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1.1. INTRODUCCION

Cuando se decide investigar todos los aislados recuperados de una especie
bacteriana determinada en un periodo de tiempo, como es nuestro caso, se debe
caracterizar cada uno de estos aislados de forma independiente para poder sacar
conclusiones a nivel colectivo. Para ello, el primer paso en este tipo de estudio consiste
en elegir entre las técnicas empleadas por la comunidad cientifica para caracterizar un
microrganismo en concreto, Staphylococcus aureus en nuestro estudio. Debido a la
importancia de esta bacteria a nivel clinico, el nimero de técnicas descritas es elevado y

la eleccidn de los métodos adecuados no es trivial.

1.1.1. Importancia de la tipificacion de SARM

Debido a la importancia que ha adquirido S. aureus resistente a meticilina
(SARM) como patégeno en las dltimas décadas en todo el mundo'?, se ha realizado un
gran esfuerzo en la busqueda de métodos de tipificaciéon para esta bacteria. La
tipificacion es la caracterizacion de cada aislado, de forma que sea posible diferenciar
distintas cepas dentro de la misma especie bacteriana. Por lo tanto, la tipificacion
permite detectar la existencia de un brote y su expansion, conocer el método de
transmision de la cepa, y finalmente establecer las medidas oportunas, tanto para frenar
la propagacién de la infeccién, como para prevenir que vuelva a producirse un brote. Su
utilidad radica en que los brotes producidos por SARM son debidos, la mayoria de las
veces, a la expansion clonal de una cepa en particular, refiriéndonos a una expansion
clonal cuando existe identidad fenotipica y genotipica entre aislados de diversas fuentes,
localizaciones y/o momentos’. Dicho de otro modo, los aislados de la cepa que estd
produciendo el brote tienen un ancestro comun y presentardn el mismo genotipo, el cual
serd distinto del de aquellos aislados no relacionados epidemiolégicamente4. Aunque,
con respecto a este ultimo punto, se debe tener en cuenta que aislados no relacionados
epidemiolégicamente podrian presentar el mismo genotipo si la diversidad genética se

encuentra limitada dentro de la especie en el espacio y tiempo escogidos’. En definitiva,
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aquellos métodos que nos sirvan para identificar diferentes cepas de SARM, nos

ayudardn a controlar su expansion o la aparicion de brotes producidos por ellas.

Diversos estudios han demostrado que la aparicion de infecciones
nosocomiales causadas por S. aureus supone un aumento de la morbilidad y la
mortalidad de los pacientes, asi como un incremento en los costes hospitalariosG'lz. En
particular, Abramson et al. publicaron un estudio en 1999 donde analizaron los datos
relativos a la morbilidad de los pacientes con infecciones nosocomiales en el torrente
sanguineo cuyo agente causal era S. aureus, asi como los costes extras derivados de
tales infecciones. Los autores observaron un incremento en la morbilidad de los
pacientes, asi como en los gastos derivados de la estancia prolongada en el hospital.
Ademads, calcularon de forma tedrica que el hospital se hubiera ahorrado durante el
periodo de estudio (desde diciembre de 1993 hasta marzo de 1995) 321.705 $
(251.867 €) en costes directos variables si los 19 pacientes que formaron parte del
estudio no hubieran adquirido la infeccién’. Ademds observaron diferencias dentro de
los costes del hospital, siendo mayores al tratarse de una infecciéon por SARM en lugar
de un SASM (S. aureus Susceptible a Meticilina), probablemente como consecuencia de
los antibidticos prescritos en cada caso. Esta diferencia, en morbilidad y gastos
hospitalarios entre las cepas sensibles a meticilina y aquellas resistentes a ella, fue

también observada posteriormente por Cosgrove et al''.

Del mismo modo que se ha demostrado que la adquisicién de infecciones
nosocomiales producidas por S. aureus producen un incremento en los costes del
hospital, y en la morbilidad y mortalidad de los pacientes, también se ha comprobado
que la realizacion de andlisis de rutina, fundamentalmente en la admisién de los
pacientes, supone una reduccion de los niveles de estos tres importantes aspectos. Los
pacientes de las Unidades de Cuidados Intensivos (UCIs), asi como aquellos que van a
ser sometidos a alguna operacidén, presentan una mayor probabilidad de sufrir
infecciones nosocomiales producidas por este patégeno, motivo por el cual, varios
autores han planteado la utilidad de realizar este control rutinario, al menos, en estos
pacientes que presentan mayor susceptibilidad'"” '*'®. Se ha realizado una interesante
comparacion entre el origen de la expansion de SARM y un iceberg; donde la punta de
éste corresponde con los casos clinicos de infecciones, mientras que el resto de la masa
de hielo representa los casos desconocidos de colonizacién'® (Figura 1. 1). Por lo que, la

realizacion de cultivos de vigilancia que ayuden a identificar los casos de colonizacion,
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que constituyen la mayoria del reservorio para la transmisién de aislados SARM entre

personas, permitird establecer las barreras adecuadas para evitar su expansion.

Casos de
infeccicn
por SARM

Figura 1. 1. Representacién propuesta por Chaberny er al. con la que se ejemplifican los casos de
colonizacién frente a los de infeccién por SARM'®,

En su estudio, Chaberny et al. no consiguieron eliminar totalmente las
infecciones nosocomiales producidas por SARM, hecho que es atribuido a que el
control de rutina no se realiz6 en el 100% de los casos de admision de los pacientes en
las UCIs y salas quirurgicas, ademds de que no fue realizado en todas las areas del
hospital. Aun asi, observaron una relacion directa entre el establecimiento de la revisién
rutinaria y una disminucién de la incidencia de este tipo de infecciones'®. Por lo tanto,
existen indicios suficientes para pensar que la tipificacion es importante para controlar
la expansion de cepas de SARM, pero no solo dentro del hospital, sino también en la

comunidad.

No obstante, aunque se ha demostrado que la buisqueda rutinaria de SARM en
los pacientes de nuevo ingreso reduce los costes hospitalarios derivados de las
infecciones nosocomiales producidas por este patdgeno, esto también supone una
inversion inicial de material y personal, que no siempre puede ser asumida por el centro.
Por este motivo, debe elegirse el método de tipificacion mds adecuado para cada
hospital, en funcién de la economia, del volumen de trabajo y de la preparacién del

personal encargado de esa labor.
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1.1.2. Meétodos de tipificacion

En sus origenes, la clasificacion de S. aureus, y de todas las especies en

general, se realizaba en base a sus caracteristicas fenotipicas. Por ejemplo, las bacterias

se pueden clasificar segin el método de tincién de Gram y por la forma y agrupacién de

las células, por sus propiedades hemoliticas en un medio de agar sangre, por la

pigmentacion, el tamafio y la forma de las colonias, etc. Los principales métodos

fenotipicos de tipificacion son los siguientes:

1.

Serotipificacion: Es el método mas antiguo, publicado en 1968, y estd basado en

la diferenciacién de cepas en base a los antigenos de superficie que poseen,
mediante reacciones antigeno-anticuerpo'”. Se utilizan anticuerpos que se unen
especificamente a un antigeno; de forma que si se producen mutaciones
puntuales que alteren su secuencia o estructura, éste ya no es reconocido por el
anticuerpo inicial y pasa a ser reconocido por otro anticuerpo diferente. Este es

un método muy laborioso que consume mucho tiempo.

Tipificacién fégica: Técnica que comenz6 a emplearse para caracterizar aislados

de S. aureus en 1942%°. Se basa en que los aislados son diferenciados por su
susceptibilidad o resistencia a la lisis causada por cada miembro de un grupo de
fagos. La especificidad de esta técnica estd basada en la especificidad del
receptor en la adsorcién, la restriccion del ADN, la inmunidad en la
superinfecciéon y mecanismos de interferencia post-adsorcion. Mejora al anterior
método pues tiene un mayor poder de discriminacién. Sin embargo, a pesar de
que ha sido optimizada por varios autores, sigue siendo una técnica limitada* 2.
El motivo es que muchas cepas de S. aureus son lisogénicas, y los profagos
influyen en los patrones de tipificacién por inmunidad a la superinfeccion y en la

restricciéon del ADN; y en consecuencia, son frecuentes las variaciones en estos

casos.

Resistotipificacion: Esta técnica, descrita para S. aureus en 1974, se basa en la

resistencia que presenta esta bacteria frente a metales pesados, como el cadmio y
el mercurio, y también a sustancias quimicas, como la acriflavina y el 3-
aminofenol. Estos patrones de resistencia son usados para diferenciar cepas. No
obstante, muchas de estas resistencias estan codificadas en plasmidos por lo que

pueden perderse o ganarse, lo que compromete la estabilidad de la técnica®.
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Aunque algunos de estos métodos fenotipicos contindan siendo utilizados en
los laboratorios de microbiologia clinica, s6lo permiten realizar una clasificacién muy
somera de las bacterias, que, como se ha visto, en ocasiones conduce a errores. Desde
los afios 70, con el desarrollo de la biologia molecular, cada vez resulta més evidente
que el fenotipo no es mds que una manifestacion del genotipo. Tal y como Goering y
Ruff propusieron, la transicién desde el genotipo hasta el fenotipo es un proceso a través
de multiples pasos, mientras que el genoma es la molécula de identidad fundamental®.
Por lo tanto, resulta imprescindible tipificar mediante técnicas genotipicas, que poseen
un poder de discriminacién mayor y una mayor precision, en relacion a las fenotipicas.
En general, la tipificacion genotipica utiliza un fragmento del genoma del
microorganismo, por lo que elegir una regién con la variabilidad adecuada es la clave
para el éxito del método. Ademas, dentro de los métodos genotipicos también ha habido
una evolucion, de hecho, Goering y Ruff distinguen entre métodos de primera a cuarta
generacion. Los métodos de primera generacidn son aquellos basados en el andlisis del
contenido plasmidico; los de segunda son los basados en las enzimas de restriccion y
sondas; consideraron de tercera generacion a la electroforesis en campo pulsado y
aquellos basados en PCRs (del inglés Polymerase Chain Reaction); y finalmente, la
cuarta generacién corresponde con la secuenciacién de ADN?. Dentro de esta

clasificacion los principales métodos genotipicos son:

1. Andlisis con patrones plasmidicos: Método de primera generacion, que se basa

en que las cepas de S. aureus difieren en el nimero y tamafio de sus plasmidos,
los cuales son facilmente detectables en geles de agarosa. El poder de
discriminacion de esta técnica es bajo, aunque se puede mejorar mediante el uso
de enzimas de restricciéon que corten dichos pldsmidos ofreciendo diferentes
patrones. Aun asi, el valor de esta técnica continta siendo limitado puesto que
los pldsmidos son susceptibles a perderse o ganarse, restindole reproducibilidad

al método?®.

2. Polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion: Es una técnica de

segunda generacidn, que estd basada en la distribucion al azar de sitios de corte
de endonucleasas de restriccion en el genoma bacteriano, lo cual se refleja en la
longitud de los fragmentos obtenidos. Cuando la enzima de restriccion actda

sobre todo el genoma de S. aureus, se convierte en una técnica de tercera
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generacion denominada PFGE (del inglés Pulsed-Field Gel Electrophoresis), y
es actualmente la técnica por excelencia para la tipificacion de esta bacteria. En
este caso se usa la enzima Smal, que tiene baja frecuencia de corte, y produce de
8 a 20 fragmentos de restricciéon en un rango de 8 a 800 Kb de tamaiio. Los
fragmentos generados son grandes y, por lo tanto, son resueltos en electroforesis
de campo pulsado, de ahi el nombre de la técnica. Las diferencias que presentan
las cepas en cuanto a tamafio y nimero de bandas son debidas a mutaciones
puntuales que cambian el sitio de corte de la enzima, o a inserciones, deleciones
o transposiciones. Debido a estos eventos genéticos, los patrones de PFGE se
pueden alterar durante el curso de un brote, por lo que es necesario conocer
como afectan estos cambios a los patrones de cada aislado. Se considera que de
1 a 3 bandas de diferencia es debido a variaciones dentro del mismo grupo
clonal, de 4 a 6 indican subclones incluidos también dentro del mismo grupo
clonal, y en 7 6 mas se diferenciarian clones no relacionados. Los resultados de
esta técnica son altamente reproducibles5 . No obstante, se debe tener en cuenta
que esta técnica es util para comparar aislados SARM tnicamente a nivel local y
en un corto periodo de tiemp027, ya que la comparacion de los patrones de
bandas entre distintos laboratorios y diferentes paises no es susceptible de

fiabilidad.

Tipificacion mediante PCR: Existen varias PCRs descritas para la

caracterizacion de S. aureus, todas ellas consideradas técnicas de tercera
generacion. Una de las desarrolladas mds recientemente, y en la que nos
centraremos, ya que va a ser empleada en este estudio, es la que estd basada en
secuencias repetidas en el genoma, conocida como andlisis de secuencias
repetidas en tdndem en nimero variable en varios loci o MLVA (del inglés
Multiple-Locus Variable-number tandem repeat Assay)zg. Las variaciones en el
numero de estas repeticiones daran lugar a fragmentos de diferentes tamafios, y
estas diferencias son las que se emplean en el MLV A para establecer relaciones
filogenéticas. Los 5 loci que se estudian en esta técnica contienen 7 genes que
codifican proteinas implicadas en la virulencia de la bacteria. En resumen, este
andlisis discrimina entre los diferentes aislados de S. aureus basdndose en el
patrén de bandas que ofrece cada uno en funcién del nimero de repeticiones en

tindem de estos 7 genes individuales. Al tratarse del andlisis de patrones de
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bandas, con esta técnica ocurre como con el PFGE, su aplicacion se ve reducida

a comparaciones locales realizadas en un periodo de tiempo relativamente corto.

4. Analisis de secuencias repetidas de la proteina A (spa typing): Esta técnica es de

cuarta generacion, pues consiste en la secuenciacién de la region polimoérfica del
gen que codifica para la proteina A. Esta region, denominada X, estd formada
normalmente por 24 pb, con excepciones de 21 a 30 pb, repetidas un nimero de
veces variable’”. Se encuentra localizada corriente arriba de la secuencia que
codifica para la region del extremo carboxilo terminal de la proteina, que es la

encargada del anclaje a la pared celular®®!

. Por lo tanto, la regi6n repetida
parece que debe servir para extender la region del extremo amino terminal de
unién a la IgG a través de la pared celular’. Las variaciones en la regién X son
debidas tanto a mutaciones puntuales, como a pérdidas o ganancias de
repeticiones, cada repeticion tiene asignado un cédigo alfa-numérico, y el tipo

spa viene dado por el orden de repeticiones especificas (Figura 1. 2).

GAGGAAGACAACAAAAAACCTGGT W.V.VNCY.WNCYNCICICIOV VN OV.V.V.W V.V .Nel oy NeIcy

126 - 134 - 120 - rl2 - rl6
— _/

—~—
t001

Figura 1. 2. Representacion esquemadtica del andlisis spa typing, donde a cada repeticion de aminoacidos
se le asigna un nombre, por ejemplo, r26; y la combinacién de todas las repeticiones presentes da lugar a
un tipo de spa, en el esquema t001.
Este es un método con un alto poder de discriminacién, facil de realizar, que
permite la portabilidad de los datos entre laboratorios. Ademads, se ha

desarrollado una base de datos de secuencias spa que facilita el andlisis y

centraliza los datos referidos a esta técnica (http://www. ridom.de/spa—server/)33.

5. Tipificacion mediante secuenciacion de varios loci: MLST (del inglés Multi-

Locus Sequence Typing): Este método, considerado por Goering y Ruff de
5

., 2 . . . .
cuarta generacion™, surge de la necesidad de realizar comparaciones a nivel
global. En esta técnica, nos centramos en el genoma central de la bacteria, y mds
concretamente en 7 genes constitutivos o housekeeping, necesarios para la

supervivencia de la bacteria. Se amplifica un fragmento interno de
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aproximadamente 450 pb de cada gen, que serd posteriormente secuenciado. Los
siete genes son: carbamato quinasa (arcC), shiquimato deshidrogenasa (aroE),
glicerol quinasa (glp), guanilato kinasa (gmk), fosfato acetiltransferasa (pra),
triosafosfato isomerasa (#pi) y acetil coenzima A acetiltransferasa (ygiL)**. Las
secuencias obtenidas son comparadas con alelos previamente caracterizados, en
la base de datos: www.mlst.net. Al realizar la comparacion, a las secuencias
obtenidas se le asigna un nimero que indica el alelo que es y cada aislado es
definido por la combinacién de los 7 alelos, dando el perfil alélico o ST (del
inglés Sequence Type). Los STs son agrupados en complejos clonales (CC) que
muestran, al menos, 5 alelos en comun, asumiendo que el ancestro de cada CC
es aquel cuyo genotipo tenga el mayor nimero de variantes en un unico locus.
Estos resultados pueden ser presentados mediante BURST (del inglés Based
Upon Related Sequence Types), que ha sido introducido para la tipificacién de
bacterias con estructura de poblaciéon epidémica35. Las variantes en un Unico
locus o SLV (del inglés Single-Locus Variants) son representadas en un circulo
alrededor del ancestro, las variantes en dos loci o DLV (del inglés Double-Locus
Variants) se representan en un segundo circulo por fuera del primero y las
variantes en tres loci o TLV (del inglés Triple-Locus Variants) en un tercer
circulo (Figura 1. 3A). Esta interpretacién ha evolucionado en los ultimos
tiempos (eBURST), presentdndose por lineas las relaciones entre los distintos
STs (Figura 1. 3B). Este programa ha sido utilizado satisfactoriamente en

estudios de historia evolutiva de SARM>®,

Figura 1. 3. Representaciéon del CC30, mediante el empleo del programa informético BURST (A) y de su
version mejorada eBURST (B). Ambas muestran el ancestro comiin, los ST que son SLV y DLV de él.

6. Caracterizacion del casete cromosémico estafilococal mec (SCCmec): Estudios

epidemiolégicos de SARM y de sus relaciones evolutivas han mostrado que,
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ademads del andlisis del genoma central, es necesaria la identificacion del tipo de
SCCmec. Dicha identificacién estd basada en una PCR muiltiple, por lo que se
considera de tercera generacion, aunque su resultado se utiliza en combinacion
con los datos del MLST, que, como se dijo previamente, es una técnica de cuarta
generacion. El1 SCCmec es un elemento genético mdévil heterogéneo que se
integra de forma especifica en la regién orfX del genoma de S. aureus. Sus
componentes principales son el complejo ccr (del inglés chromosome cassette
recombinase), responsable de su insercidn/escision, y el complejo mec, que
contiene el gen de resistencia a la meticilina mecA y sus genes reguladores (mecl
y mecRI)”. Las restantes zonas del casete son las denominadas regiones J (J1-
J3), que constituyen regiones no esenciales del elemento, pero pueden aportar
otros genes de resistencia a antibidticos, transposones (Tn4001 y/o Tn554) y/o
plasmidos (pUB110 y pT181). La organizacion estructural del SCCmec se puede
representar de forma resumida como J1-ccr-J2-mec-J3. Las combinaciones de
los distintos tipos de ccr y del complejo mec distinguen los tipos de SCCmec,
mientras que las variaciones en las regiones J dentro de la misma combinacién

3 Hasta el

ccr-mec son usadas para definir los subtipos (Figura 1. 4)
momento, se han descrito ocho estructuras principales de SCCmec (I-VIII) para
SARM, aunque cada vez se van describiendo nuevos casetes y nuevas variantes
de ellos*”. Ademds, estas estructuras se pueden agrupar en tres clases diferentes:
la clase A que contiene completo el complejo regulador mecl-mecRI-mecA, y las
clases B y C que presentan interrumpida la estructura reguladora por la

integracion de secuencias de insercion (IS437 e IS72 72)43.

2 : : n

B OB 10 hﬁ Tnsss e . —
orfX's . mecA mecKI ¢ . .

¢ ccrB2

ihecl ccrA?

Figura 1. 4. Esquema que representa la estructura general que compone los distintos tipos de SCCmec.

Se han descrito varias estrategias de PCR multiple para la determinacién del
tipo de SCCmec. Dos de los métodos mas extendidos son el método de Oliveira et al.,
que nos permite diferenciar los casetes del -IV*, y su actualizacion, mediante la cual

. . , 4 ,
podemos diferenciar, ademas, los casetes [V, V y VI 5 , los mas frecuentes.
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1.1.3. Eleccion del método adecuado

En los dltimos afios, se han realizado estudios en los que se han comparado

diferentes métodos para la caracterizacion de los SARM. El fin de estos estudios es

encontrar el método ideal para el andlisis de una poblacién microbiana de este patogeno.

Para evaluar cudl es el mejor método se debe atender a dos aspectos: el criterio de la

conveniencia, que hace referencia a la eficiencia del método; y el criterio del

.. ) .. . 46 . .
rendimiento, que hace referencia a la eficacia del método ™. La conveniencia, y por tanto

la eficiencia, se evalida mediante la rapidez, el coste y la facilidad para la ejecucion e

interpretacion del método, mientras que la eficacia del método se mide a través de:

1y

2)

3)

Tipificabilidad o capacidad de tipificacion: Porcentaje de cepas bacterianas

que pueden ser asignadas a un marcador mediante un método.

Reproducibilidad: Porcentaje de cepas que dan el mismo resultado cada vez

que se repite el método.

