10'-1x10* UFC/ ml y la
cantidad de spot sembrados en la placa de melamina, con el objeto de poder recuperar
material suficiente para el recuento bacteriano y extracciéon de RNA desde el spot seco en

la placa. A continuacion se muestra en el esquema la estrategia utilizada (Figura 6) .

Primeramente se realizé ensayo de supervivencia con la nueva concentracién 1x10*-
1x10"2 UFC/ ml, a fin de evaluar si se mantenia la tendencia de supervivencia observada en la

placa de melamina como se indic6 en el esquema anterior.

Estrategia Experimental
Inaculo
bacteriano
10" 10

1004l %
en SF Susp bact =y

/ 5A UsA tiempo
300 100
At 1 ACMEL] B1 ACMIE(e) Na N
~

Recuperar con
100ul SF por C/ spot

t=24h t=104

= Placa de melamina

[
RECUENTO

i Nverrrs

Centrifugacion ---- pellet == Extraccion RNA

Figura 6. Esquema de la metodologia utilizada para evaluar supervivencia y para extracciéon
de RNA en placa de melamina

Cada circulo representa la superficie donde se deposité una gota de 100ul de suspension
bacteriana de aislamientos de cada clon analizad (Indicados arriba de cada fila.).

Los primeros 7 spots se depositaron para ser luego recuperados para purificacion de RNA.
Los tres dltimos spots se usaron para realizar recuento de colonias y PFGE. Con el bjeto de
corroborar la supervivencia y la identidad del clon.
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Para realizar las suspensiones, se trabajé con clones epidémicos MRSA: [Clon
cordobés-chileno ST5-1-t149]; [USA300 ACME(-) ST8-IVc-t008], [USA300 ACME(+)ST8-IVa-
t008], [clon Brasil ST239-111-t037], [clon N/J ST5-1I1-t002]; [variante Argentina del clon pediatrico
ST100-1Vnv-t002]; y los principales clones CA-MRSA circulantes en Argentina: [I1-ST5-IVa-
t311]; [N4-ST30-IVc-t019].

Se sembré una fila de 10 spots de 100u cada uno (de cada una de las
suspensiones citadas) en la placa de melamina y se dejaron secar por 24h, la misma se
mantuvo expuesta a temperatura, aireacion y desecacion ambiente por un total de 40
dias.

En esta oportunidad los recuentos se realizaron a las 24h, y a los dias (5d); 10d;

25d y 40d. El recuento de la suspension inicial fue considerado como t=0.

Los 7 primeros spots fueron recuperados en 100ul de SF estéril con el objeto de

lograr la mayor concentracion posible para posterior extraccion de RNA a las 24h y 10d.

Los 3 ultimos spots fueron recuperados con 100u de SF cada uno y utilizados para

Recuento Bacteriano por triplicado.

Al momento del conteo de UFC/ml se tomé una Unica colonia para posterior
repique Yy verificacion por PFGE de coincidencia del clon recuperado con el originalmente

depositado en la placa de melamina.

14.2.2.1 Extracciéon de RNA

La extraccion de RNA se realizé a las 24h y 10 d desde el depdsito de los spot en

la placa de melamina.

Los primeros 7 spot sembrados fueron recuperados en 100yl de SF vy
posteriormente centrifugados a altas rpm con el objeto de concentrar la mayor cantidad de
pellet, posteriormente se procedié6 segun protocolo de purificacion de RNA del Kit

comercial GeneJET RNA Thermo Scientific Fermentas.

Luego se realizé la cuantificacion en un espectrofotometro de volumen mudltiple.

Los datos se procesaron con el software Gen5™. Se aplicaron 2 pL de muestra en la
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plataforma Take3 (BioTek Instruments Inc). Se realiz6 lectura de densidad optica (DO) a

260 y 280 nm, para medir acidos nucleicos y proteinas, respectivamente.

Luego de medir la concentracién del mismo y de corroborar su integridad se
elimind la contaminacién con DNA utilizando la enzima DNAsa | (Promega 200U) [3U de
DNAsa/1 ug de RNA a 37°C durante 60 min]. Las muestras de RNA fueron conservadas a
-70°C hasta su posterior utilizacién

14.2.2.2 Obtencion de cDNA

Para obtener cDNA a partir de RNA se llevo a cabo la reaccion de transcripcion
reversa (RT) mediante el uso de la enzima transcriptasa reversa M-MLV™ [nvitrogen. Esta
reaccion se logré a partir de 500ng de RNA total por metodologia de PCR convencional

(segun protocolo descripto por Frozatti y cols).Brevemente se describe a continuacion:

Agua (RNA free) 4ul
RNA 500ng 5ul
Random Primers 50uM 1l

Calentar durante 5min a 70°C y enfriamiento rapido en hielo

Agua (RNA free) Tul
MMLYV buffer 5X 5ul
dNTP 10mM 2ul
MMLYV enz 200U ul

Calentar durante 60min a 37°C

14.2.2.3 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RTgPCR)

Se analizé y comparoé el nivel de expresion de los genes: spa, fnbpA, fnbpB, hla,
psmA1A2, IsdD, agrA, RNAIIl en dos puntos de tiempo (24h y 10d) entre los distintos

clones epidémicos

A partir de una diluciéon 1/100 del ADNc se amplificaron por gPCR los genes de
interés utilizando para ello la mezcla de reaccion comercial SYBR® Select Master Mix
(Applied Biosystems, USA) y un equipo 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, USA.
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El perfil térmico fue: 94°C 4 min; 94°C 30 seg, T° de annealing 35 seg, 72°C 30
seg. La medicién de la sefial emitida por SYBR Green y en cada ciclo fue realizada en la
etapa de annealing. La cuantificacion de cambios relativos en la expresion génica del gen
en estudio respecto a genes de expresion constitutiva como Gyr B usados como control

internos fue realizada mediante el método de 2 — A(ACt).

Para cada par de primers bajo las condiciones ensayadas se observo la presencia
de un solo pico en curva de disociacion, indicando que un solo producto de PCR se
generd en la amplificacibn. A continuacibn se describen las secuencias los

oligonucledtidos de los genes evaluados.

Secuencias de oligonucleétidos utilizados.

spaF ACCAGCAAACCATGCAGATG

spa R CGCTGCACCTAACGCTAATG
fnbpA F AGCATGGTCAAGCACAAGGA
fnbpA R CGTCATAATTCCCGTGACCA
fnbpB F GCAGCATCGGAACAAAACAA
fnbpB R TGTCGCGCTGTATGATTGTG

hla F GGTGCAAATGTTTCGATTGG

hla R TCCCCAATTTTGATTCACCA
psSMAIA2 F TCGCTGGCATCATTAAAGTTATC
psmAIA2 R TTCCTGCAATGATACCCATGT
IsdD F GCATGTTAAAACGTTGGCTGA
IsdD R GGCACTTCTTTTGCATCATCA
agrAF CATTCGCGTTGCATTTATTGA
agrAR GACCTAAACCACGACCTTCACC
RNAIIIF TGGCACAAGATATCATTTCAACAA
RNAIII R TTGTTCACTGTGTCGATAATCCAT
gyrBF ACGCAGGCGATTTTACCATT
gyrBR ATCAAAGTCGCCACCGATTC
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14.2.3 Ensayo de biofilm

Las mediciones semicuantitativas de la formacion de biofilm se determinaron con
placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano, basandose en el método de
Christensen y col. y posterior modificacibn de Srdjan Stepanovic (226, 227). A

continuacion se muetra un esquema con el ensayo de biofilm realizado.

1192- 922- ‘Jl? 58 484 1579 1302 1133

USA300 USA3D0 I‘ Al N4 1 USA300
ACME (-) ACME (-] t311 IAH ti49  t019 1002 1002 ACME ()
toos 1003 t0os
20ul BACTERIAS 0,5 Mc F 180 ul TSB SUPLEMENTADO CON GLU 1%

[al” ; Y I INCUBAR X 24h 372C (condiciones estaticas)

PROTOCOLO PARA DETECCION DE BIOFILM

Cutoff (DOC): promedio DO del BCO + 305C{-)
MEDIR DO (595nm) DO final; promedio DO de cada cepa -DOc
s2D0cutoff pEgIL