Poder de discriminacién: Habilidad del método para distinguir aislados no
relacionados. Se determina por el nimero de tipos identificados y por las
frecuencias relativas de dichos tipos. Estos dos aspectos no pueden ser
definidos por un tnico valor, por lo que no los podemos usar para comparar
métodos. Por este motivo se aplica el Indice de Diversidad de Simpson (D),
que mide la probabilidad de que dos cepas relacionadas sean colocadas en

distintos grupos de tipificacién“. Se calcula mediante la siguiente férmula:

Ec. 1
N(N DZn(n (Bc. 1)

Donde N es el nimero de aislados totales, S es el nimero total de tipos
descritos y njes el nimero de aislados pertenecientes al tipo j. Un nivel de
discriminacién aceptable va a depender del método, pero es recomendable
un método con un indice de discriminacién superior a 0,90. Este indice se
puede aplicar a diferentes técnicas y en funcién de su valor, deducir cudl
tiene mayor poder de discriminacién. El Indice de Diversidad de Simpson es
una estimacién imparcial de la verdadera diversidad (1) de una poblacion
basada en una muestra (n) de individuos. Por lo tanto, los valores de D van a

variar en funcién de las muestras recogidas, y esta variabilidad de nuestros
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datos en base a la variabilidad verdadera, se calcula empleando la varianza

(@):
52:%[27:;—(2755)2] (Ec. 2)

Donde n es el numero de aislados totales, n; es el nimero de aislados
pertenecientes el tipo j, y 7 es la frecuencia resultante de dividir n; entre n.
Se sugiere que la desviacion tipica (J) se comporta como una medida de la
dispersion que existe de D sobre 4. De ese modo, se establece que dos veces
o en cada lado del valor D, incluiria el 95% de toda la distribucién esperada,
y es por tanto, una medida aproximada de la confianza con la que varios
indices de diversidad pueden ser estimados. A este valor se le llama

intervalo de confianza (IC):

1 =|p-2Js* . p-25* | (Ec. 3)

Por lo tanto, usar el IC cuando se trabaja con D aumenta la fiabilidad de la
comparacién de la diversidad genética obtenida en distintos ambientes, asi

como la habilidad discriminatoria de distintos sistemas de tipificacién48.

Ademds de todo lo anterior, el método a emplear también se debe elegir
teniendo en cuenta la escala temporal y el ambiente en el que se vaya a realizar el
estudio. Asi, por ejemplo, el PFGE es el método més usado para estudios locales y de
corto espacio temporal, debido a que presenta dificultades en la reproducibilidad y
fiabilidad entre laboratorios. Actualmente, los estudios multicéntricos con esta técnica
son factibles gracias a la estandarizacién de las condiciones de electroforesis y al
desarrollo de normalizacién y andlisis software. Sin embargo, el MLST tiene la ventaja
de que no existen ambigiiedades en las secuencias obtenidas, por lo que la comparacién
entre laboratorios es mds factible. Este se usa complementado con la determinacién del
SCCmec, aplicando una nomenclatura propuesta por Enright et al., y aceptada por la
Unién Internacional de Sociedades Microbioldgicas en Tokio en 2002, en la que se

combina el ST, el fenotipo y el tipo de SCCmec. Por ejemplo: ST22-SARM-IV*®.

Ademds de disponer de herramientas para evaluar cada técnica por separado,

recientemente, ha sido propuesto un método para calcular la correspondencia entre
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. " . . 4 ..
varias métodos de forma cuantitativa®. Se basa en dos coeficientes que comparan dos

tipos de agrupaciones obtenidas de un mismo grupo de aislados. Estos dos métodos son:

1°) Método ajustado de Rand (AR): Es una correccién del coeficiente de RandSO,

el cual es cominmente empleado para cuantificar la congruencia de dos métodos
v e ., 51 L 4. ., .
de tipificacién®. El indice de Rand representa la proporcién de presencia y

ausencia de bandas comunes en los dos métodos a comparar:

a+d

R=——7-—
a+b+c+d (Ec. 4)

Donde, a son los aislados que se encuentran en el mismo grupo con ambos
métodos; b aquellos que se encuentran en el mismo grupo en el método 1 pero
no en el método 2; c aquellos que se encuentran en el mismo grupo en el método
2 pero no en el método 1; d los aislados que se encuentran en grupos diferentes

en ambos métodos.

Una limitacién de este método es que cuando comparamos dos divisiones al
azar, el indice no alcanza nunca un valor nulo, indicando que no existe
congruencia entre métodos. Esta limitaciéon queda solventada en el método
ajustado de Rand, en el que se introduce un factor de correccién (n.; que
corresponde con a y d, si las dos tipificaciones fueran totalmente
independientes) el cual permite una mejor evaluaciéon cuantitativa de la

congruencia global entre dos divisiones.

AR = a+d—n,
n’n?
nn’ +D)—@m+DD n} —(n+DY 07 +2) >
n
n. =
‘ 2(n—-1)

(Ec. 6)

2°) Método de Wallace (W): Mejora la comparacién entre dos métodos, porque

ofrece un valor uUnico que indica la probabilidad de que dos cepas sean
clasificadas como el mismo tipo por estos dos métodos. Da un valor de 0 a 1,
que cuanto mds cercano a la unidad indica que mds predecibles son los
resultados de un método con el otro, por lo que resultaria redundante emplear los

dos%. Se trata, por lo tanto, de un indice asimétrico, ya que un método puede
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mostrar una determinada capacidad para predecir los resultados obtenidos por

otro, y esa capacidad no ser la misma en el sentido contrario.

a W,(1,2) = —2

W, (1,2) =
(12) a+b a+c (Ec.7)

Ademds, ya que el cdlculo de la congruencia entre dos métodos depende de la
poblaciéon particular en la que se haga el estudio, existe una determinada
variabilidad con respecto a la poblacion real, por lo que el valor W debe ir

acompafiado de un intervalo de confianza.

c=w, 2w, (Ec. 8)

Donde W4, queda definido como el ratio del nimero de parejas de individuos
con la misma clasificaciéon segiin A y B sobre el nimero de parejas de

individuos con la misma clasificacion segin A.

En definitiva esta combinacién de métodos (Rand ajustado + Wallace) mejora la
informacion que se puede obtener, pues dice si dos métodos presentan una alta relacion

global y, ademds, si uno de los métodos puede predecir otro y viceversa.

1.1.4. Comparacion del MLVA con otros métodos

establecidos

El MLVA es una técnica que fue descrita por primera vez en el afio 1997 para
tipificar la bacteria Haemophilus inﬂuenza654. Como previamente se ha visto, consiste
en la amplificacion simultdnea de regiones repetidas en tdndem en niimero variable o
VNTR (del inglés Variable-Number Tandem Repeat) de varios loci. Las regiones
repetidas en tdndem son zonas del genoma susceptibles de error por parte de la ADN
polimerasa debido a un fendémeno denominado deslizamiento de hebra o Slipped Strand
Mispairing (SSM)™. Si bien la frecuencia de variacién es relativa a los sistemas de
reparacion del ADN de la bacteria, en general, es frecuente encontrar variaciones en el
nimero de estas repeticiones por este fendmeno, dando lugar a alelos mds cortos 0 mds

largos, que serdn transmitidos a sucesivas generaciones. Por lo tanto, la base del MLVA
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radica en la rapidez con la que evolucionan las secuencias VNTRs, junto con la

resolucion que ofrece el andlisis simultdneo de estas secuencias en varios loci.

Posteriormente, el MLVA fue adaptado para tipificar cepas de Bacillus
anthracis™. En este caso, su aplicacion fue particularmente notable debido a que se trata
de una especie de especial relevancia que presenta una gran homogeneidad genética. A
partir de entonces, este método fue puesto a punto para distintas especies bacterianas,
tomando un papel importante en la caracterizacion de cepas susceptibles de ser usadas

. . .. . . . 57-59
en bioterrorismo, como Yersinia pestis y Francisella tularensis™ ™.

En 2003, el MLVA fue adaptado por primera vez para S. aureus®®. El genoma
de esta bacteria posee varios loci con este tipo de repeticiones, entre los que se
encuentran los elegidos por Sabat et al. para la realizacién de esta técnica. Estos loci son
clfA, clfB, sdr, ssp y spa, y, como se ha visto, codifican proteinas implicadas en la
virulencia de las cepas. El locus sdr incluye 3 genes: sdrC, sdrD'y sdrE®, que codifican
para las 3 proteinas Sdr C, D y E. Estas, junto con los factores de aglutinacién A y B (o
proteinas de unién al fibrinégeno A y B) codificados por los genes clfA y clfB61’62,
respectivamente, pertenecen a la familia de proteinas conocida como MSCRAMM (del
inglés Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules). Las
proteinas de esta familia se caracterizan por la presencia de una regién R que contiene
varias repeticiones de 18 nucleétidos, los cuales codifican repeticiones de dipéptidos de
serina-aspdrtico (SD), localizados en un fragmento de ADN situado en el extremo 3,
quedando el extremo carboxilo implicado en el anclaje a la pared celular® (Figura 1. 5).
El locus ssp contiene el gen sspA, que codifica para la serinproteasa V8%, una proteina
extracelular cuyo extremo carboxilo terminal se construye por multiples repeticiones de
tripéptidos prolina-aspartico-aspartico (PDD)®. Y finalmente, el gen spa codifica la
proteina A, proteina de superficie que presenta repeticiones de 18 pb codificando

prolinas (P)%°.
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Figura 1. 5. Vision del recubrimiento de S. aureus, propio de una bacteria Gram positiva, en el cual se
aprecian las partes de las que constan los factores de aglutinacién, tanto A como B.

Debido a la sencillez de este método, diferentes autores han intentado,
mediante comparacion de sus resultados con los obtenidos por otras técnicas, analizar su
utilidad en la tipificacion clinica de S. aureus. Puesto que los métodos de tipificacion
més extendidos en la comunidad cientifica son el PFGE y el MLST, los principales
estudios realizados han comparado los resultados de ambas técnicas con los ofrecidos
por el MLVA®""! Ademads, debido a que el MLVA es una técnica nueva, ain no hay un
criterio internacionalmente aceptado sobre el grado de similitud que deben mostrar dos
aislados para considerarse pertenecientes al mismo clon. En un principio, Sabat et al.
propusieron que una unica banda de diferencia en el patréon del MLVA era suficiente
para distinguir clones®™. No obstante, estudios posteriores se han centrado en la
biisqueda de ese punto de corte que hace que se correlacionen mejor los datos con las
otras técnicas citadas anteriormente. Tenover et al. ensayaron dos puntos de corte para
el MLVA, similitud = 75% y = 80%, y observaron que tanto con un criterio como con el
otro, era posible diferenciar cepas con idéntico PFGE mediante MLVA, hecho que
también observaron Moser et al®®. Ademds, sus resultados indican que aplicar el punto
de corte de = 75% ayudaria a identificar brotes de una cepa dentro de un hospital en un
corto periodo de tiempo. Sin embargo, para la coleccion de aislados recogidos en dicho
estudio, el MLVA no fue capaz de reproducir los grupos obtenidos por PEGE®®.
Malachowa et al. observaron una correlacién entre los datos obtenidos por MLVA
aplicando un punto de corte de similitud = 70% con los del PFGE, pero variando el
punto de corte de este método al 75%. Una de las conclusiones mds interesantes de este

estudio es que el nivel de correlacion entre distintos métodos de tipificacion puede
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variar y depende de la coleccién de aislados en la que se realice el estudio”’. Esta es la
explicacion de que, entre todos los estudios publicados hasta el momento sobre el tema,
no exista un consenso sobre qué punto de corte aplicar al MLV A, y sobre si puede o no

sustituir al PFGE o el MLST como técnica de tipificacion.
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1.2.  OBJETIVOS

Conociendo todo lo anterior, los objetivos planteados en esta parte del trabajo

han sido:

1. Decidir qué punto de corte de similitud resulta mas conveniente aplicar en el
MLVA para establecer relaciones clonales, que correlacionen con los datos previamente

obtenidos mediante la combinacion de los métodos PEFEGE/MLST-SCCmec.

2. Obtener conclusiones propias sobre la utilidad del MLV A a nivel clinico,
comprobando si esta técnica puede establecerse como control de rutina en el Servicio

de Microbiologia Clinica del HUNSC.
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1.3. MATERIALES Y METODOS

1.3.1. Aislados clinicos y periodo de estudio

Para la validacién del MLV A como técnica de rutina en el hospital, se empled
una coleccién bien caracterizada de aislados de SARM adquiridos en el hospital
(SARM-AH)"%. Se consideraron hospitalarios, los aislados de SARM que fueron
obtenidos a partir de muestras de pacientes hospitalizados en el HUNSC después de 72
horas de su ingreso. Los aislados fueron recogidos e identificados por el Servicio de
Microbiologia del hospital desde enero de 1998 hasta diciembre de 2002. En total se
obtuvieron 375 SARM-AH, de los cuales 292 fueron recuperados e incluidos en este

. 73
estudio’”.

1.3.2. Caracterizacion previa de los SARM-AH

En esta coleccion de SARM-AH fue determinado el perfil de susceptibilidad en
cada uno de los aislados frente a siete antibidticos: penicilina, clindamicina,
eritromicina, gentamicina, oxacilina, teicoplanina y vancomicina. Asimismo, se
caracterizaron mediante PFGE, MLST y SCCmec. Se observd que los resultados de
estas tres ultimas técnicas correlacionaban, no asi los perfiles de susceptibilidad
antimicrobiana. Por lo tanto, los resultados combinados de PFGE, MLST y SCCmec
fueron utilizados en este estudio, de tal forma que cada aislado quedara caracterizado de
la siguiente manera: tipo de PFGE/ST-SCCmec, por ejemplo: PEGE B/ST36-SCCmecll.
Para definir los tipos de PFGE se emple6 el punto de corte previamente establecido por

5
Tenover et al”.

Los aislados que formaron parte del estudio pertenecieron a los principales
clones encontrados en el hospital: PFGE-A/ST247-SCCmeclA (n=58), PFGE-36/ST36-
SCCmecll  (n=164), PFGE-C/ST125-SCCmecIVA  (n=50), PFGE-D/ST146-
SCCmecIVA (n=8), y PFGE-E/ST22-SCCmecIV (n=5). Aunque también fueron

incluidos otros aislados pertenecientes a clones, considerados esporddicos pues solo se
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encontré un aislado de cada uno (n=1): PFGE-M/ST80-SCCmeclV, PFGE-O/ST239-
SCCmeclll, PFGE-F/ST30-SCCmeclV, PFGE-U/ST88-SCCmeclV, PFGE-D/ST471-
SCCmeclV, PFGE-V/ST8-SCCmeclV y PFGE-L/ST8-SCCmecIVA.

1.3.3. Optimizacion del MLVA

Para la realizacion del MLVA se parti6 del articulo previamente publicado por
Sabat et al*®. No obstante, las condiciones de amplificacion publicadas en dicho articulo
no resultaron adecuadas para llevar a cabo el MLVA en nuestro laboratorio. Por ese
motivo, aunque se mantuvieron los cebadores originales, se siguié un proceso de
optimizacion, tanto de las concentraciones de los distintos reactivos como del programa
de amplificacién (Figura 1. 6). El resultado 6ptimo se obtuvo bajo las siguientes
condiciones: tampon de reaccion 1X, 1,5 mM de MgCl,, ANTP 0,2 mM, 1,2 uM de los
cebadores CIfA-F, CIfA-R, CIfB-F, CIfB-R, SdrCDE-F, SdrCDE-R, 1 uM de los
cebadores Sspa-F y Sspa-R, 0,5 UM de los cebadores Spa-F y Spa-R y 0,05 unidades de

Taq ADN polimerasa (Bioline, Reino Unido), en un volumen final de 20 pl.

94°C ¢ 94°C

72°C: 72°C

‘' x 20 P

15 min

Figura 1. 6 Esquema del programa de amplificacién optimizado para el MLVA.

El tamp6n de carga normalmente empleado en los geles de agarosa lleva en su
composicién los colorantes azul de bromofenol y xileno cianol. En nuestros
experimentos hemos observado que estos colorantes al ser iluminados con luz
ultravioleta muestran interferencia con algunas bandas del MLV A (Figura 1. 7). Por este
motivo, los productos de PCR del MLVA se cargaron en un gel de agarosa al 2%,

mezclados unicamente con glicerol al 30%. El frente de avance del gel se controlé con
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los carriles correspondientes al marcador XIV (Roche Diagnostics, Suiza), los cuales se
cargaron con el tampén de carga completo con los dos colorantes. Los geles se
visualizaron y se fotografiaron bajo luz ultravioleta, tras su tincién con bromuro de

etidio, empleando el sistema GelDoc 2000 (Bio-rad, Estados Unidos).

Figura 1. 7. Interferencia que presenta el colorante xileno cianol con las bandas de mayor tamafio.

Para ensayar la reproducibilidad del método se eligieron 10 aislados al azar
repartidos entre tipos distintos de MLVA, a los cuales se les realiz6 la técnica en tres

experimentos independientes.

1.3.4. Analisis de los patrones de MLVA

Las imdgenes obtenidas con los patrones de MLVA fueron exportadas en
formato TIFF para su andlisis con el programa informadtico InfoQuest (Bio-rad, Estados
Unidos). Dicho programa asigna automdticamente los carriles y las bandas, que,
posteriormente, fueron revisados y corregidos manualmente cuando fue necesario. Para
el cdlculo de la similitud entre cada par de aislados del estudio se empleé el coeficiente
de Dice (Sp), que compara la presencia o ausencia de cada banda en cada uno de los dos
aislados. Este coeficiente es el mds utilizado en estos tipos de andlisis, y se calcula
aplicando la siguiente férmula:
2n,,

S —

= AP Ec.9
° 2n,,+a+b (Fe.9)
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Donde ny4p es el nimero de bandas presentes en los patrones de los dos aislados
que se comparan, a es el nimero de bandas presentes en el aislado A, pero no en el
aislado B, y b es el nimero de bandas presentes en el aislado B, pero no en el aislado A.
La matriz de similitud fue calculada de manera automética por el programa informatico.
Se empleé el método UPGMA (del inglés Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) para realizar el agrupamiento en base a los patrones de bandas,

aplicando un valor de tolerancia del 1%.

Debido a la controversia existente en cuanto a qué punto de corte se debe
emplear para determinar los distintos tipos de MLVA, los patrones obtenidos mediante

esta técnica fueron analizados estableciendo tres puntos de corte distintos:

1°) Todos aquellos patrones que presenten al menos una banda distinta
corresponderdn con distintos tipos de MLV A, coincidiendo con el criterio inicialmente

propuesto por Sabat et al®®.

2°) Todos los patrones que presenten una similitud = 70% serdn considerados
pertenecientes al mismo tipo de MLVA, y, dentro de cada tipo, patrones con al menos

una banda de diferencia corresponderdn con los distintos subtipos.

3°) Todos los aislados que presenten patrones con similitud = 80% serdn
considerados pertenecientes al mismo tipo, y, dentro de cada tipo, diferencias de al

menos una banda marcarén los distintos subtipos.

En cada caso, los tipos de MLV A se nombraron mediante letras mintsculas en
orden alfabético desde el tipo mds numeroso; y en los puntos de corte 2°) y 3°), fue
afadido un ndmero ardbigo tras la letra para indicar el subtipo, ordenados también a

partir del mas abundante.

1.3.5. Comparacion de los resultados obtenidos mediante

MLVA con los datos PFGE/ST-SCCmec

Los tipos y/o subtipos obtenidos mediante el MLV A analizado con cada punto
de corte fueron comparados con los datos de PFGE/ST-SCCmec previamente

determinados.
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El primer paso en la comparacién fue analizar cuantitativamente el poder de
discriminaciéon de cada método por separado mediante D, utilizando la férmula
expresada en la ecuacion 1*°. Este indice fue propuesto por Hunter y Gaston para
trabajar con patrones de bandas, ya que no tiene en cuenta la concordancia de ambos
patrones en las bandas ausentes, puesto que eso alteraria de forma irreal los resultados’*.
Ademads, para cada valor de D se estimaron los correspondientes intervalos de
confianza, para incrementar la fiabilidad de la capacidad de discriminacién de cada

sistema®’.

A continuacidén, para el andlisis de la congruencia entre ambos métodos se
emplearon los dos coeficientes propuestos por Carrico et al. y explicados previamente:
el coeficiente ajustado de Rand (AR) y el de Wallace (W)49, afiadiendo en este dltimo el
calculo del IC correspondienteS3. El calculo de ambos se realiz6 de manera automatica,

empleando la herramienta http://darwin.phyloviz.net/ComparingPartitions/.
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1.4. RESULTADOS

Todos los aislados pudieron ser tipificados satisfactoriamente por MLV A. Las
reacciones de amplificacion con las 5 parejas de cebadores pudieron ser realizadas bajo
las mismas condiciones, en el mismo tubo de reaccion. Ademas, las reacciones de PCR
ofrecieron un resultado 6ptimo tomando como molde las suspensiones celulares, sin
haber realizado protocolo de extracciéon de ADN previo. La reproducibilidad de los

resultados del MLVA fue del 100%.

1.4.1. Punto de corte con una banda de diferencia

Aplicando el punto de corte previamente establecido por Sabat et al., donde
una Unica banda de diferencia es suficiente para distinguir tipos distintos de MLVAZ,
éste dio lugar a 35 patrones diferentes, mostrando un D = 71,73% (64.07-76.52%). El
PFGE presenté un D = 68.47% (64.07-72.88%), pero, si observamos los intervalos de

confianza, la diferencia no es significativa.

Los aislados fueron agrupados segin el MLVA en 14 tipos (a-n), y 21 aislados
presentaron un patrén de bandas Unico (i-ah). Los clones PFGE-A/ST247-1A, PFGE-
B/ST36-1I, PFGE-C/ST125-1IVA y PFGE-D/ST146-IVA quedaron divididos segtn el
MLVA en diferentes tipos. Todos los aislados pertenecientes al clon PFGE-E/ST22-1V
fueron agrupados juntos, y todos los clones esporddicos, que son PFGE-M/ST80-
SCCmeclV, PFGE-O/ST239-SCCmeclll, PFGE-F/ST30-SCCmeclV, PFGE-U/ST88-
SCCmeclV, PFGE-D/ST471-SCCmeclV, PFGE-V/ST8-SCCmeclV y PFGE-L/ST8-
SCCmeclVA, correspondieron con tipos de MLVA unicos. Por lo tanto, con este

criterio podemos descartar relaciones entre los aislados, pero no establecerlas.

El andlisis cuantitativo mostrd bajos valores de congruencia, y mds bajos atn

cuando los subtipos de PFGE fueron considerados (Tabla 1. 1).
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Tabla 1. 1. Correlacién del MLVA, analizado bajo los tres puntos de corte del estudio, con el PFGE-
MLST-SCCmec segtin los datos del indice ajustado de Rand y el indice de Wallace. Los recuadros en rojo
indican los mejores datos obtenidos.

MLVA (one band) MLVA (80%) MLVA (70%)
AR W (%) AR W (%) AR W (%)
98.71 98.29 96.08
Tipo PFGE-ST-SCCmec 0.794 0.976 0.967
(97.93-99.45) (97.11-99.33) (93.35-98.08)
69.21 65.86 64.62
Subtipo PEGE-ST-SCCmec ~ 0.644 0.696 0.688
(61.01-77.38) (58.51-73.12) (57.15-71.59)
98.71 98.29 96.08
Tipo PFGE-ST-SCCmec-CC ~ 0.794 0.976 0.967
(97.93-99.45) (97.11-99.33) (93.35-98.08)
69.21 65.86 64.62
Subtipo PFGE-ST-SCCmec-CC  0.644 0.696 0.688
(61.01-77.38) (58.51-73.12) (57.15-71.59)
CC 0.765 100 0.957 100 0.986 100

1.4.2. Punto de corte de similitud > 80 %

Al aplicar al dendrograma el punto de corte del 80%, el nimero de tipos de
MLVA fue reducido de 35 a 17, reduciendo con ello también el poder de
discriminacién, quedando D = 61.82% (57.00-66.04%). Estos 17 tipos de MLVA
incluyeron 5 grupos de mds de un organismo (a-e) y 12 patrones de bandas tnicos (f-p)
(Anexo 1. 8. 1). Los clones PFGE-A/ST247-1A, PFGE-B/ST36-11 y PFGE-E/ST22-1V
correspondieron con los tipos de MLV A b, a y e, respectivamente. Por lo tanto, con este
criterio agrupamos satisfactoriamente los aislados que pertenecen al mismo clon,
aunque las distribuciones de los subtipos de MLV A y de PFGE no correspondieron. El
subtipo de PFGE A1, también llamado clon Ibérico, mostr6 el mismo patrén de MLVA
que los demds subtipos dentro de ese grupo A (A2-A13) (Figura 1. 8A). Ocurrié lo
mismo con los subtipos B1 (Figura 1. 8B) y El, los denominados clones epidémicos

SARM-16 y SARM-135, respectivamente.

El andlisis cuantitativo introduciendo los datos relativos a los subtipos de
PFGE mostr6 que la congruencia no era la adecuada, AR = 0.696 y W = 65.86 (58.51-
73.12). Sin embargo, cuando en la comparacién nos centramos en los tipos de PFGE,
ambos métodos presentan una buena correlaciéon, AR = 0.976 y W = 98.29 (97.11-
99.33) (Tabla 1. 1). A pesar de esta buena correlacion, los clones PFGE-C/ST125-IVA
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y PFGE-D/ST146-IVA, ambos pertenecientes al CCS5, no pudieron ser diferenciados
empleando el MLVA, ya que en ambos clones observamos mezcla de los tipos de

MLVA c yd (Anexo 1. 8. 1).

A

0% 8% Ibanda PFGE/MLST-SCCmec MLVAa MLVAb MLVAc

PFGE A1/ST247-1A b bl cl

PFGE A2/ST247-1A b bl cl

PFGE A4/ST247-1A b bl cl

PFGE A1/ST247-1A b bl cl

PFGE A3/ST247-1A b bl cl

PFGE A5/ST247-1A b b1 cl

PFGE A7/ST247-1A b b1 cl

PFGE A11/ST247-1A b bl cl

PFGE A9/ST247-1A b bl cl

PFGE A1/ST247-1A b b1 cl

PFGE A8/ST247-1A b b1 cl

g PFGE A1/ST247-1A b bl cl

PFGE A2/ST247-1A j b3 c3

PFGE A1/ST247-1A ab b5 c5

. PFGE A10/ST247-1A ac b6 c6

PFGE A10/ST247-1A ad b7 7

PFGE A13/ST247-I1A e b2 2

PFGE A1/ST247-1A e b2 2

PFGE A1/ST247-1A e b2 2

PFGE A1/ST247-1A e b2 2

PFGE A6/ST247-1A e b2 2

{ PFGE A1/ST247-1A e b2 2

PFGE A1/ST247-1A n b4 cé

B

% 80% Toanda PFGE/MLST-SCCmec MLVAa MLVAb MLVAc

i ' PFGE B2/ST36-1I k a3 a3

PFGE B2/ST36-11 k a3 a3

PFGE B1/ST36-1 p a6 a6

PFGE B1/ST36-I f a2 a2

PFGE B1/ST36-I f a2 a2

PFGE B1/ST36-1 q a7 a7

PFGE B1/ST36-I 1 a4 a4

PFGE B1/ST36-I 1 a4 a4

PFGE B6/ST36-I a al al

PFGE B1/ST36-1 a al al

PFGE B7/ST36-1 a al al

PFGE B3/ST36-I a al al

PFGE B2/ST36-1 a al al

PFGE B1/ST36-I a al al

PFGE B1/ST36-1 a al al

PFGE B5/ST36-I a al al

PFGE B1/ST36-1 a al al

PFGE B1/ST36-1 a al al

PFGE B2/ST36-I a al al

PFGE B1/ST36-I a al al

PFGE B9/ST36-I a al al

PFGE B2/ST36-I a al al

PFGE B1/ST36-I a al al

PFGE B1/ST36-I a al al

PFGE B1/ST36-I a al al

PFGE B1/ST36-1 a al al

PFGE B1/ST36-I a al al

PFGE B4/ST36-11 a al al

PFGE B5/ST36-11 a al al

m PFGE B8/ST36-I a al al

PFGE B1/ST36-I m as a5

PFGE B1/ST36-I m as a5

PFGE B2/ST36-1 r a8 a8

PFGE F1/ST30-IV s h1 a9

Figura 1. 8. A. Clasificacién del clon Ibérico, PFGE A1/ST247-1A y B. del clon epidémico EMRSAL16,
PFGE A1/ST36-11, segiin el MLV A analizado bajo los tres puntos de cortes distintos empleados en este
trabajo (a=1 banda, b=80% y c=70%), asi como su relacién con otros subtipos del mismo grupo.
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1.4.3. Punto de corte de similitud = 70 %

Aplicando el criterio del punto de corte de similitud = 70%, volvemos a reducir
el nimero de tipos de MLVA de 17 a 11, mostrando un D = 60.48% (55.92-65-04%).
Los 11 tipos de MLVA incluyeron 5 grupos de més de 1 organismo (a-e) y 6 patrones
de bandas tnicos (f-k) (Anexo 1. 8. 1). Como ocurria con el punto de corte del 80%, los
clones PFGE-A/ST247-1A, PFGE-B/ST36-11 y PFGE-E/ST22-IV se agruparon también
de forma independiente en tres tipos de MLVA. Sin embargo, debido al uso de este
criterio menos restringente, el tnico aislado perteneciente al clon PEGE-F/ST30-1V fue
agrupado junto con los aislados del clon PFGE-B/ST36-II, ambos pertenecientes al
CC30 (figura 1. 8B). En este caso también los aislados PFGE-C/ST125-IVA y PFGE-
D/ST146-1VA fueron mezclados en los tipos formados por el MLVA, con la excepcién
de un tunico aislado PFGE-D/ST146-IVA, el cual fue agrupado con el aislado PFGE-
N/ST471-1V, ambos pertenecientes al CC5 (Anexo 1. 8. 1).

En base a esto, el MLV A aplicando este criterio nos permitié agrupar aislados
que mostraron distinto tipo de PFGE, siempre que estos aislados pertenecieron a clones
recogidos en el mismo complejo clonal, lo que se corrobora con el andlisis cuantitativo.
En este andlisis el MLV A presenta una buena correlaciéon con los datos de PFGE/ST-
SCCmec solo o teniendo en cuenta los CCs, AR =0.967 y W = 96.08 (93.35-98.08), en
ambos casos. Sin embargo, la mejor correlacion se obtuvo cuando comparamos los
resultados del MLV A tnicamente con los datos de los CCs, mostrando un AR = 0.986 y
W =100% (Tabla 1. 1).
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1.5. DISCUSION

Actualmente, existen numerosos métodos de tipificacion para la clasificacion
de SARM en estudios epidemioldgicos. Aunque el PFGE es considerado el método por
excelencia para estos estudios, las técnicas basadas en el andlisis de bandas son
reemplazadas, cada vez mds frecuentemente, por aquellas basadas en secuencias de
acidos nucleicos, las cuales son superiores en poder de discriminacion, ofrecen datos
portatiles y mds fiables. No obstante, hoy en dia estas técnicas no se encuentran al
alcance de los laboratorios de microbiologia clinica de la mayoria de los hospitales,
debido a la inversién econémica que suponen, incluido el HUNSC. Por ese motivo, la
validacién del MLV A como método rutinario de tipificacion de aislados de S. aureus en
nuestro hospital, supondria un avance en el seguimiento y control de las infecciones

producidas por este patdgeno.

Para este estudio, se partié6 de una colecciéon de 292 aislados SARM-AH
previamente caracterizados. Los datos obtenidos para estos aislados, correspondientes a
las técnicas de PFGE, MLST y SCCmec, fueron utilizados de forma combinada, de
manera que cada aislado quedé definido segtin su tipo de PFGE/ST-SCCmec. Hasta este
momento, se han realizado varios estudios que intentan correlacionar los datos de
MLVA con otras técnicas, sin embargo, éste es el primero en el que se intenta
correlacionar con los datos combinados de varias técnicas. El MLVA se realiz6 para los
292 aislados, y se analizé de forma independiente el poder de discriminacién de cada
método. La congruencia entre MLVA y PFGE/ST-SCCmec también fue evaluada, asi
como la capacidad del MLV A para predecir los resultados obtenidos por la combinacién
de PFGE/ST-SCCmec. No obstante, se debe tener en cuenta que la aplicacion del
MLVA como rutina clinica, también depende de la facilidad del método, de su rapidez y

de su coste.

Una vez puesto a punto, el MLVA resulté ser una técnica viable para su
realizaciéon en un laboratorio de microbiologia clinica, por las caracteristicas
previamente indicadas referentes a su eficiencia. Se ha conseguido optimizar la
amplificacion de cada uno de los siete genes en un tnico tubo de PCR. Tenover et al.

propusieron separar la reaccion de PCR realizada con los cebadores del gen spa de la de
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los otros cuatro cebadores, ya que observaron que la amplificacién de este gen consume
gran parte de los reactivos, haciendo dificil la obtencién de producto del gen sspA®. Sin
embargo, esta separacion no fue necesaria en nuestro trabajo, ya que se obtuvo un
resultado 6ptimo empleando las 5 parejas de cebadores en la misma reaccién, evitando
con ello duplicar el nimero de tubos de PCR y agilizando el trabajo. Ademads,
coincidiendo con dicho estudio®, observamos que al preparar mezcla de reaccién de
PCR para un nimero de muestras superior a 15 el resultado empeora notablemente,
probablemente debido a la formacién de artefactos, como dimeros de cebadores, que

pudimos observar en los geles de agarosa (Figura 1. 9).

Figura 1. 9. Mal resultado del MLVA debido a la realizacién de la mezcla de PCR para un nimero de
muestras superior a 15. Recuadrados en rojos se observan los dimeros de cebadores.

El nimero de bandas obtenido varié entre 7, que son las esperadas, 6, e incluso

5, debido a variaciones en la presencia de los genes sdrD y sdrE, tal y como ya habia

71,75

sido detectado previamente (figura 1. 10). Sin embargo, los patrones de los aislados

escogidos para el ensayo de reproducibilidad se mantuvieron constantes en cada
experimento de MLVA, por lo que, tal y como ya habian observado otros autores®” %, la

reproducibilidad del método es del 100%.
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Figura 1. 10. Fragmento de un gel de electroforesis donde se pueden observar distintos patrones de
bandas. El carril M muestra el marcador XIV (Roche Diagnostics, Suiza), los carriles 1 y 3 muestran
patrones con 6 bandas; el 2 muestra solo 5 bandas; y, finalmente el carril 4 muestra un perfil completo
con las 7 bandas del MLVA.

Al igual que Sabat et al., no determinamos el nimero exacto de repeticiones
obtenidas para cada genzs, hecho considerado como una desventaja del método por
algunos autores’. Sin embargo, creemos que la finalidad de esta técnica se ve satisfecha
obteniendo un patrén de bandas caracteristico y reproducible en cada aislado. Para
calcular el nimero exacto de repeticiones habria que secuenciar cada fragmento, lo cual
elevaria el coste de la técnica alejandola de su aplicacién en clinica. Pero ademds,
presenta otros dos inconvenientes, por un lado, la introduccion de errores por parte de la
ADN polimerasa debido a las secuencias repetidas, y, por otro lado, las bandas
obtenidas en los genes clfA y clfB superan las 1000 pb, tamaiio de fragmento que
entrafia especial dificultad sin la posibilidad de disefiar un cebador interno a dicho
fragmento. Esto le ocurrié a Holmes et al. en su estudio, donde encontraron una banda
de aproximadamente 2.200 pb que no pudo ser detectada por electroforesis capilar, por

poseer un tamafio mayor que el limite de deteccion del marcador LIZ".

El programa informético InfoQuest (Bio-rad, Estados Unidos), similar al
Bionumerics (Applied Maths, Bélgica), ha resultado ser una herramienta util y facil de
usar para el andlisis automadtico de patrones de bandas. No obstante, aunque el
InfoQuest (Bio-rad, Estados Unidos) facilita dicho andlisis, se necesita siempre una
inspeccién visual. Esto es debido a que se ha observado que, pequeias variaciones
normales en los geles de agarosa pueden hacer que dos bandas distintas sean

consideradas como iguales por el programa, o viceversa. De ahi, la necesidad del buen
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entrenamiento del personal encargado de esta labor, ya que se incluye una subjetividad

que puede restar utilidad y fiabilidad al método.

1.5.1. Punto de corte con una banda de diferencia

Tomando como punto de corte una unica banda de diferencia para distinguir
tipos de MLVAZ®, obtuvimos 35 patrones distintos que correspondieron con 35 tipos de
MLVA. Con los indices de Diversidad obtenidos, expresados en el apartado de
resultados, se observa que entre las habilidades de ambos métodos para discriminar las

cepas de SARM, la diferencia no es significativa, con un 95% de confianza’’.

Este es el criterio mds restrictivo, y aplicdndolo se ha observado que los grupos
més numerosos, el PFGE-A/ST247-1A, PFGE-B/ST36-1I, PFGE-C/ST125-IVA vy
PFGE-D/ST146-1VA, quedaron divididos en varios tipos distintos de MLVA. Tenover
et al. obtuvieron resultados similares aplicando el mismo criterio, pero intentando
determinar si el MLVA podria predecir los tipos USA de PFGE®. Estos tipos USA
constituyen un sistema de nomenclatura para los resultados de PFGE, que ha sido
adoptado nacionalmente en Estados Unidos, consiguiendo que los cientificos utilicen
una terminologia comun con la que referirse a ciertas cepas de SARM. Ademads, estos
tipos USA han sido validados mediante MLST y spa typing’®. De esta forma, el MLVA
separd la cepa USA300, importante epidemioldgicamente por los brotes a los que ha
dado lugar, en cuatro grupos distintos, USA100 en nueve tipos, USA200 en cinco,
USAS00 en dos, USA700 en tres, USA800 en 10 y el clon Ibérico en dos tipos de
MLVA. En el estudio, Tenover et al., descartaron este criterio ya que no agrupaba
juntas cepas que se sabia que estaban epidemiolégicamente relacionadas por PFGE,
MLST y spa typing, y por ello, pasaron a investigar la correlacién aplicando puntos de

corte de similitud > 80% y = 75%.

En el caso objeto de este estudio, se observan resultados andlogos,
concluyendo que con este criterio es posible establecer relaciones genéticas, pero no
descartarlas; es decir, se sabe que aquellos aislados agrupados en el mismo tipo de
MLVA estdn genéticamente relacionados, pero, sin embargo, no podemos descartar que
también lo estén aislados que aparecen separados en la clasificacion. Estas conclusiones

se ven apoyadas por los valores de AR y W obtenidos (Tabla 1. 1).
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En base a la escasa aplicabilidad del MLVA interpretado bajo este criterio, se
ha investigado la correlacién entre ambos métodos empleando otros puntos de corte.
Debido a que no existe criterio establecido de forma justificada, tal y como ocurre con
el PFGE’, y ya que diferentes autores han elegido puntos de corte de manera azarosa, se
han seleccionado de igual forma los valores de similitud mayores o iguales al 80% y al

70% para definir tipos de MLVA.

1.5.2. Punto de corte de similitud > 80 %

Al aplicar este punto de corte menos restrictivo, el nimero de tipos de MLVA
fue reducido a 17, disminuyendo asi el poder de discriminacion de la técnica. No
obstante, observando los intervalos de confianza, nuevamente la diferencia entre el D

obtenido para el MLVA y el PEFEGE/MLST-SCCmec no es significativa.

Aplicando este criterio hemos conseguido que los clones mayoritarios, PFGE-
A/ST247-1A y PFGE-B/ST36-11, y también PFGE-E/ST22-1V, correspondan con un
unico tipo de MLVA cada uno: b, a y e, respectivamente. Sin embargo, los clones
PFGE-C/ST125-IVA y PFGE-D/ST146-1VA, fueron dificiles de distinguir por MLVA,
ya que se presentaron de forma mezclada en los tipos de MLVA ¢ y d. En cualquier
caso, la forma en la que quedaron distribuidos los subtipos dentro de cada tipo por
ambos métodos fue distinta, lo que queda confirmado con el dato cuantitativo de los
indices de AR y W al incluir los subtipos (Tabla 1. 1). Por lo tanto, este criterio permite
utilizar el MLV A para predecir los tipos de PFGE/MLST-SCCmec, pero con €l no se
puede identificar los posibles brotes de subtipos de PFGE particulares, siendo este
hecho sobre todo importante en la deteccién de clones epidémicos, como el Ibérico, el
EMRSA-16 y el EMRSA-15, presentes en nuestro hospital. Malachowa et al., en
cambio, obtuvieron buenos resultados de correlacion a nivel de subtipos entre el MLVA

y el PFGE en su estudio®.

Estas diferencias de correlacién entre distintos clones de SARM también
fueron observadas por Tenover et al., aplicando los puntos de corte del 80% y del 75%
con los tipos de PFGE de las cepas USA. Por ejemplo, los aislados USA100 fueron
agrupados juntos en el mismo tipo de MLVA, mientras que aislados USA800 fueron

separados en 6 diferentes tipos de MLVA. En base a estos resultados, estos autores
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propusieron que la variabilidad de los patrones de MLV A debe ser cepa—dependienteGS.
Aun con eso, los niveles de congruencia en nuestro estudio aplicando este criterio son
muy altos, lo que lleva a pensar que el MLV A podria ser una herramienta util para
localizar y seguir la circulacion de estas cepas SARM dentro del hospital. Sin duda, ésto
ayudaria a reducir el nimero de infecciones nosocomiales, tal y como ha sido

16,18
propuesto .

1.5.3. Punto de corte de similitud = 70 %

Nuevamente, al disminuir la restricciéon del valor del punto de corte de
similitud, el nimero de tipos y con él, el poder de discriminacién de la técnica, se ven
reducidos; aunque continua siendo no significativa la diferencia entre éste y el D de
PFGE/MLST-SCCmec. Este punto de corte clasificé los aislados SARM-AH en 5
grupos (a-e), pertenecientes a los CC principales, y 6 patrones tnicos (f-k). De la misma
forma que ocurria con el criterio anterior, con este criterio los clones PFGE-A/ST247-
IA y PFGE-B/ST36-11, PFGE-E/ST22-1V, correspondieron con un dnico tipo de MLVA
cada uno; b, a y e, respectivamente. Sin embargo, al emplear este criterio menos
restringente, el PEGE-F/ST30-IV qued$ agrupado junto con el grupo del clon PFGE-
B/ST36-11, ambos pertenecientes al CC30 (Figura 1. 7B). A su vez, los clones PFGE-
C/ST125-IVA y PFGE-D/ST146-IVA, volvieron a aparecer mezclados, excepto un
aislado PFGE-D/ST146-IVA que quedd agrupado al aislado PFGE-N/ST471-1V, ambos
pertenecientes al CCS. Por lo que se observa visualmente que, aplicando este punto de

corte, el MLVA tiende a agrupar clones pertenecientes al mismo CC.