DESCARTAR CONTENIDO DE C/WELL 2-4D0 cutoff MODERADO
24 DO cut off FUERTE

LAVAR CON 300ul PBS ETERIL (X3)

SECAR POR CALOR /PLACA INVERTIDA 602CX1h

TENIR CON CV 2%, SOLUBILIZAR CON ETANOL o Ac ACETICO GLACIAL

Figura 7.: Esquema de metodologia utilizada para evaluar biofilm en placa multiwell

Resumidamente se siguieron los pasos descriptos a continuacion:

1- A partir de un cultivo bacteriano, desarrollado en medio sélido, de no més de
24h se realiz6é una suspension en SF estéril equivalente al 0,5 de la escala de Mc Farland
(1x10%-1x10° UFC/m)

2- En cada pocillo de la placa de microtitulacion o multiwell se adicionaron 180pl
de Caldo Tripticase Soya (suplementado con Glucosa al 1%) [90, 94].y seguidamente se
inoculé con 20 pl de la suspension bacteriana en estudio alcanzandose una dilucion final
1:10.
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3- La placa se incub6 por 24h a 37°C en condiciones estéticas.

4- Luego de 24h de crecimiento se midi6 la DO en lector de placa a 595nm (este

paso es un control de crecimiento bacteriano para evitar falsos negativos).

5- Posteriormente el contenido de cada pocillo fue descartado, agitando

previamente.

6- Se lavo vigorosamente cada pocillo con 300ul de 1X PBS estéril. Este paso se
repiti6 3 veces (para eliminacion de las bacterias planctonicas y restos de medio de

cultivo).

7-La placa se sec6 y fijé por calor a 60°C durante 60 minutos como recomienda

Gelosia y cols.[220]

8- La tincion se llevo a cabo agregando, en cada uno de los pocillos inoculados,
150l de Cristal Violeta 2% (CV), que luego fueron incubados por 15 minutos a

temperatura ambiente.

9- Se elimind el CV excedente y se realizaron lavados con agua destilada hasta

que los lavados fueron claros y posteriormente se sec6 a 37°C durante 15 minutos.

10- El biofilm formado y tefiido con CV se eluy6 con 150ul de acido acético glacial

al 33% y se realizé la lectura a una DO de 540nm en lector de placa de Elisa

14.2.3.1 Aislamientos

El ensayo de Biofilm se realizdé con diferentes aislamientos MRSA representantes
de las principales familias clonales tanto CA-MRSA: [I1-ST5-1V]; [N4-ST30-1V]; [USA300-
ST8-1V] como HA-MRSA: [A1-ST5-1]; [C1-ST100-1Vnv] Y también a clones esporadicos:
EE-ST5-I, HH-ST5-I, BB-ST88-1V, QQ-ST5-IV. (Los aislamientos estudiados en el ensayo

de biofilm fueron los mismos que los analizados en el ensayo de supervivencia).

En cada uno de los aislamientos la formacién de biofilm se evalu6 por triplicado
(tres pocillos para cada aislamiento) y se promedio la lectura de DO obtenida. El método

de biofilm fue repetido en tres ensayos independientes.

Se utiliz6 como control (+) la cepa ATCC: Staphylooccus aureus 35556. Como
Blanco y Control (-) se tomé la lectura de la DO de 3 pocillos con caldo TSB sin

inoculacion bacteriana y que, por lo tanto, presentaron ausencia total de biofilm.
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14.2.3.2 Cuantificacion

Para semicuantificar el biofilm formado se establecié un Cut off (DOc) y una DO
final (DOY).

-La DOc resulta del promedio de 3 lecturas de DO del blanco (ausencia total de

biofilm) més tres veces la desviacion estandar (SD) del mismo.
DOc= promedio de DO (del blanco) + (3 SD blanco)
-La DOf resulta del promedio de las 3 DO, de cada aislamiento, menos la DOc
DOf= promedio de DO (cepa cepa en estudio) - DOc

Se considero6 la adhesién como:

<2 DOC....oevrevrnieeinne DEBIL
2-4DO0c......ccceviinnennen, MODERADO
24 DOc.....ccuvvrnnienne, FUERTE