Malachowa et al. determinaron una buena correlacién entre los datos ofrecidos
por el MLVA vy por el PFGE aplicando un punto de corte del 70% de similitud para el
MLVA, pero cambiando el empleado en el analisis del PFGE a un 75%°’. Sin embargo,
no parece conveniente cambiar el punto de corte del 80% para el PFGE, ya que se trata
de un criterio justificado e internacionalmente aceptadoS. En su estudio, Malachowa et
al. encontraron que el MLVA interpretado con el punto de corte del 70% agrup6
aislados con el mismo CC, aunque con algunas excepciones. En este trabajo, sin variar
el criterio de andlisis para el PFGE, se observ lo mismo, lo que se comprobé mediante

los valores de AR y W, que han sido algo mds bajos con este criterio, y, sin embargo,
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presentan los mejores resultados al comparar el MLV A tnicamente con el CC (Tabla 1.
1). En el caso objeto de estudio, la excepcion fue el CC8, donde las diferentes cepas
pertenecientes a ese complejo, PEGE-A/ST247-1A, PFGE-L/ST8-SCCmeclV A, PFGE-
O/ST239-SCCmeclll y PFGE-V/ST8-SCCmeclV, no fueron agrupadas juntas. Si bien
es verdad, que a pesar de ser un CC con pocos representantes, es el mds diverso, ya que
todos estos aislados mostraron diferencia en al menos dos de las técnicas incluidas:
PFGE, MLST y SCCmec, mientras que los demds CC, aunque mds numerosos, son mas

homogéneos.
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1.6. CONCLUSIONES

Una vez realizadas las comparaciones entre el MLVA y las técnicas
PFGE/MLST-SCCmec, aplicando distintos puntos de corte para el primero es posible

extraer las siguientes conclusiones:

1. El MLVA es una técnica rapida y sencilla, viable en cuanto a la eficiencia

para su realizacidn rutinaria en un laboratorio de microbiologia clinica.

2. EL MLVA es una técnica fiable en cuanto a su nivel de reproducibilidad.

3. El MLVA, aplicando un punto de corte de similitud = 80% para establecer
relaciones entre los distintos aislados SARM-AH, ha resultado ser una
herramienta util para realizar un seguimiento de las distintas cepas que se

encuentran circulando en el HUNSC.

4. Aplicando un punto de corte de similitud > 70% para establecer relaciones
entre los distintos aislados SARM-AH, es posible establecer grupos de

aislados pertenecientes al mismo CC.
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1.8. ANEXOS
1.8.1. Dendrograma

Dendrograma construido con los perfiles de MLVA de todos los aislados SARM
incluidos en este estudio, aplicando el coeficiente de Dice y aplicando un valor de
tolerancia del 1%. Las lineas de puntos de colores rojo, azul y verde indican los 3
puntos de corte empleados, de una tnica banda de diferencia, de similitud > 80% y de
similitud > 70%, respectivamente. Los tipos y subtipos asignados con cada criterio se
encuentran en la tabla de datos bajo las letras a, b y ¢, también respectivamente.

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%100.0%]

miva miva
?m?mﬁm?wﬁm?w? Aislado PFGE/ST-SCCmec CC a b c
I ' 344 PFGE-EIST22IV 22 g el dl
. 352 PFGE-E2/ST22. IV 22 g el dl
P 381 PFGE-EI/ST22IV 22 g el dl
- 448 PFGE-E1/ST22 IV 22 g el dl
. : 532  PFGE-EI/ST22IV 22 g el dl
— ¢ 265  PFGE-M1/ST80-IV i fl fl
. : 526  PFGE-U1/ST$8-IV t il hl
: : 262  PFGE-LI/STS-IV 8 ad #l il
: : 283 PFGE-Ol/ST239-II 8 o gl gl
: : 527 PFGE-VI/STS-IV 8 ae ol jl
: : 182 PFGE-A2/ST247IA 8 j bl 3
. 185 PFGE-A2/ST247IA 8 j bl 3
: t 183 PFGE-A2/ST247IA 8 j bl 3
: : 147 PFGE-A3/ST247JA 8 b bl cl
: 149 PFGE-A1/ST247JA 8 b bl cl
: 152 PFGE-A2/ST2471A 8 b bl cl
: 153 PFGE-A2ST2471A 8 b bl cl
: 154 PFGE-A2/ST247JA 8 b bl cl
: 157 PFGE-A2ST247JA 8 b bl cl
: 162 PFGE-A4/ST247JA 8 b bl cl
: 169 PFGE-A1/ST247JA 8 b bl cl
: 170 PFGE-A3/ST247JA 8 b bl cl
: 171 PFGE-A3/ST2471A 8 b bl cl
: 172 PFGE-A3/ST2471A 8 b bl cl
: 173 PFGE-A3/ST2471A 8 b bl cl
: 176 PFGE-A2/ST2471A 8 b bl cl
: 177 PFGE-A3/ST2471A 8 b bl cl
: 178 PFGE-A3/ST247JA 8 b bl cl
: 179 PFGE-AS/ST247JA 8 b bl cl
. 180 PFGE-A5/ST2471A 8 b bl cl
: 189 PFGE-A7/ST2471A 8 b bl cl
— : 191 PFGE-A11/ST2471A 8 b bl cl
: 192 PFGE-A1/ST247dA 8 b bl cl
: 193  PFGE-A1/ST247JA 8 b bl cl
: 194 PFGE-A9/ST247JA 8 b bl cl
: 196 PFGE-AS/ST247JA 8 b bl cl
: 206 PFGE-A1/ST247IA 8 b bl ¢l
: 217 PFGE-Al/ST247IA 8 b bl cl
: 221 PFGE-A7/ST2471A 8 b bl ¢l
: 224 PFGE-A7/ST2471A 8 b bl ¢l
: 227 PFGE-A6/ST2471A 8 b bl «cl
: 245 PFGE-A8/ST2471A 8 b bl ¢l
: 248 PFGE-A8/ST2471A 8 b bl ¢l
: 249 PFGE-A2/ST247IA 8 b bl ¢l
: 264 PFGE-A8/ST247-IA 8 b bl cl
: 271 PFGE-Al/ST2471A 8 b bl ¢l
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$$§$?$§L Aislado PFGE/ST-SCCmec CC a b
Do | 321 PFGE-A3/ST247IA 8 b bl
Do 338  PFGE-A3/ST247-IA 8 b bl
Cod 445  PFGE-A1/ST247-1A 8 b bl
Lol 259  PFGE-A1/ST247-IA 8 aa b5
col 145 PFGE-A10/ST247-IA 8 ab b6
c 479 PFGE-A10/ST247-IA 8 ac b7
Col 267 PFGE-A1/ST247-IA 8 n b4
Col 268 PFGE-A1/ST247-IA 8 n b4
col 187 PFGE-A1/ST247-IA 8 e b2
Dol 190 PFGE-A13/ST247-IA 8 e b2
cos 201  PFGE-A1/ST247-IA 8 e b2
©o 214  PFGE-A1/ST247-IA 8 e b2
Cod 215 PFGE-A1/ST247-IA 8 e b2
ol 216 PFGE-A1/ST247-IA 8 e b2
Do 220 PFGE-A1/ST247-IA 8 e b2
. 232 PFGE-A1/ST247-IA 8 e b2
. 242  PFGE-A6/ST247-IA 8 e b2
Do 244  PFGE-A6/ST247-IA 8 e b2
P 251 PFGE-A1/ST247-IA 8 e b2
Do 263 PFGE-A4/ST247-JA 8 e b2
N 269 PFGE-A1/ST247-IA 8 e b2
P t 320 PFGE-Al/ST247-IA 8 e b2
Do —f 474  PFGE-B2/ST36-I1 30 k a3
- t 482  PFGE-B2/ST36-II 30 k a3
o 274  PFGE-B1/ST36-II 30 p a6
Pl ; 343 PFGE-B1/ST36-I1 30 f a2
Dol 350  PFGE-BI/ST36-I 30 f a2
. 400  PFGE-B1/ST36-I1 30 f a2
N 451 PFGE-B1/ST36-1 30 f a2
. t 508 PFGE-B1/ST36-I1 30 f a2
o= 494  PFGE-BI/ST36-I 30 q a7
i 354  PFGE-BI/ST36-II 30 m a5
- t 355 PFGE-B1/ST36-1 30 m a5
. 3 225 PFGE-B1/ST36-1 30 a al
Dol 226  PFGE-BI/ST36-II 30 a al
P s 228 PFGE-B1/ST36-I 30 a al
P s 230  PFGE-B6/ST36-I1 30 a al
: ol 231 PFGE-B1/ST36-I1 30 a al
233 PFGE-B1/ST36-I 30 a al
Dol 234  PFGE-BI/ST36-II 30 a al
Do 235 PFGE-B1/ST36-1 30 a al
Do 236  PFGE-B1/ST36-I1 30 a al
Pl 237 PFGE-B1/ST36-I1 30 a al
P 238 PFGE-B1/ST36-1 30 a al
I 240  PFGE-BI/ST36-II 30 a al
s 256  PFGE-B1/ST36-I1 30 a al
Dol 257 PFGE-B1/ST36-1 30 a al
H: 270  PFGE-BI/ST36-I1 30 a al
Do 272  PFGE-BI/ST36-I 30 a al
Do 273  PFGE-BI/ST36-1 30 a al
275 PFGE-BI/ST36-II 30 a al
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H‘gm‘sm “,Q‘ ﬁm%m,‘g_ Aislado PFGE/ST-SCCmeC CC a b
T .
382 PFGE-BUST36-1 30 a al
coe 383  PFGE-BI/ST36-II 30 a al
Do 384  PFGE-BI/ST36I1 30 a al
Do 387 PFGE-B1/ST36-I1 30 a al
coe 392  PFGE-BI/ST36-I 30 a al
Do 393  PFGE-BI/ST36-I 30 a al
cos 395 PFGE-BI/ST36-I 30 a al
Do 396  PFGE-BI/ST36I 30 a al
Dol 401  PFGE-BI/ST36II 30 a al
Do 403 PFGE-BI/ST36-I1 30 a al
Do 404  PFGE-B1/ST36-I 30 a al
Do 406  PFGE-BI/ST36II 30 a al
Do 407 PFGE-B2/ST36II 30 a al
I 410 PFGE-BI/ST36-1 30 a al
cos 411  PFGE-B1/ST36-11 30 a al
co 413  PFGE-B2/ST36-II 30 a al
cos 417  PFGE-B1/ST36-I1 30 a al
Co 418 PFGE-B1/ST36-I 30 a al
coe 419  PFGE-BI/ST36-I 30 a al
— 421  PFGE-BY/ST36-I 30 a al
: 422  PFGE-B2/ST36-I 30 a al
: 423  PFGE-BI/ST36-II 30 a al
: 424  PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 425  PFGE-B1/ST36-I 30 a al
: 427  PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 430 PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 431 PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 433  PFGE-B2/ST36-I 30 a al
: 434  PFGE-B1/ST36-I 30 a al
: 435  PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 436  PFGE-B1/ST36-I 30 a al
: 437  PFGE-B2/ST36-I 30 a al
: 438  PFGE-B1/ST36-I 30 a al
: 439  PFGE-B1/ST36-I 30 a al
: 441  PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 442  PFGE-B2/ST36-I 30 a al
: 443  PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 444  PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 446  PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 449  PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 450 PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 452  PFGE-B1/ST36-I 30 a al
: 455  PFGE-B1/ST36-I 30 a al
: 456  PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 457  PFGE-B2/ST36-I 30 a al
: 459  PFGE-B4/ST36- 30 a al
: 460  PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 461  PFGE-B1/ST36- 30 a al
: 462  PFGE-B2/ST36-I 30 a al
: 463  PFGE-B2/ST36-I 30 a al
: 465 PFGE-BI/ST36I 30 a al
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. b e 588 Aislado PFGE/ST-SCCmec CC a b ¢
1 * 541 PFGE-Cl/STI25IVA 5 d 2 b2
: ; 336 PFGE-C1/ST125-IVA 5 x ¢4 b6
261 PFGE-DI/ST146IVA 5 ¢ ¢l bl
: 525 PFGE-C1/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: 281 PFGE-C1/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: 302 PFGE-DI/STI46-IVA 5 ¢ cl bl
: 308 PFGE-DI/ST146IVA 5 ¢ ¢l bl
: 310 PFGE-C2/STI25-IVA 5 ¢ cl bl
: 311 PFGE-C2/STI25-IVA 5 ¢ cl bl
: 327 PFGE-CI/STI25-IVA 5 ¢ cl bl
! 333 PFGE-C3/ST125-IVA 5 ¢ ¢l bl
: 348 PFGE-C1/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: 356 PFGE-C1/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: 364 PFGE-C1/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: 367 PFGE-C1/STI25IVA 5 ¢ ¢l bl
: 373 PFGE-C1/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: 378 PFGE-C1/STI125IVA 5 ¢ ¢l bl
b 388 PFGE-C1/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
= 389 PFGE-C1/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: 416 PFGE-C3/STI25IVA 5 ¢ ¢l bl
: 453  PFGE-CI/STI25-IVA 5 ¢ ¢l bl
: 454 PFGE-RI/STI25IVA 5 ¢ ¢l bl
: 473 PFGE-C1/ST125-IVA 5 ¢ ¢l bl
: 480 PFGE-CI/STI25IVA 5 ¢ ¢l bl
: 485 PFGE-CI/STI25IVA 5 ¢ ¢l bl
: 486 PFGE-R2/STI25-IVA 5 ¢ ¢l bl
: 488 PFGE-CI/STI25-IVA 5 ¢ ¢l bl
: 500 PFGE-C2/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: 505 PFGE-C1/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: 510 PFGE-C1/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: 514 PFGE-C2/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: 518 PFGE-T1/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: —[ 523 PFGE-C1/ST125IVA 5 ¢ ¢l bl
: : 345 PFGE-C1/ST125IVA 5 w ¢3 b5
: H 337 PFGE-C1/ST125IVA 5 h dl b3
: 386 PFGE-C1/ST125-IVA 5 h dl b3
H t 385 PFGE-C1/ST125IVA 5 h dl b3
: H 247 PFGE-DI/STI46-IVA 5 i d2 b4
: 260 PFGE-DI/STI46-IVA 5 i d2 b4
: ! 481 PFGE-DI/STI46-IVA 5 i d2 b4
— 487 PFGE-CI/STI25-IVA 5 z nl b8
e 520 PFGE-D1/ST146-IVA 5 'y ml b7

_: 266 PFGE-N1/ST471-IV. 5 v 11 &2
3 : 504 PFGE-DI/STI46-IVA 5 u k1l el
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1.8.2. Indice de abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

AR: Método ajustado de Rand

arcC: Carbamato kinasa

aroE: Shikimato deshidrogenasa

BURST: Based Upon Related Sequence Types

CC: Complejo clonal o Clonal Complex

ccr: Chromosome cassette recombinase

D: Indice de Diversidad de Simpson

DLV: Variante en dos loci o Doble-Locus Variant

glpf: Glicerol kinasa

gmk: Guanilato kinasa

HUNSC: Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria

IC: Intervalo de Confianza

Kb: Kilobases

MLST: Multi-Locus Sequence Typing

MLVA: Multiple Locus Variable Number Tandem Repeat

MSCRAMM: Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules
pb: Pares de bases

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa o Polymerase Chain Reaction
PFGE: Electroforesis en campo pulsado o Pulsed-Field Gel Electrophoresis
pta: Fosfato acetiltransferasa

R: Indice de Rand

SARM: Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina

SARM-AH: Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina Adquirido en el Hospital
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SASM: Staphylococcus aureus Susceptible a Meticilina

SCCmec: Casete cromosomico estafilococal mec o Staphylococcal Cassette

Chromosome mec
Sp. Coeficiente de similitud de Dice
SLV: Variante en un tnico locus o Single-Locus Variant
SSM: Desapareamiento por deslizamiento de hebra o Slipped Strand Mispairing
ST: Tipo de secuencia o Sequence Type
TLV: Variante en tres loci o Triple-Locus Variant
tpi: Triosa fosfatoisomerasa
UCI: Unidad de Cuidados Intensivos
UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean

VNTR: Repeticiones en Tandem en Numero Variable o Variable Number Tandem

Repeat
W: Método de Wallace

yqiL: Acetil coenzima A acetiltransferasa
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Multipledocus variable-number tandem-repeat analysis (MLVA) was performed with 292 methicillin-resis-
tant Saplyococcas aurens (MRSA) isolates previovsly characterized by pulsed-field gel electrophoresis, mul-
tilorus sequence typing, and staphylococcal cassette chromesome seec typing. (uantitative correspondence
analyses showed the best correlation between data when an =20% cotoff was applied to MLVA. We confirmed
the validity of MLVA for identification of related strains in a polyclonal MESA population.

The first methicillin-resstant Sapfdocoonus e |(MESA)
isolate was detected in 1961 (8). Since then, MRSA bas be-
comna one of the most worrisome pathogens worldwide, Many
efforts 1o design an ideal method to type these bacteria and to
contpol their dissemination have been employed (2 Up o
niow, the gold standard for short-tesm epidemiological supveil-
lance of 5 gueews has been pulsed-fizld gel electrophoresis
(FFGE) (5 6, Ti However, this method is demanding and
time-corsnming and needs expensive reagents. bultilocus se-
quence typing (MLST) & the ideal method for bong-term epi-
demiclogical studies, but its rowtine application is very unfea-
sible in clinical laboratories. In 2003, a new method for typing &
Guneys srains, multiple-locue varabe-number tandem-repeat
analysis (MLYA), was applied (18 This technique consists of
simmltanecus amplification of vanable-omber tandem repeats of
diffement genes. Several works have tried to determine if MLV A
provides enough information to be perfommed routine by instead of
PFGE or MLST in clinical microbiokgy laboratories (200

Crur atm was to determing if MLVA could predict MESA
clomas present in the Hoapital Universitario Moestra Sefiora de
Candelaria (HUIMEC) that weme previcusly characterized by
FFGE, MLST, and staphylccoocal cassette chromosome mee
(SCCmec) typing (repofted here as PRGEMLET-SCCmer
type) (16) and to establish possible criteria of clustering
MLVA patterns, looking for high concoedance kvels. This
study expects o validate MLYA to introdoce it as a routine
typing method in the HLIWEC

The 282 MRESA isolates included in this sody belonged o
the clones inchoded in Table 2. MLYA was performed as pre-
vicualy described (18] but slightly modified to obtain optimal

* Corresponding author. Mailing address: Unidad de Investiga-
ciém, Hespital UL Mera. Sra. De Candelaria, Cira. Del Rosrio 100,
36010 Santa Cruz de Tenerife, Spain. Phone: M.9224600080. Fax
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t Present address: Instituto Universicario de Bie-Organica Antonio
Gonzdlez, Universidad de La Laguna, CAstrofisce Franciseo
Sdnchez, 2, 33204 La Laguna, Spain.
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resnlts and to accelerate the process. The PCE mixture was
prepared with 13 peaction buffer, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
deoxpnuclecside triphosphates (dMTEs), 1.2 oM each of
ClEa-F, CliA-B, CHB-F, CHB-E, 8dtCDE-F, and SdeCDE-R
primers, 0.5 ph each of Spa-F and Spa-B. primers, 1 wM each
of Sspa-F and Sspa-R primers, and 0.05 U1 of Tag DMNA poly-
merase (Bioling). Cycling conditions (MyCycler; Bio-Rad)
wiede 04°C for 5 min, 20 cycles of 924°C for 30 g, 58.2°C for 45 5,
and T2°C for 1.5 min, and fnally 72°C for 5 min. To assess
reproducibility, 10 randomly chosen dsolates of different
MLWA types were used for three independent MLVA exper-
iments. The dendrogram obtained by Dhice's coefficient with a
1% tolerance valoe was analyzed using three different cutof,
Simpson's index of divemsity, 0 (19, was employed to measone the
discrminatory pove s of MLYVA and FFGEMLST-2C Cmec typ-
ing (9, 12), and concordance levels between these methods wene
quantified uaing wo coeflicients, adjusted Band (AR (117 and
Wallace (W) (17, 22), & Carrigo et al. suggested (2).

All 292 MESA kolates were typeable by MLV AL Interest-
ingly, it was posaible to optimize the mesults by running the five
pairs of primers in the same reaction, described a= a difficult
technique (200 Also, the PCHRs were performed successfully
from cellular suepensions without DIMNA exteaction. The intra-
laboratory reprodocibility of ML A was very high (1009, as
previcusly noted by other authors (13, 20).

By application of the previously established critefion in
which two isoclates with any different band were classified as
two distinct MLVA fypes (18, MLYVA produced 35 distinet
patterns, showing a 0 valve of 71.33% (range, &6.14 to
T6.52% 1. Although PFGE showed a lower value, D of 68.47%
(6407 to T2E89:), the diference was not significant. The iso-
lates were divided into 14 clusters (2 to 0, and 21 ofganisms
had unique MLV A patterns (#i to ah). The PEGE-AGT247-1A,
FFGE-B/ST26-IL FFGE-CSETI25-IV A, and PFGE-DVET144-
VA clones were divided into different MLV A types. All of the
FFGE-E/ST22-1V isclates were clustered together, and each
sporadic MBSA clone corresponded with one MLVA type.
Thetefore, we are able to rule oot relaticnshipe but not 0
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TABLE 1. Correlation betwveen MLV A wsing 3 cotoff criteria and different methods for the identification of MESA clopes?

Cormrelation esiablished using MLVA with cuncff of:

Aherma: methodis) Cre band =E0% relmedness =% redmedness
AR fraric) W) AR {raric) w (%) AR {raric) W ()
FFGE rypeMLET-5CCaec typing 075 Q871 (97500045, 0576 SE.I0 (97 01-09.33) 0567 D608 (P R5E-06 06

FFGE siboypeMLET-500me e typing Ol R 6LOI-TTEE 055G G556 (5E51-TA.11) 0558 G462 5T.15-TL59)

FFGE tppeMLET-50Cmae e typing and 0794 SETL 9T S300.45) 0976 G820 (9T 11-90.3Y) D967 06 (93350508
CC determination

FFGE siboype MLET-50 e e tvping TEE G921 (61 01-TT38) L5 G566 (5E51-T3.11) 0558 G462 (5TA5-TLSS)
and O determination

CC determination 0TS 1 0957 100 [ 160

4 Bl dface 1ype shows die valuss indicaing the ben cinolf criteria 1o derzn MRSA clones previoudy idemified by FFGEMLST-5 00 as 1yping and vo dusesr isolmes
belonging va the same O

astablish them. The quantitative analyses showed low congm-  particular PFGE subtypes, being important above all in
ence valnes and even lower valoes when the PFGE subiypes epidemic clones, such as the Iberian, EMBSA-14, and
were considered (Table 1 Tenover et al obtained similar EMRSA-15 clones, present in onr hospital The quantitative
results with a visnal analysis determining if MLY A could pre- analysizs with and without PFGE subtype data demonstrated
dict LISA strain FFGE types. Then, they applied the =805 this obseration (Table 1% On the other hand, the PEGE-C/
and =755 relatedness cotofl criteria (200 We tested other ST125- 1WA and PFGE-IVET146-IV A clones were difficalt to
criteria and the =809 and =T0% relatedness cutods, as pre- distingnish by MLV A, since both clones showed mixed MLYA
vicusly proposed (13, 2005 types ¢ and d { Table 2). These clustering differences of MLVA
By wse of the =80% relatedness cutoff, the momber of  were observed by Tenover et al, applying the 809 and 75%
ML A types was reduced from 35 to 17, reducing the D value cubcff eriteria, with TISA strain PFGE types. For example,
o 61825 (500 o 66008%). The 17 MLY A types incloded 5 TIRAT00 jsolates were clustered together in the same MLYVA
clustets of =1 ofganism and 12 unique MLV A patterns {Table type, whereas LISARND isolates wene sepatated into six differ-
). The PFGE-AST247-1A, FEFGE-BSET34-I1 and FFGE-E/  ent MLVA types. They suggested that the variability of the
ST22-IV clones corresponded with the MLV A types b, a, and MLV A patierns may be strain dependent (207 Even &0, oomgm-
2, respectively. Therefors, we were successfol in grouping  ence levels in cur study upon application of this criterion wene
ME5A isolates to the same clone, although the disteibuticns of ey high (Table 1) Therefore, MLY A tpping could be a nsaful
the MLYA subtypes and the PFGE subtypes did not oofre- tol to localme and to follow the movement of these MBSA
spond. Subtype Al, the so-called Therian clone, showed the straine inside the hospital and, thus, to redoce the number of
zame MLVA pattern a8 the other A subtypes (A2 10 A13) (Fig. roeccomial infections, just as was describad previously (3, 10%
13, and the same happensd with sobiypes Bl (Fig. 1) and E1, LUsa of the =70% relatedness cotoff reduced the number of
the so-called EMESA-16 and EMRSA-15 clones, respactively. ML A types fiom 17 o0 11, showing a D of 60485 (5592 1o
Therefore, MLV A conld predict the PFGEMLST-3CCmer B504% 0 The 11 MLY A types included 5 closters of =1 or-
types, bat it could not distinguish the possible ontbieaks of  ganism and & vnique MLYA patterre (Table 25 As with the

TABLE I. Clssfications of different MESA clones obtained by application of 87% and 70% cutoff criteria, indicating the BLVA
ypes and subiypes

Ma. foame{s]) =A0% cutaff =705 ool
PFGE/MLET-SCCwer typs, n. of FFGE
oe (%) of isclates abgps a2 v wo. amds) ofsva TR0 S pyra (namefs]) of
=Br%E mrof types in O Iype subrypes types in OO Iype MLVA sulniypes

g PPGE-ASTI4T-LA, 56 (15.79) 12 (Alto ALZ) 4 b 7ibleab?) 2 [ Ticliae?)
PEGE-LETEIVA, :|D|;-13-4] Ll n LinlL} i Lyily
FRGE-VETEIV, 1 (038 {vl, o Liolh i 1 {]L,

PEGE- VST, 1 (0.34) L (il g Ligl) 2 Ligl}

0 PFGE-B/ST35-M, 164§ 55.41) 2 (EL1oBO) 1 ] Binl o aE) 1 a @Al paaly
PEGE-FSTM-IV, 1 (03] L (F1j h Lihl}

5 FEGE-COETLIS-IVA, 50 (15295 3 (O] o O35 6 Lan 4icl 1o nl 2 b 110 b3, bE, bs, k=)
FRGE-DYST1&6-1VA, B ([‘ 0 oo g, & k.m  Licl), l[d'i._l i li.(l:ﬁll_. b, = $L b4, b7), l[c'“]
PFGE-DYETETL-IV, 1 (024) L (M1} 1 LilL) 2 L (23}

. PEGE-ESTII-[V, 5 {1.59) 2(ELEI) 1 E Liel) 1 d 1 idl)

Unkrosn  PRGE-MSTERTY, 1 (0,34 L (M1} L ; LiE1) 1 i i
PPGE-LVETBEE-IV, 1 (DL3<) 1 (L1} 1 I Liil} 1 1] [l ]=14]

Toral 1 4 16 al 10 11

* Towal umber of difzrent PFGEMLET-500mas 1ypes.
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FIG. 1. Classification of the Iberian clone (FEGE-ALETILT
types and subiypes depending on the cuboff criterion {a, 1 band;
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ard the EMBSA-16 clome
relatedness; o, T0% relatedness) and relationships to the other PFGE

subiypes. The gel images were anabzed with InfoCQwest softeare, verson 45 (Bic-Rad).
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=B0% cutcdf, the PFFGE-AST247-1A, FEGE-B/ST3-IL and
PFGE-EST22-IV isclates each belonged to a different MLYVA
type (Fig. 1. However, by use of this less stringent criterion,
thesingle Eolate FFGE-FETA30-1% was chetered toge ther with
the PFGE-BST36-11 isolates, both belonging to clonal com-
plex 30 (CC30). The FFGE-CSTIZS-IVA and FRGE-IY
ST146-1W A cones were mixed again, except cne PRGE-IY
ST146-1% A isalate that was clostered together with the PFGE-
MWETAN-IV cone, both  belonging to OC5 (Table 2.
Therefore, the MLYA types represented MRESA isolates with
different PFGE/MLST-5CCmec types, which was proven with
the quantitative analysis (Table 1). Malachowa et al. deter-
mined a good correlation between MLYA and PEGE by ap-
plying a 70% cowd for MLVA bot a 75% coiclf for PFGE
(13). Mevertheless, we do not agree with the change from an
S0% cutof for PFGE, since itis a justified and internaticnal ly
accepted critericn (200 In that siudy, Malachowa et al foond
that MLVA (T0% cotoff) grouped isclates with the same OC,
although with some exceptions. The exception in oo study was
(T8, where the different strains were not gronped together
iTable 2} At a quantitative level, the values obtained in the
analysiz including the corresponding CCs together with PEGES
MLST-5CCmer types did not vary, while in the analysis coim-
paring MLY A and CCs only, the AR and W valoes increased
o 0L08 and 1009, respectively (Table 1)

Developing an efficient strategy o prevent the dissemination
of MBSA clones and to provide optimal treatment for patients i
of paramount importance. However, in many hospitaks, the ne-
sonrces ane not available for PEFGE or MLET, techniques par
excellence chosen in epidemiclogical studies. As a result, cur aim
has bean to validate a method descnbed as cheap, fast, and ey
i use for analysis of hospital-acquined MRSA. Our efforts vali-
date MLY A a8 a routine opping technique, reaching an agreement
between the eficacy and the efficiency, as Tandade et al =og-
gested {21 Since the concordance levels bemween typing methods
can vary depending on the collection of isclates, diferant smdies
of the cormelation of MLYA and other techniques have lad 1o
vafros concheions (15, 18 200 In oor analysis, MLY A conld
predict MESA clones previcusly identified by FEFGEMLST-SC-
Crree typing (16), with the highest congroence betwaen both
mithods achieved when we applied the 809 cuboff criterion.
Also, the 7% cutoff criterion could be used to cluster Bolates
that belag to the same CC. Fusthermone, MLVA has been
described 1o provide a solid basi for the assignment of different
gemnatic varanis, which is vseful information for epidemiclogical
tracking {1£).

In conchsion, this smdy demorsirates the ability of MLVA 1o
distingnish among diferent MRESA reservoirs and other ciroolat-
ing MRSA strains in the HUMSC, The proven simplicity, low
coat, and speed of MLVA enable the performance of routine
checkups in patients, mainly via admission screening on surgical
wards and in intersive care units, hampering the spread of these
sirains and themefore reducing the morbidity, mostalicy, and cosis
(1,3 100
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2.1 INTRODUCCION

2.1.1. Caracteristicas generales de Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus se clasifica segun la siguiente taxonomia:

* Dominio: Bacteria

* Filo: Firmicutes

* Clase: Bacilli

* Orden: Bacillales

* Familia: Staphylococcaceae
* Género: Staphylococcus

Los estafilococos son cocos Gram positivos que se presentan como células aisladas,
en pareja o en tetrada, pero més frecuentemente en forma de racimos irregulares. El nombre
del género hace referencia a este ultimo tipo de agrupacion, derivando del nombre griego

. oo " . sl , , .
staphyle, que significa “racimo de uva”'. Los representantes de este género no son moviles,

no forman esporas, son anaerobios facultativos y normalmente son catalasa positivos.

Este género pertenece a un grupo de bacterias caracterizadas por un bajo contenido
en G+C en su genoma, y a €l pertenecen especies bien estudiadas, debido a que causan

frecuentemente infecciones en humanos y animales.

En este momento, en el género Staphylococcus se incluyen 46 especies descritas, con
24 subespecies, recogidas en la base de datos cuya direccion web es la siguiente
http.'//www.bacterio.cictfr/s/staphylococcus.htmlz. De ellas, al menos 16 especies se
encuentran asociadas con humanos y pueden vivir en toda la superficie del cuerpo, si bien
ciertas especies se encuentran en nichos especificos. Ejemplo de esto es S. aureus, que se
encuentra principalmente en las fosas nasales, garganta, perineo y axilas, asi como S.
epidermidis que se ubica en la piel, S. capitis en la cabeza y S. auricularis en las orejas.
También se pueden aislar miembros de este género en muchos otros hospedadores: primates,

cerdos, vacas, cabras, ovejas, perros, gatos, roedores, nutrias, delfines, ballenas y aves.
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Los estafilococos fueron reconocidos por Robert Koch en 1878, siendo cultivados
por primera vez por Louis Pasteur en 1880. En 1884, Ant6n J. Rosenbach los cultivd en
medios artificiales, diferencidndolos en dos especies, a las que llamé S. aureus y S. albus, en

base a la pigmentacion que presentaban las colonias, dorado y blanco respectivamente (Figura

2.1).

Figura 2. 1. Dos aislados de S. aureus que muestran distinta coloracién y que en 1884 fueron separadas, por
ello, en dos especies diferentes: S. aureus (colonias doradas) y S. albus (colonias blancas).

S. aureus es la especie tipo del género Staphylococcus, presentando todas las
caracteristicas propias de dicho género. Son cocos Gram positivos, con un tamaifio de 0.5-1
Um, que presentan agrupacion en racimos, son inmoviles, no forman esporas, son anaerobios
facultativos y, catalasa y coagulasa positivos (Figura 2. 2). Ademds, necesitan vitaminas y
aminodcidos para su crecimiento, y son capaces de fermentar la glucosa con la consiguiente
produccién de dcido lactico. Toleran condiciones ambientales muy variables, pudiendo crecer
a cualquier temperatura entre 6 y 46° C, con el 6ptimo de 30 a 37° C. Son capaces de
desarrollarse en valores de pH comprendidos entre 4 y 9.8, teniendo el 6ptimo en la
neutralidad, y de resistir hasta un 20% de NaCl en el medio. Este tltimo aspecto permite su
crecimiento en alimentos con muy baja actividad de agua (ay), desde 0.99 hasta 0.83, siendo
el valor 6ptimo 0.94. Es un microorganismo bastante resistente a la congelacidn, el calor y la

desecacion.
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Figura 2. 2. Estado de agrupacién en racimo tipico de S. aureus.

2.1.2. Genoma

En general, se ha propuesto que el genoma de cualquier especie bacteriana
comprende el genoma central, el genoma auxiliar y los genes externos al mismo. El genoma
central es aquel que se encuentra presente en mas del 95% de los aislados de una especie; el
auxiliar, o accesorio, se encuentra de un 1 a un 95%; y los genes externos en menos de un 1%
de los aislados”.

En el caso de S. aureus, debido a la disponibilidad de genomas secuenciados, se ha
podido realizar un andlisis comparativo entre los aislados clinicos y las cepas tipo, asi como
con cepas multirresistentes y sensibles a varios antibiéticos’. De este andlisis se puede
concluir que el genoma de esta especie presenta un tamafio de 2820 Mb a 2903 Mb,
conteniendo entre 2592 y 2748 secuencias codificantes de proteinas5'7, estando compuesto por
el genoma central y los genes accesorios’. De estas comparaciones se ratifica que la mayor
parte de las diferencias entre cepas es debida a elementos mdviles, incluyendo bacteri6fagos
temperados, transposones, secuencias de insercion, islas de patogenicidad y plasmidos
conjugativos. Siendo la identificacion de estos elementos relativamente sencilla debido a que
se reconocen facilmente regiones del cromosoma caracteristicas, como son los puntos
calientes de variacién, las terminaciones diferenciadas o la presencia de genes que parecen

implicados en la transferencia horizontal.
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2.1.2.1 Genoma central

Un anélisis in silico sugiere que el genoma central presenta aproximadamente un
75% de la secuencia altamente conservada entre los diferentes aislados®’. La mayoria de los
genes del genoma central se encuentran asociados al metabolismo y a otras funciones
necesarias para la viabilidad de la bacteria (genes housekeeping), aunque también presenta
genes de virulencia que no son portados por otras especies estafilococales, como las proteinas

., . . . . , £ 4
de unidn a la superficie, toxinas, exoenzimas y las proteinas de la capsula’.

2.1.2.2 Genoma accesorio

El genoma accesorio implica aproximadamente el 25% del genoma de cualquier S.
aureus, y, aunque no constituyen elementos fundamentales para la supervivencia de la
bacteria, son importantes, ya que normalmente codifican funciones que son requeridas en un
nicho en particular, como factores de virulencia, proteinas de unidn a la superficie y toxinas
entre otros™’. La mayor parte de €l consiste en elementos genéticos moéviles que pueden
transferirse horizontalmente entre cepas, hecho crucial en la plasticidad del genoma,
permitiendo su adaptaciéon a distintos ambientes. Los mecanismos tedricos de intercambio
genético son tres: transformacidn, transduccidon y conjugacion, aunque, hasta el momento, se
ha demostrado que en la naturaleza son los dos ultimos los que toman un valor significativog.
Ademads, se ha descrito un nuevo mecanismo de intercambio genético, observado también en
estafilococos, denominado transferencia por cultivo mezclado o conjugaciéon mediada por

fago, del que queda mucho por entender”'”

. Debido a que se han encontrado elementos
accesorios idénticos en distintas especies estafilococales y en distintos géneros, se sabe que
los mecanismos de transmision de los genes no sélo facilitan la transferencia intraespecifica,
sino que ademds, también facilitan el intercambio genético interespecifico e intergenérico''.

Los principales elementos moviles del genoma son los siguientes:

° Pldasmidos

Los plasmidos son moléculas de ADN circular autorreplicativas. Normalmente son

PP . - 12
encontrados uno o mas plasmidos en los aislados clinicos de S. aureus “. Muchos

74 Caracterizacion de aislados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina adquiridos en la comunidad en la isla de Tenerife



de los pldsmidos de estafilococos se clasifican en una de las tres clases principales
de pldsmidos, que se expondrdn a continuacion, en base a su organizacion fisico-
2.t P . 3 . .
genética y sus caracteristicas funcionales'”. No obstante, existe una amplia
diversidad, ya que la familia de pldsmidos pSK639 podria ser considerada como
14 Z . P . .
una cuarta clase ~, ademas de que se han descrito otros pladsmidos que no encajan

13,15,16

en ninguno de estos grupos . Las tres clases principales de plasmidos son:

- Plasmidos pequeiios multicopia. Normalmente tienen un tamafo menor de 5 kb,
siendo muy raro encontrar en ellos elementos transponibles'®, y se replican
mediante el mecanismo del circulo rodante'’. Se encuentran entre 10 y 60
copias/célula y normalmente son enigmaticos o portan un unico gen de resistencia,
aunque se han descrito algunos casos en los que se han detectado dos de estos
determinantes'>. Plasmidos de esta familia se han identificado en diferentes
especies estafilococales y otros géneros bacterianos como Bacillus, Lactobacillus
y Streptococcus, indicando su transmision horizontal. Los pldsmidos de la familia
pSK639, citada previamente, se pueden considerar pertenecientes a este grupo por
su tamaflo y caracteristicas, sin embargo, emplean una regién de replicacion
similar a la replicacién en theta"® y porta secuencias de insercion o ISs (del inglés

. 14 .
Insertion Sequences) ", por lo que han sido propuestos como una clase aparte.

- Pldsmidos de multiresistencia. Tienen un tamafio de 15 a 30 kb, encontrandose
normalmente de 4 a 6 copias/célula'®. Codifican varios genes de resistencia y
frecuentemente se asocian con elementos transponibles&lg. Debido a su gran
tamafio, se cree que estos plasmidos se replican mediante el modo theta. Se han
descrito dos familias dentro de esta clase: la de resistencia a P-lactamasas y
metales pesados, muy frecuentemente detectada desde la década de 1960; y la del
pSK1, identificada por primera vez en S. aureus y en estafilococos coagulasa

negativos en Australia en la década de 1980".

- Pldsmidos conjugativos. Con un tamaio mayor de 30 kb, también se encuentran en
bajo nimero de copias por célula. Son los mayores plasmidos estafilococales
multiresistentes descritos, y son aquellos que codifican su propia transferencia
conjugativa'>'"®. La familia mds estudiada de este tipo de plasmidos incluye el

pSK4120’21 y el pGOlzz, ambos descritos en S. aureus. Esta conjugacion del
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plasmido pSK41 ocurre sélo en superficies sélidas y con una eficiencia de 107 -10°
transconjugantes por célula donadora®. En general, estos pldsmidos se
caracterizan por poseer multiples copias de la IS257 dispuestas en las dos

orientaciones.

Transposones y secuencias de insercion

Las ISs han demostrado jugar un rol sutil en la expresion fenotipica y en la
evolucion del genoma. Se pueden encontrar de forma independiente, pero
frecuentemente se sitian por parejas, constituyendo un transposon complet024. Las
ISs se localizan en el genoma central, pudiendo provocar cambios en la expresion
de los genes adyacentes. Por ejemplo, pueden inactivar genes por su insercion

2526 por el

directa o por el efecto polar en la transcripcion de los genes cercanos
contrario, también pueden producir la activacién de genes que se encuentren
alrededor, fundamentalmente actuando como promotores o constituyendo un
promotor hibrido con el promotor nativo del gen en particular®’. Ejemplos de ISs
son la IS256 e IS257, las cuales en los transposones Tn4001 y Tn4003 constituyen
promotores hibridos para el operén de resistencia a aminoglicésidos y a

trimetoprima, respectivamente'.