14.2.3.3 Tratamiento del biofilm

El mecanismo mejor descrito de desarrollo de biofilm en S. aureus implica la
formacion de un polisacarido extracelular o poli-N- acetilglucosamina (PIA / PNAG). La
sintesis de PIA / PNAG estéa regulada por el locus de adhesion intercelular (ica), esta via
es llamada ica dependiente (70, 71, 72). Sin embargo también se ha se ha descripto que
S. aureus es capaz de formar biofilm por una via alternativa llamada ica-Independiente En
este Ultimo mecanismo intervienen las proteinas de adhesion llamadas MSCRAMMs

(“microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules”) (69, 71).

e Biofilm: tratamiento con Proteinasa K (PK)

Se utilizé PK con el objeto de digerir las proteinas que pudieran estar conformando
el biofilm y asi observar que tipo de contenido es el que lo conforma (polisacaridico o

proteico)

Se llevé a cabo la metodologia de Biofilm en placa de microtitulaciébn, como se
describié anteriormente, hasta el punto namero 7 (fijaciébn por calor) a partir de aqui se

tratd, el biofilm formado, con 100 pl de Proteinasa K (100 pg/ml) (156) y se incub6 durante
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120min a 37°C. Seguidamente se elimind el contenido de cada pocillo y los mismos
fueron lavados con agua destilada. A continuacion se prosiguié con la metodologia

descripta, en el apartado anterior, desde el punto nimero 8 en adelante.

e Biofilm: tratamiento con Metaperiodato de Sodio (I0O4Na)

El metaperiodato sodico es un agente que oxida los polisacaridos inactivandolos,

se utilizé aqui con la intencion de evaluar el tipo del contenido del biofilm.

Se llevé a cabo la metodologia de Biofilm en placa de microtitulacién, como se
describié anteriormente, hasta el punto nimero 7 (secado por calor) a partir de aqui se
tratd, el biofilm formado, con 100 pl de 10mM metaperiodato de sodio [178] y se incubd
durante 120min a 37°C. Seguidamente se elimind el contenido de cada pocillo y los
mismos fueron lavados con agua destilada. A continuacibn se prosiguié con la

metodologia descripta, en el apartado anterior, desde el punto nimero 8 en adelante.

14.2.3.4 Extraccion de RNA en Biofilm

Para la purificacion del RNA bacteriano a partir del biofilm, se realizaron dos
ensayos de biofilm (como se describié anteriormente) en paralelo partiendo de un mismo
in6culo inicial:

-Un ensayo de biofilm como se describié en la metodologia de biofilm con placa
multiwell de 96 pocillos con el objeto de poder leer el biofilm en el lector de placa de
ELISA.

-Un ensayo de biofilm con placa multiwell de 24 pocillos (con el objeto tener mayor
superficie de adherencia para mejor y mayor extraccion de RNA). Para este experimento
se procedi6 a efectuar los pasos 1 a 7 descriptos anteriormente para ensayo de biofilm; a
partir de aqui el biofilm adherido a la placa fue tratado con 100ul de buffer TE que
contenia lisostafina a 30U/ml, se mezcld 10 veces (suavemente con el tip), posteriormente
se incubo durante 5 min a T° ambiente, seguidamente se afiadieron 300ul de Buffer de
Lisis (Kit comercial GeneJET RNA Thermo Scientific Fermentas) suplementados con 6
de 2 mercaptoetanol y fueron mezclados suavemente en el pocillo hasta observar una

solucion homogénea. Se agreg6d 180ul de Etanol (absoluto). Este lisado fue transferido a
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la columna de purificacion del kit comercial GeneJET RNA Thermo Scientific Fermentas y
se continud segun protocolo del mismo para obtencién de RNA

Luego se realizé la cuantificaciéon en un espectrofotometro de volumen mudltiple.
Los datos se procesaron con el software Gen5™. Se aplicaron 2 pL de muestra RNA en la
plataforma Take3 (BioTek Instruments Inc). Se realiz6 la lectura de densidad oOptica (DO)
a 260y 280 nm, para relacion medir acidos nucleicos y proteinas, respectivamente.