Los transposones codifican fundamentalmente resistencias a antimicrobianos. Los
mas pequefios normalmente se encuentran en multiples copias en el cromosoma de
la bacteria o en elementos moéviles, como pldsmidos y casetes cromosémicos
estafilococales. Este grupo incluye el Tn552, el transposon de la B-lactamasa. Su
integracion parece estar restringida a un nimero limitado de sitios de insercion del
cromosoma y de plasmidos', pero a pesar de esto, se considera la fuente de todos
los genes estafilococales de B-lactamasas. En comparacion, los transposones de
mayor tamaiio, > 18 kb, se encuentran en una unica copia y codifican resistencias

3 ..
2431 vancomicina®®. El

como la tetraciclina3°, trimetoprimazg, aminoglicésidos
transposén Tn4001 y los elementos relacionados se creen responsables de la
emergencia de las resistencias a aminoglucésidos, gentamicina, tobramicina y
kanamicina en estafilococos, donde se ha encontrado insertado, tanto en el
cromosoma, como en plasmidos multirresistentes, en aislados clinicos de S. aureus

y otros estafilococos coagulasa negativos'*'*.
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Casetes Cromosomicos Estafilococales (SCCs)

Son segmentos de ADN de 20 a 70 kb que se encuentran incluidos en el
cromosoma de algunos aislados de S. aureus, pero que no pertenecen al genoma
propio de la bacteria. El principal casete cromosémico descrito es el que se
encuentra asociado al elemento mec, constituyendo el SCCmec®. Este elemento
estd presente en las cepas resistentes a meticilina, por contener el gen mecA, que
codifica resistencia a dicho antibidtico. Ademads, se encuentran dos elementos
reguladores, mecl y mecR, que se localizan corriente arriba de mecA, y se
transcriben divergentemente a €l. La region mec parece actuar como punto caliente
para la insercién adicional de determinantes de resistencias antimicrobianas, a
menudo en asociacién con elementos transponibles35, dando lugar a distintos tipos
y subtipos de este elemento, explicados en el capitulo 1, y en los que se
profundizarad posteriormente. En S. aureus existen ademds otros casetes que no se
encuentran asociados a la regiéon mec. Asi, por ejemplo, se ha descrito el SCCyy
que codifica la resistencia al 4cido fusidico’, el SCCmercury que codifica la
resistencia al cloruro de mercuri036, y el SCCcapl, el cual codifica el polisacarido
1 de la cdpsula, confiriéndole a la bacteria resistencia a la fagocitosis®’. El
mecanismo de transmision de estos casetes cromosdmicos ain no se conoce con

exactitud.
Bacteriofagos

Los bacteriéfagos, o virus de bacterias, parece que tienen un gran impacto en la
evoluciéon y diversidad bacteriana. La mayoria de estos fagos descritos en S.
aureus, son miembros de la familia Siphoviridae, y, a pesar de que tienen la
habilidad para producir la lisis de la bacteria tras la infeccién, normalmente
establecen relaciones de largo plazo con el hospedador, integrandose en su
genoma38’39. Muchos aislados clinicos de S. aureus contienen multiples profagoslz,
que podemos clasificar en 5 familias en base a la homologia encontrada en el gen
que codifica para la integrasa, la cual dicta el sitio de insercion. Todos los

. . 40,41
genomas secuenciados contienen al menos un profagoS’ ’

y ninguna cepa parece
tener mas de un fago de cada familia, debido posiblemente a la competicién por

los sitios de insercién’. Estos bacteri6fagos portan genes importantes en la
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patogenicidad de S. aureus, como la estafilokinasa, que es un importante activador
del plasminégeno®, el inhibidor estafilococal del complemento, las proteinas

42,43

inhibidoras de la quimiotaxis*** o la leukocidina de Panton-Valentine*.

Islas de patogenicidad

Son segmentos de ADN de entre 14 y 17 kb integrados en el cromosoma de la
bacteria, que, cominmente codifican superantigenos. En su transmision parece que
juegan un papel importante los bacteriéfagos que las ayudan en el movimiento,
pero adn asi, presentan una frecuencia de transmisién alta®. Las islas de
patogenicidad de S. aureus, o SaPlIs (del inglés S. aureus Pathogenicity Islands),
incluyen genes que codifican para la toxina 1 del sindrome del shock téxico y las
enterotoxinas B, C, K, L y M, llegando a portar aproximadamente la mitad de las
toxinas o factores de virulencia de S. aureus*®. Ademds codifican una integrasa
tipo fagica, la cual media su inserciéon en sitios especificos del cromosoma

bacteriano.

Islas genomicas

Se trata de islas extremadamente estables que han sido detectadas en todos los
aislados secuenciados, en la misma localizacién y con algunos genes altamente
conservados. Sin embargo, existe una marcada variedad entre cepas, llevando cada
una de ellas su propio ndmero y variantes de genes que codifican para

34046 gn todos los

superantigenos, bacteriocinas y enterotoxinas, entre otros
genomas secuenciados de S. aureus se han encontrado tres familias de islas
gendmicas: vSaa, vSaB, vSay****°. Debido a que todas se encuentran flanqueadas
corriente arriba por el gen truncado de la transposasa y a su contenido en G+C
distinto al del genoma central, se ha postulado que se han adquirido por

transferencia génica horizontal®’.
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2.1.3. Proceso de infeccion por Staphylococcus aureus

S. aureus es tanto un microorganismo comensal como patdégeno. Se cree que se

localiza principalmente colonizando la fosa nasal anterior® ™'

. En un estudio realizado en
1997, se observd que esta bacteria se encuentra colonizando las fosas nasales
asintomaticamente de manera persistente a un 20% de la poblacién, de manera intermitente a
un 60%, y el 20% restante son no portadores, que de forma muy rara portarén la bacteria™.
No obstante, S. aureus también se puede aislar de axilas, manos e ingles, y mds recientemente
se ha comprobado que la garganta también puede ser un lugar de colonizacién para S.

aureus > (Figura 2. 3).

fosas
nasales

manos

Figura 2. 3. Localizacion en el cuerpo humano de los lugares frecuentes de colonizacion por S. aureus.

La duracién de la colonizacion asintomdtica varia en los distintos estudios
publicados, aunque, en cualquier caso es elevada. Asi, por ejemplo, en un ensayo de vida
media de S. aureus resistentes a meticilina (SARM) en portadores nasales, se observé que ésta
era de 40 meses™, lo que qued6 apoyado por otro estudio en el cual demostraron que la
colonizacién podia durar 24 meses o més™. Posteriormente, en otra publicacion, el tiempo
medio necesario fue de 8 meses, llegando a un maximo de 3.3 afios, resultado llamativo, ya

que en este caso el grupo de estudio participé en un proceso de descolonizacién rutinaria®.
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Ademads, en este ultimo, fueron detectados factores de riesgo para la persistencia en la
colonizacion, como el uso de antibidticos, la presencia de una infeccion de piel y tejido

blando, la presencia de catéter, y que el paciente se esté sometiendo a hemodidlisis™.

Como hemos visto en el capitulo 1, la colonizacién es importante puesto que supone
un reservorio a partir del cual la bacteria puede introducirse en el organismo y causar

50,57-62
’ . Esto fue

patologia cuando las defensas del hospedador se ven comprometidas
demostrado en un estudio sobre bacteriemia, cuyos aislados recuperados de sangre fueron
idénticos a los aislados nasales en el 82% de los pacientes®. No obstante, la magnitud de este

proceso aun no esté bien estudiada.

Se cree ademads, que la colonizacién ayuda a que S. aureus sea transmitido entre
individuos, facilitando con ello su dispersion. En este fendmeno parece que estd implicado el
contacto entre hospedadores y la habilidad de la bacteria, tanto para adherirse a las células,
como para evadir la respuesta inmune del organismo hospedadorsg. Sin embargo, la base de

esta colonizacién es compleja, y no estd entendida completamente.

Una vez que S. aureus deja de colonizar asintomdticamente y pasa a producir una
infeccion, puede causar un amplio rango de enfermedades, desde infecciones leves, como
orzuelos y forinculos, hasta otras mas complejas, siendo especialmente importantes los casos
de infecciones de piel y tejidos blandos o SSTIs, (del inglés Skin and Soft Tissue Infections),
queratitis, infecciones endovasculares, neumonia, artritis séptica, endocarditis, osteomielitis y
sepsis®®. La base de este cuadro de enfermedades es multifactorial y depende en gran
medida de la susceptibilidad del hospedador, pero, sin duda, la heterogeneidad de S. aureus
juega un papel importante en este proceso. Existen numerosos factores de virulencia, genes
responsables de la adaptacion al hospedador y toxinas, localizados en elementos genéticos
moviles, que influyen de forma determinante en dichos procesos infecciosos®”40#!46:6670,

Estos factores se pueden dividir en tres clases:

1. Proteinas de superficie, 0 MSCRAMMs (del inglés Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules), que median la adherencia a los tejidos del
hospedador. Estas proteinas producidas durante la fase de crecimiento logaritmico,
se unen a moléculas como el coldgeno, la fibronectina o el fibrindgeno, y juegan un
papel muy importante en el inicio de las infecciones endovasculares, de hueso y

. . , .71 ., <2
articulaciones, y de prétesis’ . El caso concreto de la proteina de unién a la
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fibronectina, se ha descrito que facilita la internalizacién de la bacteria en las
células epiteliales y endoteliales’?, 1o que les permite también escapar de las

defensas’.

2. Toxinas secretadas durante la fase estacionaria que pueden atacar las células del
hospedador a nivel local y los elementos estructurales de diversos tejidos y 6érganos,
cumpliendo la funcién de expansion de la infeccion (Figura 2. 4). La proteina A,
por ejemplo, se une a la fraccién Fc de las inmunoglobulinas’, y como
consecuencia previene la opsonizacién. A su vez, S. aureus secreta una proteina
inhibidora de la quimiotaxis o de adherencia extracelular, la cual interfiere en la
extravasacion de los neutréfilos y en la quimiotaxis al sitio de infeccién. Las
leukocidinas producidas provocan la destruccién de los leucocitos mediante la

formacién de poros en la membrana’.

Figura 2. 4. Representacion de la unién de la proteina A a la regién Fc de las inmunoglobulinas™.

3. Componentes de la pared celular, que juegan un papel importante en el shock
séptico, induciendo una respuesta inmune excesiva y perjudicial para el
hospedador. Incluidos en este grupo se encuentran el polisacarido de la cdpsula, que
constituye su principal defensa antifagocitica76, y el peptidoglicano de la pared
celular. Ademds, recientemente se ha identificado el 4cido teicoico de la pared
celular como elemento fundamental en la patogénesis de S. aureus en la queratitis

ocular®.
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Figura 2. 5 Representacion esquemadtica de algunos de los diferentes factores de virulencia involucrados en la

patogenicidad de S. aureus.

En la regulacion de todos estos factores, el gen accesorio accesorio regulador o agr,
(del inglés accessory gene regulator) juega un papel muy importante, ya que constituye un

. . . ‘ s 554577
sistema de autoinduccién o “quorum-sensing”

. Este sistema agr, por tanto, supone una
comunicacion célula a célula, que le permite a S. aureus causar la variedad de infecciones que
produce, ocupando numerosos nichos dentro del hospedador. Asi, por ejemplo, este sistema,
in vitro, disminuye la expresion de varias proteinas de superficie e incrementa la de muchos
factores de virulencia secretados durante la transiciéon de la fase de crecimiento tardia a la

. . 78,7
estacionaria’>".

La expresion de agr también parece que estd implicada en la invasién y
apoptosis de las células epiteliales®. Ademds, en un estudio realizado en conejos se observé
una disminucidn de la virulencia en mutantes para ese gen, mostrando con ello su implicacién

directa en la patogénesis de la bacteria®'.
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En general, como hemos visto, S. aureus posee multiples mecanismos para producir
infecciones y evadir las defensas del hospedador, siendo, por tanto, muy importantes las
labores de investigaciéon cuyo objetivo principal es el conocimiento y bloqueo de estos
mecanismos. Sin embargo, no todas las cepas de S. aureus son iguales en este sentido, incluso
la distribucién de algunos factores de virulencia estd relacionada con el tipo clonal al que

. 93 . . . . ..
pertenece el aislado™. Por este motivo, es necesario conocer y diferenciar las distintas cepas
antes las cuales nos encontramos, para de ese modo, saber exactamente a qué resistencias,

toxinas y demads factores, nos enfrentamos.

2.1.4. Evolucion de Staphylococcus aureus

2.14.1 Adquisicion de resistencias

S. aureus es una bacteria que ha ido evolucionando y adquiriendo resistencias a
diferentes antibidticos, lo que le ha permitido sobrevivir a los diferentes tratamientos a los que
se ha visto sometida a lo largo de los afos.

Antes de la introduccién de los antibidticos, el ratio de mortalidad por bacteriemias
causadas por S. aureus era de aproximadamente el 70%. Este porcentaje disminuyé a un 25%
después de la introducciéon de la penicilina. Sin embargo, desde la aparicion de cepas
resistentes a este antibiético, el ratio de mortalidad a vuelto a aumentar hasta un 45%°*. En
1944 fue publicada, por primera vez, la descripcion de cepas productoras de penicilasa o 3-
lactamasa”. La B-lactamasa, que hidroliza el anillo B-lactdmico inactivando el antibidtico,
estd codificada por el gen blaZ’®®’. Ademés de su localizacién en el transposén Tn552, como
se expuso anteriormente, también se ha descrito en pldsmidos y en el cromosoma’®”®. Todas
las primeras cepas productoras de penicilasa fueron aisladas de pacientes hospitalizadosgg. Sin
embargo, la penicilina continué siendo recomendada como un efectivo agente anti-
estafilococal hasta la década de los 70. A finales de esta década, un 90% de estos aislados

eran resistentes a la penicilina, y este porcentaje se ha mantenido desde entonces’®.

La meticilina (anteriormente denominada celbenina) fue el primer derivado de la

penicilina disefiado especificamente para resistir a la penicilasa. Sin embargo, fue introducida
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en 1959-1960, y en s6lo un afio se describieron en Reino Unido aislados de S. aureus

resistentes a meticilina o SARM'®,

La eliminacién de la mds grande y util clase de antibidticos (los B-lactdmicos), por
los mecanismos basados en el casete mec, supuso un punto de inflexién en la historia de los
antimicrobianos. Fue, ademds, responsable del comienzo del uso en todo el mundo de los
glicopéptidos (vancomicina y teicoplanina), marcando la llegada de SARM resistentes a ellos.
En 1996 se describieron por primera vez en Japén SARM con resistencia intermedia a la

101

vancomicina (SAIV)™, y, posteriormente, también emergieron cepas resistentes a altos

niveles a dicho antibidtico (SARV)IOZ, ambas condiciones extendidas actualmente a
numMerosos pal’sesm'log. El mecanismo de resistencia intermedia a la vancomicina continua sin
ser completamente conocido'”, mientras que la resistencia a altos niveles de este antibitico
estd mediada por el gen vanA, y ha sido ampliamente estudiada®''"°. El gen vanA se localiza
en el transposén Tnl546 localizado dentro de un pldsmido conjugativo“l’“z, y se expresa
Unicamente en presencia de la vancomicina, mediante un proceso de transduccion de sefial.
Ademads, dos genes pertenecientes al grupo del vanA, vanY y vanZ, codifican una proteina
accesoria que podria jugar un papel en la resistencia a la teicoplanina' '>''*. Esto dio paso a la
aparicion de SARM resistentes a mudltiples drogas, existiendo actualmente pocos

. . . 11
antimicrobianos efectivos contra SARM'?

. Ademads, muchos de los antibidticos disponibles
tienen multiples limitaciones y el desarrollo de nuevas clases de antibidticos avanza
lentamente''®'®. Todo esto ha disparado la alarma frente a la posibilidad de encontrarnos

) ) . 102,11
ante infecciones “intratables” %,

2.1.4.1.1 Resistencia a la meticilina

Los antibiéticos B-lactimicos se unen a las denominadas proteinas de unién a la
penicilina (PBP) de la pared celular, bloqueando la sintesis del peptidoglicano de la pared, y
conduciendo a la muerte de la bacteria. La resistencia a la meticilina es conferida por el gen
mecA, que codifica una proteina de unién a la penicilina (PBP2a), una transpeptidasa de la
pared celular de 78 kDa. Dicha proteina no presenta afinidad a los antibidticos B-lactamicos,

permitiendo que continie la sintesis de la pared celular (Figura 2. 6)'*°,
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Figura 2. 6. A. Interrupcién de la sintesis de la pared celular de S. aureus mediante un antibiético B-lactdmico,
el cual se une a la PBP, bloqueando su sitio activo. B. Resistencia a los antibiéticos B-lactdmicos en cepas
SARM mediante la produccién de la PBP2a, sin afinidad por dicho grupo de antimicrobianos.

PBP2a

i

Como ha sido explicado en el capitulo 1, acompafiando al gen mecA, integrado
siempre en la pauta de lectura abierta con funcién desconocida, denominada orfX'*!, se
encuentran los genes mecl y mecRI, ambos reguladores de su expresion, que se transcriben
divergentemente a él. En ausencia de B-lactdmicos la proteina Mecl (producto del gen mecl)
reprime la transcripcion de mecA y mecRI. En presencia de B-lactamicos, MecRI es roto
autocataliticamente, quedando activo el dominio metaloproteasa, localizado en su parte
citoplasmdtica. Este dominio se une al operador de mecA, activando su transcripcion,

produciendo finalmente PBP2a'>.

El gen mecA y sus dos genes reguladores constituyen el complejo mec, habiendo
evolucionado distintos complejos. El complejo B expresa el gen mecA de manera constitutiva,
mientras que el complejo A expresa el gen sélo en presencia de 3-lactdmicos. También se han

descrito los complejos C y D'

, aunque este dltimo ha sido detectado exclusivamente en
estafilococos coagulasa negativos. Ademds, en el SCCmec estd presente el complejo ccr (del
inglés chromosome cassette recombinase), responsable de su insercidn/escisiéon del
cromosoma bacteriano, compuesto por la combinacion de los genes ccrA 'y ccrB, o por el gen

125

ccrC Las restantes zonas del casete son las denominadas regiones J (J1-J3), que

constituyen regiones no esenciales del elemento, pero que pueden aportar otros genes de
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resistencia a antibidticos, transposones (Tn4001 y/o Tn554) y/o plasmidos (pUB110, pI258 y
pT181). El plasmido pUB110 porta el gen ant(4’), responsable de la resistencia a la
kanamicina, tobramicina y bleomicina, mientras que el pI258 codifica resistencia a las
penicilinas y metales pesados, y el pT181 codifica la resistencia a la tetraciclina®. El
transpos6n Tn400] codifica resistencia a la gentamicina, tobramicina y kanamicina'®,
mientras que el Tn554 porta el gen ermA responsable de la resistencia inducible a los
macrélidos, lincosamida y estreptogramina'?. La organizacién estructural del SCCmec se
puede representar de forma resumida como J1-ccr-J2-mec-J3. Las combinaciones de los
distintos tipos de ccr y del complejo mec distinguen los tipos de SCCmec, mientras que las
variaciones en las regiones J dentro de la misma combinacidn ccr-mec son usadas para definir
los subtipos®'*’'® Hasta el momento, se han descrito ocho estructuras principales de
SCCmec (I-VIII) para SARM, aunque se han ido descubriendo nuevos casetes y nuevas

variantes de ellos'* (Figura 2. 7).
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Figura 2. 7. Representacion esquemaética de los principales tipos de SCCmec descritos hasta el momento.
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Los casetes del I-III son los de mayor tamafio y se cree que probablemente hayan
sido transferidos a S. aureus por especies estafilococales comensales en pocas ocasiones'®’.
Los tipos SCCmeclV y V son los més pequefios de tamafio, y, al contrario que los anteriores,
se cree que han sido transferidos a SASM (S. aureus susceptible a meticilina) frecuentemente,
resultando en la emergencia de nuevas cepas SARM portando estos casetes>''*. Un estudio

134 En otro

sugirié que el SCCmeclV ha sido transferido a una cepa SASM mas de 20 veces
estudio realizado en Chicago de 2004 a 2005 observaron que los nifios son mds susceptibles a
padecer infecciones producidas por SARM portadores del SCCmecIV'*>'*°. Dato que también
se observo en otro realizado en un hospital del Sur de Korea, en el cual observaron que los
nifios tenfan un 68% de probabilidad de sufrir una infeccién por un SARM portador del
SCCmeclV, frente a un 12% que presentaron los adultos'’. Estos estudios sugieren que los
nifios son mds susceptibles o estdn especialmente expuestos a estas cepas, pero
definitivamente la razoén de este suceso continda siendo desconocida. EI SCCmecV es mds
pequeiio y presumiblemente con movilidad similar. A diferencia de los anteriores casetes,
cuya distribucion estd extendida mundialmente, este ha sido detectado principalmente en

. 13 . R
Australia'® y Taiwan'*"'!

, siendo su presencia menos frecuente en Europa y Estados
Unidos'**'*. En 2001 se describi6 un casete con dos nuevas variantes de los genes ccrA y
ccrB, 1o que unido a su importancia epidemioldgica, hizo que se constituyera como el
SCCmec tipo VI'*®'* Los tipos de SCCmec VII y VIIL, son los mds recientemente descritos,

<14
a

habiéndose descrito en Suecia'*® y Canada'?’, respectivamente.