Luego de medir la concentracion y de corroborar la integridad, del RNA, se elimind
la contaminacién con DNA utilizando la enzima DNAsa | (Promega 200U) [3U de DNAsa/l
Hg de RNA a 37°C durante 60 min]. Las muestras de RNA fueron conservadas a -70°C

hasta su posterior utilizacion.
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14.2.3.5 Obtencién de cDNA

Para lograr cDNA a partir de RNA se llevé a cabo la reaccion de transcripcion
reversa (RT) mediante el uso de la enzima transcriptasa reversa M-MLV™ Invitrogen. Esta
reaccion se logré a partir de 500ng de RNA total por metodologia de PCR convencional
(segun protocolo descripto por Frozatti y cols).Brevemente se describe a continuacion:

Agua (RNA free) 4l
RNA 500ng 5ul
Random Primers 50uM ul

Calentar durante 5min a 70°C y enfriamiento rapido en hielo

Agua (RNA free) Tul
MMLYV buffer 5X 5ul
dNTP 10mM 2ul
MMLYV enz 200U ul

Calentar durante 60min a 37°C

14.2.3.6 Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RTqPCR)

Se analizé y compard el nivel de expresion de los genes: spa, fnbpA, fnbpB, hla,
psmA1A2, IsdD, agrA, RNAIII entre los distintos clones en estudio.

A partir de una dilucién 1/100 del DNAc se amplificaron por gPCR los genes de interés
utilizando para ello la mezcla de reaccion comercial SYBR® Select Master Mix (Applied
Biosystems, USA) y un equipo 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA.

El perfil térmico fue: 94°C 4 min; 94°C 30 seg, T° de annealing 35 seg, 72°C 30 seg.
La medicion de la sefial emitida por SYBR Green y Rox en cada ciclo fue realizada en la etapa
de annealing. La cuantificacion de cambios relativos en la expresion génica del gen en estudio
respecto a genes de expresion constitutiva como Gyr B usados como control internos fue

realizada mediante el método de 2 — A(ACt).

Para cada par de primers bajo las condiciones ensayadas se observo la presencia de
un solo pico en curva de disociacidn, indicando que un solo producto de PCR se generé en la
amplificacion.
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14.2.4 Fase Exponencial y Fase Estacionaria en caldo:

Con el objeto de tener un control de la expresién de genes en el biofilm, se
practico la extraccion de RNA desde el microorganismo en desarrollo (Fase exponencial y
Fase estacionaria) ya que ha sido descripto, que las proteinas relacionados a la adhesién
se expresan en fase exponencial y las toxinas en fase estacionaria todo esto bajo el

control del regulador global agr (208).

14.2.4.1 Extraccion de RNA en caldo

En primera instancia, se llevaron a cabo curvas de crecimiento durante 24h de los
principales clones en estudio. En base a las mismas se determin6 el tiempo y la DO
alcanzada durante cada fase (exponencial / estacionaria), apoyados en este dato se pudo
corroborar que los cultivos de 5h y 8h se encontraban en las Fases a ser evaluadas*.

Se realizaron suspensiones Bacterianas (de cada uno los clones en estudio)
equivalentes al 0,5 Mc Farland este punto se tomé como tiempo inicial =0), luego los
cultivos se incubaron a 37°C se procesaron para purificacion de RNA, a las 5h y 8h de
incubacion, segun protocolo de kit comercial GeneJET RNA Thermo Scientific Fermentas.

Completada la etapa de purificacion, se realiz6 retrotranscripcion y Real Time PCR
tal como fue desarrollado en el apartado de Biofilm.

Los genes evaluados fueron: spa, fnbpA, fnbpB, IsdD, hla, psmA1A2, IsdD, agrA,
RNAIIl. Las secuencias de los mismos fueron detalladas en apartado descripto para

extraccion de RNA desde superficie inerte.

*Previamente al procesamiento para RNA se realizaron lecturas de DO en 3
puntos de tiempo

Lectura de DO en T=0 tiempo inicial en el momento de la suspension DO
(625nm)= 0,1 equivalente a 0,5 Mc Farland.

Lectura de DO en T=5h desde que se realiza la suspension bacteriana (tiempo en
el que se alcanza la fase exponencial)

Lectura de DO en T=8h desde que se realiza la suspension bacteriana (tiempo en

el que se alcanza la fase estacionaria.
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