La aparicion de SARM representa una historia evolutiva en multiples fases,
partiendo de la fuente original del gen de resistencia mecA, seguido de su movilizacién y
asociacion con el SCC, que parece tener su propia evolucion independiente. Posteriormente,
estos casetes portando el gen mecA se introdujeron en cepas susceptibles de S. aureus y otras
especies de Staphylococcus, quiza en asociacion con bacteriéfagos. En algunos de estos casos,
la adquisicion del SCCmec permitié la emergencia de un grupo de S. aureus con resistencia a
meticilina. Se postula que este casete procede de otra especie desconocida o de estafilococos

148150 ya que también se han descrito en esta

coagulasa negativos, como S. epidermidis
especiel48’149. En un estudio realizado en 2001, se recuperé de muestras de un neonato, un
aislado SASM vy su isogénico SARM, presentando este ultimo el mismo SCCmec que portd
un aislado S. epidermidis recuperado del mismo nifio, lo que sugiere la existencia de

transferencia horizontal in vivo entre ambas especies. Actualmente se cree que
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Staphylococcus sciuri portaba el ancestro de PBP2a, ya que una PBP encontrada en esta
especie presentd un 87% de identidad en la secuencia de aminodcidos con ésta. Estas cepas
eran todas susceptibles de la meticilina, pero se volvieron resistentes en presencia de este
antibitico por un incremento en la transcripcién del homdlogo del gen mecA y una mutacién
puntual en el promotor. Ademas, una cepa SASM se convirtié en SARM al introducirsele este

gen homologo de mecA procedente de S. sciuri 5L

La primera cepa SARM descrita en Inglaterra en 1961, fue denominada el clon
arcaico y portaba el SCCmec tipo 1. Durante la década de los 60, los SARM fueron descritos
en Europa, y a partir de los afios 70 un subgrupo de ellos se diseminé globalmente como
clones SARM epidémicos (Figura 2. 5). Existen dos teorias opuestas sobre la relacién entre
los primeros SARM vy los actuales. La primera, la teoria del clon tnico, sugiere que todas los
clones SARM proceden de un tnico ancestro comun y que el SCCmec fue introducido una
tnica vez'™?; mientras que la segunda, y la mas aceptada, denominada teoria de multiples
clones, sugiere que el casete se ha introducido varias veces en linajes genéticos diferentes
(Figura 2. 8)°**'3 Enright er al., en un estudio entre 1961 y 1999, donde incluyeron
aislados SASM y SARM de 20 paises, encontraron 5 complejos clonales (CCS5, 8, 22, 30 y
45), observando que las cepas pertenecientes al mismo tipo de secuencia o ST (del inglés

sequence type) presentaron también el mismo tipo de SCCmec, lo que apoya la teoria de los

multiples clones'**

ST36-SARM-II €=————=ST30-SARM-IV ST8-SARM-II

ST30-SASM @ — @

ST30-SARM-IV €bmee ST30-SASM QRM-]II T8 SARM- .

Figura 2. 8 Representacion propuesta por Deurenberg y Stobberingh sobre el origen evolutivo de algunos de los
mayores clones SARM descritos, asi como su posible adquisicién de la toxina de Panton-Valentine o PVL'®.
Las flechas indican adquisién o cambio del tipo de SCCmec, un cambio de ST o la adquisién de los genes pvl.
Los circulos de color malva indican los clones pertenecientes al CC30, mientras que los rosa muestran los
pertenecientes al CC8. La cepa ST238-SARM-III, presentada con ambos colores, ha evolucionado adquiriendo
un fragmento cromosémico de 557 pb del ST30 en un linaje ST8>'3*!*7.
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Los SARM se han convertido en la causa principal de infecciones adquiridas en el
hospital (SARM-AH). La mayoria de estas infecciones han sido debidas a varios clones
internacionalmente diseminados, a los que llamamos clones pandémicos. Estos clones no solo
han ido convirtiéndose en multirresistentes a antibidticos, sino que ademads se postula un
incremento de la virulencia debido a la mejora en la transmisibilidad y habilidad para la

colonizacion.

2.1.4.1.2 Resistencia a la mupirocina

La mupirocina, o dcido pseudomonico, es un antibidtico tépico que se emplea desde
1985, frecuentemente como descolonizador de las fosas nasales o zonas de la piel que van a
someterse a operacion, asi como en la terapia del impétigo, o, simplemente, como profilaxis.
Es un antibiético natural, producido por Pseudomonas fluorescens, que se une a la isoleucil-
ARNt sintetasa, inhibiendo la sintesis proteica, ya que no se incorpora la isoleucina a la
cadena polipeptidica en formacién'*®.

7159, se han

En la resistencia a la mupirocina en S. aureus, detectada desde 198
propuesto tres niveles. La primera es la susceptibilidad a la mupirocina a la concentracién
minima inhibitoria (CMI) <4 ug/ml, la segunda es la de bajo nivel de resistencia, con CMI de
8-256 ug/ml, y, finalmente, resistencia a altos niveles de mupirocina con CMI > 512 pg/ml'®,
incluso superiores a 1024 pg/ml'®'. La resistencia con valores de 128 o 256 pg/ml es poco
comun. La resistencia a bajos niveles de mupirocina es debida a mutaciones puntuales en el
gen ileS que se encuentra en el cromosoma de la bacteria, produciendo cambios en la
isoleucil-ARN sintetasa nativa'>>; mientras que la resistencia a altos niveles de mupirocina
estd asociada con la presencia del gen ileS2, también denominado mupA, que se encuentra en
un plasmido conjugativo. Aunque realizan la misma funcién, la identidad entre ambas
proteinas es solo del 30%. El ileS2 codifica para una isoleucil-ARNt sintetasa diferente que no

161163 " Hor 1o que su presencia permite que continde la sintesis

tiene afinidad por la mupirocina
proteica. No obstante, se han encontrado algunas excepciones a esta clasificacién. De ese
modo, aislados portadores del gen ileS2 han mostrado resistencia a bajos niveles de

o iy . . 164
mupirocina, viéndose que estos aislados portaban este gen en el cromosoma de la bacteria .
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También se han descrito aislados susceptibles a la mupirocina, pero portadores del ileS2,
siendo debido, en este caso, a una mutacion que produce un cambio en la pauta de lectura del

gen, inactivando su producto'®

. Y, finalmente, en algunos aislados que muestran resistencia a
altos niveles de mupirocina no ha sido posible encontrar el gen ileS2, por lo que se cree que
debe existir otro mecanismo atn desconocido que les confiera dicha resistencia a estas
cepas166. De hecho, este mecanismo puede que haya sido descubierto recientemente, ya que se
ha encontrado un nuevo gen, el mupB, también responsable de la resistencia a altas

concentraciones de mupirocina'®’.

El gen ileS2 se localiza normalmente en pldsmidos conjugativos, facilitando asi su
dispersiénmg’mg. En ellos, se encuentra flanqueado por ISs, lo que debe propiciar su
movimiento entre plasmidos por recombinacién'®"'"". Se ha descrito una gran variabilidad de
estos plasmidos portadores del ileS2 en cuanto a tamafio, patrones de restriccion y frecuencia

. + 2. 169-173
de recombinacién'®’

. En general, estos plasmidos conjugativos portan multirresistencia, y
pertenecen a la familia de los mayores pldsmidos estafilococales, de la cual, el denominado
pSK41, es el prototipo™. Los plasmidos de esta familia muestran un alto grado de similitud,
tanto en su secuencia, como en su estructura; por lo que en ellos se puede reconocer un
“esqueleto”, en el cual se han integrado distintos genes de resistencia, a menudo mediada por

la insercién de la 1S257'7

. De ese modo, en el esqueleto podemos identificar la Region 1, que
abarca los genes implicados en la replicacion y el mantenimiento del plasmido; y la Regién
tra, considerada la regién de transferencia®'’>!'"°. Entre ambas regiones se encuentran
determinantes de resistencia para otros agentes antimicrobianos no [-lactdmicos, como
macrélidos, tetraciclina, gentamicina y trimetropin'’’, lo cual sugiere que el uso de la
mupirocina podria seleccionar resistencias a otras drogas. Pocos representantes de esta
familia, portadores del ileS2, han sido secuenciados y depositados en la base de datos del
NCBI. Dos de ellos, los plasmidos pUSA03 (referencia en el GenBank NC_007792)° y
pV030-8 (referencia en el GenBank NC_010279), de 37136 y 39041 pb respectivamente, han
sido secuenciados completamente, mientras que el pGO400, ha sido parcialmente
caracterizado'®. En un estudio realizado en nuestro hospital, fueron detectados 9 tipos de
plasmidos portadores del gen ileS2, los cuales podian agruparse en 4 grupos estructurales' .
Entre estos plasmidos, el denominado pMUP9 o pPR9, de 41715 pb, fue seleccionado para su
completa secuenciacidon recientemente (referencia en el GenBank NC_013653)'". Las

secuencias de todos estos plasmidos portadores del gen ileS2 presentan mds de un 90% de
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identidad en los genes pertenecientes a su esqueleto. Con respecto al gen ileS2, en todos los
plasmidos secuenciados se encuentra flanqueado por la IS257, aunque en cada uno presenta
una posicion tnica. Algo llamativo del pPRY, es que es el tnico plasmido en el que la IS257
localizada corriente arriba del gen ileS2 se encuentra invertida. Las distintas reorganizaciones
de la IS257 localizada corriente arriba del gen ileS2, han planteado la posibilidad de que
constituyan promotores hibridos que conduzcan la transcripcion de dicho gen en cada
plasmido, lo que tendria consecuencias en su expresion. Por ejemplo, esto sucede en el
pGO400'®, en el cual se ha propuesto un potencial promotor hibrido que encaja mejor con la
secuencia consenso convencional que el promotor predicho inicialmente'™. EI pMUP9
también posee un potencial promotor hibrido, si bien, éste no encaja de forma 6ptima con la

secuencia consenso.

En un estudio realizado en el afio 2009, observaron que el gen ileS2 se expresa de
forma constitutiva, no detectando cambios de expresiéon en presencia de la mupirocina.
Cuando se cultivé una cepa de S. aureus resistente a altas concentraciones de mupirocina en
presencia de este antibidtico, se observé un crecimiento mas lento, que las que crecen sin este
agente, probablemente producto de la inhibicién de la isoleucil-ARNt sintetasa nativa
codificada por el gen ileS. Sin embargo, a partir de las 4 horas, todos los cultivos alcanzaron
su fase de crecimiento exponenciallgz. No obstante, se desconoce si los niveles de expresion
del gen ileS2 son iguales en todas las cepas portadoras del mismo, o si por el contrario, tal y
como se propuso anteriormente, dependen del ambiente plasmidico en el que se encuentren,

especialmente por la influencia de la IS257.

A mivel clinico, pocos centros determinan rutinariamente la resistencia a la
mupirocina, pero se ha demostrado que cuando este antibidtico se utiliza en regimenes de

168 De hecho, cada vez son mas los

descolonizacion, la resistencia a €l emerge rapidamente
aislados SARM resistentes a altas concentraciones de mupirocina descritos,
fundamentalmente en el ambiente hospitalario, incluido el Hospital Universitario Nuestra
Sefiora de Candelaria (HUNSC)”B. Por lo tanto, no solo debe restringirse el uso de este
antibidtico, sino que se debe considerar imprescindible la determinacion rutinaria de dicha

resistencia para el control de las infecciones producidas por SARM.
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2.14.2 Emergencia de SARM en la comunidad

Hasta la década de los 90, se creia que los SARM estaban relegados al ambiente
hospitalario. Sin embargo, entre 1989 y 1991 se describié una infeccién por SARM en una
poblacién en Estados Unidos en la que no existia contacto con cuidados sanitarios'®,
considerandose, por tanto, SARM adquiridos en la comunidad (SARM-AC). Desde entonces,
se han publicado numerosos casos de infecciones producidas por SARM-AC en diferentes
grupos relativamente aislados de la sociedad, como nativos americanos, jugadores de futbol,
reclusos y militares, entre otros'®'?7. Ademds, esta definicién fue extendida a otros grupos o
individuos, que no estaban completamente aislados de la sociedad, sino que no presentaban
factores de riesgo conocidos para SARM, como haber estado hospitalizados, haber sido
sometidos a cirugia, diélisis o cateterismos, entre otros.

La lista de factores de riesgo, tanto para infeccién como para colonizacién por esta
bacteria, ha ido en aumento. Actualmente existe, incluso, una lista de factores de riesgo que
predisponen a colonizacidn e infeccién por SARM-AC (Figura 2. 9). Uno de estos factores se
encuentra en los neonatos, habiéndose detectado varios brotes de SARM-AC en 61103198'200,
asociados a la visita de los padreszm, mastitis de la madr6202'203, leche materna204, infeccién de
la madre en el momento del parto™” y al contacto con los trabajadores del hospital portadores
o con infeccién por la bacteria’®®’. Los nifios en los primeros afios de vida también
pertenecen al grupo de riesgo de padecer una infecciéon por un SARM-AC. Si bien, segin
David y Daum, parece que este riesgo es mayor en Estados Unidos'"?, donde, ademds, el caso
de infecciones y colonizaciones por SARM-AC en nifios va en aumento *>'>. No obstante,
esto puede ser debido a que en Estados Unidos se realiza un mayor nimero de controles de
esta bacteria. Por otro lado, la frecuencia con la que han sido publicadas infecciones por
SARM en diferentes tipos de deportistas y otras actividades relacionadas®*, ha hecho colocar
a este colectivo dentro del grupo de riesgo para estas infecciones. El riesgo identificado dentro
del grupo de los deportistas es compartir articulos de higiene personal, como toallas, jabén o

215 . 1 216217
ropa” ', sumado, en ocasiones, a pobres habitos de higiene” ™

. La transmisién de cepas
SARM entre miembros de una familia ya habia sido documentada antes de la aparicion de los
SARM-AC, pero datos sobre la transmision de cepas comunitarias en todo el mundo ha hecho
que el contacto familiar sea introducido en el grupo de riesgo’'***®. La actividad sexual o

simplemente el contacto piel con piel deben ser los responsables de esta transmisién en
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familias™®, aunque se necesita mds informacién sobre el papel que juega el contacto en dicha
transmision. La relacién entre las infecciones por SARM-AC con situaciones sociales
desfavorecidas, se ha establecido unicamente en Estados Unidos, con la excepcién de un
estudio realizado en Alberta (Canad4), donde se asociaron con gente sin hogar™°. También se
ha demostrado que tener contacto con animales es un factor de riesgo para sufrir una infeccién
por SARM-AC. Asi por ejemplo, la cepa ST398 es la mds cominmente detectada en el
ganado europeo, la cual, curiosamente, no puede ser identificada mediante electroforesis en
campo pulsado o PFGE (del inglés Pulsed-Field Gel Electrophoresis) ya que presenta

231

resistencia a la digestion por la enzima Smal™ . Varios estudios han indicado una alta

correlacion entre la colonizacién asintomdtica de esta cepa en cerdos y sus criadores,

232,233

sugiriendo que la transmisién entre ambos ocurre frecuentemente , uno de ellos ha sido

publicado recientemente en Tenerife™*

. No obstante, la expansion secundaria entre humanos
suele encontrarse en baja frecuencia®”. Un caso de infeccién fue descrito en Italia, donde un
granjero cuidador de cerdos desarrolld una piomiositis causada por una cepa SARM
ST3987°, y en Espaiia se ha publicado recientemente una SSTI causada por esta cepa también

en un granjero>>>**. No obstante, los casos de infecciones por esta cepa son poco frecuentes.

Neonatos

CA-MRSA

Figura 2. 9. Esquema de grupos de riesgo detectados en la sociedad para padecer infeccién por SARM-AC.
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Debido a la gran cantidad de publicaciones referentes a aislados SARM-AC, el
Centro para la prevencion y el control de enfermedades o CDC (del inglés Centers for
Disease Control and Prevention) establecié en 1999 lo que se deben considerar criterios
fundamentales para distinguir un aislado comunitario de uno hospitalario™’. Estos criterios

exponen que un aislado SARM serd un SARM-AC si:

1°) El aislado se obtiene a partir de un paciente externo al hospital, o en el caso de uno

ingresado en €I, si se obtiene en menos de 48 horas tras su ingreso.
2°) El paciente no tiene historia médica de infeccidn ni colonizacién por SARM.
3°) El paciente no ha sido sometido en el ultimo afio a hospitalizacidn, didlisis, cirugia.

4°) El paciente no dispone de cateterismo, ni ningun dispositivo médico invasivo, es

decir, que vaya colocado a través de la barrera de la piel.

Ademads, el andlisis de estas cepas mediante técnicas microbioldgicas y moleculares ha

mostrado que presentan diferencias con respecto a SARM-AH. Estas diferencias incluyen:

1) Portan el SCCmec tipo IV o V, que como hemos visto, son los casetes mas
pequefios y, presumiblemente, mds méviles que los otros casetes mds pesados™®,
aunque existen pocos datos que constaten esta movilidad'*>. El paso de SARM a la
comunidad ha sucedido probablemente por transferencia de cepas SARM de
portadores a otros individuos y ademds por transferencia de estos casetes pequefios
a SASM de SARM e incluso de otras especies de estafilococos coagulasa
negativos®’. Estas transferencias probablemente sucedan por la presencia de
antibiéticos™*"**.

2) Presencia de la leucocidina de Panton-Valentine o PVL (del inglés Panton-
Valentine Leukocidin), que es muy raro encontrar en SARM-AH?®. Se trata de una
toxina con dos componentes (F y S), formadora de poros en la membrana de los
leucocitos polimorfonucleares. Ademads, el PVL parece mostrar asociaciéon con
infecciones invasivas de piel, como furunculosis y absceso cutdneo®**. Si bien,
actualmente existen controversias en cuanto a la accién de esta exoproteina y su
funcién en la virulencia de las cepas que lo portan, lo que analizaremos mas

adelante.

3) Baja probabilidad de encontrar cepas multirresistentes en la comunidad™®.
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4) Pertenecer a los STs: STI1, ST8, ST30, ST80** siendo la cepa USA300
(perteneciente al ST8) la mds prevalente en Estados Unidos*****. La cepa ST1
porta el SCCmecIV, es normalmente susceptible a muchos de los antibidticos no 3-
lactadmicos, y ha sido comtinmente asociada a infecciones de piel y tejidos blandos.
Esta cepa carece de los genes pvl, y ha sido detectada fundamentalmente en la
comunidad de Australia, donde ha sido designada WA-SARM-1%%% 1,

In glaterrazsz’25 .

. La cepa ST8 porta frecuentemente el PVL y el SCCmeclV, y como
hemos visto, dentro de este ST se encuentra el USA300, clon predominante en la
comunidad en Estados Unidos. La cepa ST80 porta frecuentemente el SCCmeclV y
produce el PVL. Ha sido detectada frecuentemente causando infecciones de piel en
la comunidad®* en paises del oeste de Europea, como Austria®> , Noruega256,

. 257,258 . 2 252,25 . 260 . 261,262
Dinamarca®’? , Suecia 59, Inglaterra 52, 3, Suiza™ y Grecia™ >

, por lo que se
denomina coloquialmente el clon Europeo. No obstante, también ha sido detectado
en otras partes del mundo, como Kuwait*®, Tunisia®* y Egipto®®. Las cepas ST30
portan el PVL y se cree que proceden de SASM en los que se ha insertado el
SCCmecIV”’. La cepa ST30 ha sido detectada en aislados con diversas

caracteristicas fenotipicas, procedentes de numerosos palses1 8.254.263,265-271

Ademds de estas caracteristicas genotipicas, se ha observado que los aislados
comunitarios afectan a una poblacion diferente a la que afectan los hospitalarios, y causan
sindromes clinicos distintos. De ese modo, las infecciones por SARM-AC afectan a los
pacientes mds jovenes, y causan de manera predominante infecciones de piel y tejidos blandos
o SSTIs"!#%22 No obstante, aunque menos frecuentemente, las cepas comunitarias también

. . . . , P . -, 273-276
han sido asociadas a infecciones mas graves como la neumonia necrotizante o Seps1s 3 .

Se han realizado estudios en poblaciones de personas que han padecido infecciones
por ambos grupos de SARM, encontrando que en las poblaciones afectadas por infecciones
con SARM-AQC, el ratio de portadores nasales era mayor, en un rango del 4 al 6%, que en el

caso de aquellas con infecciones por SARM-AH**

. Existen varias hipdtesis que intentan
explicar la aparicion de SARM en la comunidad, aunque ninguna de ellas estd demostrada, y
ninguna puede explicar los datos epidemioldgicos observados. Asi por ejemplo, debido a que
los SARM-AC fueron detectados por primera vez a finales de la década de los 90, afios en los
que se produjo un incremento en el uso de las fluoroquinolonas, se ha sugerido que ambos

e - ¢ 119,277,27 . 4 . . .
eventos podrian tener relacion 9271218 - Sin embargo, ain no se ha dilucidado el mecanismo
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que los unirfa, ademds de que esto no explicaria, por ejemplo, la detecciéon de cepas SARM-
AC susceptibles a las fluoroquinolonas. Sin embargo, en un estudio realizado en Reino Unido,
entre los afios 2000 y 2004, se ha observado una relacién directa entre el riesgo de sufrir una
infeccion por SARM-AC y la prescripcion de antibidticos, especialmente de las
ﬂuoroquinolonasm. Otros autores han observado que el incremento en el ratio de SARM-AC
en el afno 2000 fue simultdneo a la introduccién de una vacuna neumococal conjugada en
nifios (Prevnar) en Estados Unidos, sugiriendo que existia relacion entre ambos sucesos. La
recomendacion de esta vacuna se realizé inicamente en Estados Unidos, y en el afio 2002 se
extendi6 a Canada, afio en el que se produjo aqui un incremento en el ratio de SARM-AC. Sin
embargo, en Japon y Australia los SARM-AC eran ya frecuentemente aislados cuando se
introdujo esta vacuna en el ano 2005, y contindan siendo poco frecuentes en Reino Unido,
donde se comenzd a aplicar la vacuna en el afio 2006. Actualmente el uso de la vacuna
Prevnar se extiende a multiples pal’seszgo, mientras que no en todos se detectan frecuentemente
infecciones por SARM-AC. Una explicacion bioldgica para la relacion entre SARM-AC y el
Prevnar podria ser que la vacuna disminuye los portadores asintomaticos de Streptococcus
pneumoniae, dejando un nicho libre que pasaria a ocupar SARM. Esta hipotesis queda
apoyada por un estudio realizado en Israel en 790 nifios sanos donde se observd que la co-
colonizacién de S. pneumoniae y S. aureus era muy poco frecuente®™'. De hecho, en un
estudio en los Paises Bajos se observo una frecuencia de S. aureus mayor causando otitis
media en nifios después de ser vacunados con Prevnar, aunque no encontraron pruebas que

. ., . ., 282
demuestren que la co-colonizacién de estas dos especies sea poco comun 82

Los distintos estudios que existen en la literatura sobre SARM-AC han elegido, para
catalogar dichos aislados comunitarios, algunas de las caracteristicas descritas previamente.
Debido a que cada grupo de investigacion aplica criterios distintos, resulta muy dificil
comparar estudios y calcular el ratio total de colonizacién e infeccién producido por ellos®®.
Sin embargo, en general, se ha visto que el nimero de infecciones producidas por SARM-AC
es cada vez malyor283'285 . Por ejemplo, en Los Angeles, se observé un incremento de las SSTIs
adquiridas en la comunidad causadas por SARM de un 29% en los afios 2001-2002 a un 64%
en 2003-2004”%. Lo mismo ocurri6 en Australia, donde el porcentaje de aislados SARM-AC

aumentd de un 4.7% en el afio 2000 a un 7.3% en el 20043,

Ademds de que el numero de infecciones por SARM-AC parece estar

incrementando, estas cepas parecen estar introduciéndose en ambientes hospitalarios, asi
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como los clones nosocomiales saliendo a la comunidad, borrando de ese modo la “linea” entre
la comunidad y el hospita1286’287. Debido a este paso de cepas hospitalarias a la comunidad, se
ha propuesto el término, SARM-CO, que procede del inglés Community Onset™ o
posteriormente SARM-HACO, del inglés Health care-Associated, Community-Onset>®. Con
el primero nos referimos a cepas que se encuentran circulando en la comunidad, sin tener en
cuenta si su origen ha sido comunitario u hospitalario, mientras que con el segundo término
nos referimos a cepas que se encuentran relacionadas con el ambiente hospitalario, pero que
actualmente se encuentran en la comunidad. Toda esta terminologia procede de la primera
creencia de que SARM se encontraba exclusivamente circulando en ambientes hospitalarios,
por lo que algunos autores creen en la necesidad de una nueva nomenclatura que refleje mejor

la epidemiologia actual de SARM'".

La base del incremento de la virulencia de cepas SARM-AC es completamente
desconocida. Muchos factores han sido propuestos, tales como el aumento del fitness, mejor
evasion del sistema inmune del hospedador y produccién de toxinas concretas™’. Uno de
estos factores diferenciadores parece ser el elemento movil catabdlico de la arginina o ACME
(del inglés arginine catabolic mobile element). Se trata de un elemento de ADN de 3.9 kb,
que codifica una arginina deiminasa que convierte la L-arginina en diéxido de carbono, ATP
y NH4. Su secuencia contiene con 33 pautas de lecturas abiertas (orfs), y se ha detectado
frecuentemente en cepas de estafilococos coagulasa negativos. En las cepas en las que aparece
se encuentra integrado en la orfX°, el mismo sitio de insercién del SCCmec, por lo que se cree
que las recombinasas que median la escision del SCCmec, movilicen también este
elemento®*”. Se ha postulado que su rol en la patogénesis de cepas SARM-AC podria ser
aumentar su habilidad para colonizar la piel de gente sana, y por lo tanto, facilitaria su
dispersion en la comunidad, si bien no existen datos experimentales que apoyen dicha
hip6tesis®. En un ensayo de fitness competitivo en un modelo de conejo, la cepa USA300
salvaje (ACME") presenté un fitness superior, medido por la carga diferencial de bacterias en
tejidos en autopsias, comparado con un mutante isogénico PVL™ SCCmec. Los autores
concluyeron que la ausencia del ACME disminuye significativamente el fitness de la cepa
USA300 in vivo, por lo que este elemento podria presentar un papel central en la patogénesis
de las infecciones por esta bacteria®’. Sin embargo, Montgomery ef al. no encontraron

diferencias entre la virulencia de las cepas USA300 y las isogénicas ACME en un modelo de
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L, . . ., . 1201 . . .
rata de neumonia necrotizante y de infeccién de piel ?! Por lo tanto, se necesitan mds estudios

para poder elucidar la funcién de este elemento en S. aureus.

Sin embargo, sin duda, la principal toxina relacionada con las cepas SARM-AC es el
PVL, que, incluso ha sido considerada por algunos autores como un marcador de SARM-
AC™®. Se trata de una proteina formadora de poros, constituida por dos componentes
codificados por los genes lukF-PV, de 34 kDa, y [ukS-PV, de 32 kDa?*?. Fue descrita por

primera vez en 1894 por Van de Velde®”

, pero se distinguié completamente de las
hemolisinas por su leucotoxicicidad, a la vez que se asocié con SSTIs en 1932 por Panton et
al®*. Se ha visto que es estructuralmente similar a la Hemolisina-y (Hlg-y). Ambas constan
de una subunidad S (de elusion lenta), LukS-PV en el PVL, y HIgA y HlgB en la Hlg-y; y una
subunidad F (de elusion rdpida), LukF-PV y HlgB, respectivamente. Estas subunidades
pueden intercambiarse, existiendo siempre una subunidad S y una F, por lo que una bacteria

que posea todos los genes podria producir hasta 6 toxinas diferentes*.

Los genes [ukF-PV y [ukS-PV residen en varios fagos temperados con forma
icosaédrica o de cabeza elongadazgs, como por ejemplo los fagos $Sa2958, §Sa2MW, ¢PVL,
®108PVL, ¢SLT, pSa2USA**. La transmisién de los distintos fagos en los diferentes linajes
de SARM debe estar limitada por factores dependientes, tanto del fago como de la bacteria.
Después de la infeccion, estos fagos se lisogenizan en el genoma bacteriano por via
integrativazg7, pero el locus cromosémico en el que este proceso tiene lugar no ha sido atn
identificado, asi como continda siendo desconocida la region especifica de acoplamiento en

los distintos fagos.

Se ha observado que las cepas productoras de PVL dejan secuelas clinicas mds
severas que las no productoras de esta toxina. Por ejemplo, la neumonia asociada con S.
aureus PVL' se asocia frecuentemente con sepsis, fiebre alta, leucopenia, hemoptisis, efusién
pleural, y muerte®®. Esto fue demostrado en modelo de conejo, en el cual, si la carga
bacteriana es elevada, la concentracion de PVL alcanza la concentracion suficiente para
activar los polimorfonucleares (PMNs) y macréfagos, que liberan mediadores
proinflamatorios, por lo que promueve el reclutamiento de PMNs dentro del pulmén
inflamado. Entonces, el PVL lisa los PMNs, produciendo la liberacion del contenido de los
granulos, como proteasas o compuestos reactivos del oxigeno. Estos productos dafian el

epitelio pulmonar y las barreras endoteliales, llevando a un escape de fluido y proteinas desde
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el espacio vascular al espacio alveolar (Figura 2. 10). A continuacién, se produce edema

pulmonar, dafo del tejido y necrosis pulmonar hemorrdgica, que conducen a la muerte del
animal™”.
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Figura 2. 10. Mecanismo de inflamacién y dafio del pulmén inducidos por el PVL en el alveolo, propuesto por
Diep et al.”*’, comparado con un alveolo normal. En su ilustracién, indica con flechas negras los sucesos que
observaron en su estudio, mientras que las flechas grises sefialan los eventos que postulan.

En modelos animales se ha observado que el PVL es dermonecrético lo que quizés
explique la relacién de las cepas portadoras del PVL con SSTIs*****!. EI LukS-PV se une a un
receptor no identificado de la membrana de los PMNs, donde dimeriza con el LukF-PV, para
posteriormente unirse alternativamente LukS-PV y LukF-PV, hasta formar un heptdmero.
Cuando el primer LukS-PV se une, una proteina kinasa lo fosforila, produciendo la apertura
de canales de Ca** del PMN>". Por lo que se debe producir un aumento en la produccién de
interleucinas y mediadores inflamatorios, a través de un mecanismo de transduccién de sefal.
Ademais, se ha observado que el efecto del PVL depende de la concentracién en la que éste se

encuentre, pudiendo causar lisis o apoptosis de los PMNs (Figura 2.11)**"

, produciéndose este
ultimo caso, probablemente, a través de un mecanismo de apertura de poros en la membrana
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04
33

de la mitocondria, mediante la activacion de las caspasas 9 y . En humanos las lesiones de

cepas SARM productoras de PVL en SSTIs, se parecen, frecuentemente, a mordeduras de

arafias’?>3%

, pero se debe tener en cuenta que las arafias habituales de las casas no son
portadoras de SARM?", y no existe correlacién entre la distribucién de las arafias ermitafias y

las infecciones por SARM-AC'",
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Figura 2. 11. Representacién del modelo propuesto por Boyle-Vavra y Daum’®, sobre cémo causa el PVL
necrosis del tejido. En esta propuesta, la alta concentracién del PVL produce lisis de los PMNs, mientras que
concentraciones bajas de la toxina median una via de apoptosis de los PMNs, actuando directamente en la
membrana mitocondrial®®.

No obstante, la importancia del PVL en SSTIs y neumonias necrotizantes es muy
discutida. En un estudio realizado en 2006, se observé que la presencia o ausencia de los
genes pvl en cepas SARM no afectaba a la virulencia de estas cepas en modelos de ratén en
estudios de sepsis y SSTIs, y que su presencia no influia negativamente en la superviviencia
de los neutréfilos en ensayos in vitro>®. Por otro lado, Wardenburg et al. encontraron que la
presencia o ausencia del PVL no afectaba al ratio de mortalidad en un modelo de neumonia
de ratén; ademds de que la ausencia de los genes pvl en mutantes delecionados para esos
genes no alteraba la citotoxicidad de las cepas empleadas en un estudio in vitro en células del
epitelio alveolar humano®®. Los mismos autores, ademas, en un estudio realizado

posteriormente, no encontraron diferencias en la neumonia y en absceso de piel en modelos de
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ratén después de la inoculacién con la cepa del estudio, denominada USA300, portadora del

310 .
. De forma contraria a estos

PVL y su isogénica sin los genes que codifican para tal toxina
resultados, Labandeira-Rey et al. demostraron que la proteina PVL purificada causa neumonia
necrotizante en modelos de ratén’''. También Diep et al. observaron que al inocular por via
intravenosa una mezcla 1:1 de la cepa USA300 PVL" y su isogénica PVL  tras 48 horas, la
cepa PVL" estaba presente en mayor densidad en los rifiones homogeneizados de los conejos
sacrificados, sugiriendo que el PVL puede aportar un beneficio mayor en la supervivencia de
las cepas SARM en este modelo””. Tseng et al. observaron, en un modelo de miositis en
ratones jovenes, que el PVL fue responsable del incremento en el dafio del tejido muscular,
pero no en ejemplares viejos, empleando un aislado SARM PVL" obtenido a partir de un
paciente con neumonia necrotizante y su isogénico PVL". Estos autores postularon que en los
ratones mds jovenes se produciria una mayor respuesta de los neutréfilos frente al PVL,
conduciendo a dafio mas severo en el misculo’'?. Hongo et al., en su modelo de raton
BALB/c, observaron que el PVL no producia la lisis de los neutréfilos, pero que la actividad
litica contra los neutr6filos humanos de sobrenadantes de las cepas USA300 y USA400,
ambas PVL", fue eliminada en la presencia de anticuerpos monoclonales anti-PVL*"®. Con
toda esta controversia, Loffer er al. analizaron la actividad del PVL en diferentes modelos
animales, observando que éste no producia la lisis de los neutréfilos de monos ni ratones, pero
sf lo hacia en neutréfilos de conejos y humanos®'*. Estos resultados explicarfan las diferencias
obtenidas en los estudios anteriormente mencionados, apoyando la importancia del PVL en
las infecciones por SARM-AC en humanos, mientras que demuestran que los modelos de

ratén no son adecuados para estudios con el PVL.

El conflicto existente sobre el rol del PVL en la patogénesis de las infecciones por
SARM-AC también puede estar relacionado con la cantidad de PVL producido por cada cepa
de forma particular. Lo que queda apoyado por los resultados de Varshney et al., que
demostraron que la produccién de PVL vari6 considerablemente entre cepas SARM y SASM
de una amplia coleccion. Cuando emplearon las cepas con la mayor produccién en un modelo
de infeccién dérmica en ratones, las lesiones en la piel fueron mayores, y mayor aun la carga
bacteriana en las lesiones transcurridos 7 dias’'>. Ademés de esto, las diferencias encontradas
entre los distintos estudios también podrian estar relacionadas con la variacién genética
detectada en los genes pvl. En una coleccién internacional de aislados de S. aureus se han

descrito dos variantes, denominadas R y H, que difieren en un tnico aminodcido. La variante
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R fue detectada exclusivamente en las cepas denominadas USA300 y USA400 de Estados
Unidos, mientras que la variante H, fue mds comtin en cepas SASM en todo el mundo®'®. En
otro estudio realizado con una coleccion distinta de S. aureus, la variante R fue encontrada
nuevamente en las cepas USA300 y USA400 y también en un aislado clinico perteneciente al
CC93 de Australia, mientras que la variante H esta presente en SASM y en SARM-AC de

todo el mundo, salvo Estados Unidos>!”

. Por lo tanto, es posible que estos polimorfismos
influyan en la funcién del PVL, lo que podria llegar a explicar los resultados contradictorios
obtenidos en los estudios de virulencia con modelos animales. Aunque, la importancia de

. . ., . . . . 1
estos pOllI’IlOI‘flSHlOS €S una cuestion que requiere futuras 111V€St1g21C10I1€S3 8.

Los genes que codifican el PVL se transmiten entre cepas S. aureus por
bacteri6fagos y se crefan que se encontraban en menos de un 5% de los aislados de S.
aureus242’294, antes de la llegada de las cepas SARM-AC. Después de esto, en Estados Unidos,
las cepas portadoras de los genes del PVL han sido asociadas en numerosas ocasiones con
dichas cepas comunitarias. Aproximadamente del 60%-100% de las cepas SARM-AC
mostraron la presencia de esta toxina. Por ejemplo, en el afio 2002 en un estudio realizado en
Minnesota se observé que el 77% de los aislados SARM-AC (segtn la definiciéon del CDC)
producian el PVL, mientras que solo un 4% de los aislados SARM-AH lo hacian®’%. Lo
mismo se observo en un estudio de 812 militares en Texas en 2003, donde el 66% de las 45
cepas SARM que se encontraban colonizando las fosas nasales de éstos, o causindoles
infeccién, eran PVL*'*. En Europa el nimero de infecciones producidas por cepas SARM-
AC PVL" es menor que las detectadas en Estados Unidos. Asi por ejemplo, en un trabajo
realizado en Irlanda de 1999-2005, solo un 22.2% de los aislados SARM-AC (segun la

definicién del CDC) fueron PVL***®. No obstante, esto puede ser debido a que quizd en

Estados Unidos se siguen controles mds exhaustivos de estas cepas.

El motivo de esta fuerte asociacion del PVL con las cepas comunitarias se
desconoce, y no existe con otra toxina® ' Podria contribuir en su firness y/o virulencia o
podria simplemente ser un marcador de otros determinantes de fitness y/o virulencia. Hasta el
momento, las cepas PVL" descritas presentan también el SCCmec tipo IV, V o Vr en
genotipos variados en muchas regiones geograficas'****. Esto hace pensar que existe alguna
relacién entre ambos elementos, aunque el sitio de insercion de los genes pvl carece de unioén

genética conocida con el sitio de insercion del SCCmec.
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2.1.5. Prevencion de infecciones por SARM-AC

Las medidas de control de las infecciones en los hospitales y demds centros
sanitarios recaen en el trabajo conjunto del gobierno y los profesionales de la salud**'**. Las
guias que se siguen en los hospitales para prevenir las infecciones son sensibles frente a la
resistencia de SARM a muchos desinfectantes®>", sin embargo, la mayorfa fallan al no incluir
acciones especificas, como la identificacion activa de los portadores de SARM mediante
seguimiento de las poblaciones consideradas de alto riesgo, el aislamiento de individuos
colonizados, la descolonizacién de estos individuos y la desinfeccién medioambiental

. o 25
empleando medios quimicos o luz’®.

En el caso de las infecciones producidas por SARM-AC, este control resulta més
complicado auin, debido, entre otros factores, a los fémites. Estos son objetos o sustancias
inanimadas que transportan agentes infecciosos, participando, por tanto, en su transmision de
un individuo a otro. Aislados SARM han sido recuperados de fregaderos, encimeras, grifos,
esponjas, platos de comida de las mascotas, bandejas de las tronas de los nifios, y otras
superficies de las casa’*®. La importancia de la contaminacién de estos fémites es tal, que en
un estudio realizado a Alemania de 1995 a 2001 observaron que la descolonizacion de los
trabajadores de salud tuvo éxito tinicamente cuando se desinfectaron concienzudamente estas

superficies en sus casas®>".

El gluconato de clorhexidina es un antiséptico de la piel empleado en los ambientes
hospitalarios desde los afios 50. Este compuesto es bactericida para muchos patégenos,
incluido SARM****%_ Se emplea comunmente en duchas previas a intervenciones quirtrgicas.
Estas duchas, junto con la revision de la colonizacion nasal de todos los pacientes de nuevo
ingreso, el aislamiento de dichos pacientes colonizados y la aplicaciéon en rotacion de tres
pomadas nasales descolonizadoras, resultaron exitosas en la reduccién de las infecciones por
SARM en una Unidad de Cuidados Intensivos en Inglaterra, aunque el efecto independiente

330 . .
. En la comunidad no ha sido

del gluconato de clorhexidina en este caso, se desconoce
estudiado rigurosamente, aunque si que se recomienda en los protocolos de descolonizacién

de pacientes con infecciones por SARM recurrentes. No obstante, en un estudio de
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descolonizacién mediante limpieza de piel con gluconato de clorhexidina en una cohorte de

., .. . . 331
soldados, no supuso una reduccion en la incidencia de SSTIs producidas en estos™ .

La mupirocina ha sido empleada como agente descolonizador, tanto dentro, como
. . . . . . 3 s ez
fuera del ambiente hospitalario, pero algunos datos cuestionan su eficacia'®***2. Una revisién
de 4 ensayos controlados mostré una disminucién significativa en los ratios de infecciones
post-quirtrgicas entre los pacientes colonizados por S. aureus que fueron tratados
. . 333
previamente con mupirocina, comparado con el grupo placebo y el no tratado™™’. Sin
embargo, en una revision realizada previamente no se encontraron evidencias que apoyen esta
practica generalizada de terapia antimicrobiana de uso tdpico o sistémico para descolonizar a

334 . .
. En la comunidad se han realizado

portadores de SARM, nasales o de otra parte del cuerpo
pocos estudios sobre esta terapia descolonizadora. Uno de ellos fue realizado entre 3447
soldados de la Armada de Texas, y se observd que, a pesar de que la mupirocina fue efectiva
en la descolonizacién de SARM, frente al grupo que fue tratado con placebo, el ratio de
incidencia de las infecciones de piel por SARM fue similar en los dos grupos335 . En otro
estudio, se observé que la mupirocina fracaso, incluso, en la descolonizacién de portadores de
SARM™, por lo que no existen evidencias de que éste, ni otro agente antimicrobiano

intranasal, debiera ser empleado en la descolonizacion en ambientes comunitarios.

Debido al fracaso, cada vez mayor, de los antibiéticos frente a S. aureus, desde hace
aflos ha venido ensayandose en animales el empleo de estrategias inmunoterapetticas para la
prevencion de infecciones por SARM. Varios estudios han dirigido vacunas frente a toxinas
producidas por esta bacteria®’****_ Fundamentalmente se ha descrito efecto protector de
estas vacunas en ratones, conejos y monos, al ser dirigidas a las enterotoxinas estafilococales
AP0 B G TGST 17 Jas cuales son superantigenos bacterianos que desempefian
un papel importante en el establecimiento y mantenimiento de la infeccién®®. Las vacunas
mas modernas, basadas en partes de la bacteria, como proteinas purificadas, presentan el
inconveniente de producir, frecuentemente, una fuerte respuesta inmune. El reto mads
importante en este tipo de estrategia, es la eleccion del adyuvante adecuado, que estimule la
respuesta inmune especifica del antigeno, disminuyendo los efectos adversos. Recientemente,
se ha propuesto el dcido lipoteicoico tipo 1, como diana efectiva para vacunas, no solo frente
a infecciones por S. aureus, sino que frente a multiples patdgenos Gram positivos, en modelos

347

de ratén y conejo™'. No obstante, en ningin caso se ha procedido a su aplicacién en humanos

debido a la complejidad de la bacteria. Nuevos datos apuntan a las células T-helper 17 y la
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interleucina 17, liberada por ellos, como dianas que podrian hacer pausible el desarrollo de
una vacuna efectiva frente a S. aureus®*®. Sin embargo, este tipo de prevencion, si bien parece
prometedora para el futuro, no se encuentra disponible actualmente, por lo que se deben
emplear herramientas factibles en este momento, lo mads ttiles posibles.

Sin duda, la mejor prevenciéon de infecciones por SARM comienza con buenos
habitos de higiene, tanto personal, como del ambiente que nos rodea. En los casos concretos
en los que se deba proceder a descolonizacién deberia determinarse previamente el tipo de
SARM a eliminar, y sobre todo su perfil de resistencia antimicrobiana. Ademads, tal y como se
ha explicado en el capitulo 1, estudios epidemioldgicos en cada poblacion, tanto de
infecciones como de colonizaciones, podrian agilizar la toma de decisiones al establecer la

profilaxis, ayudando a controlar la expansion de esta bacteria.
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2.2. OBJETIVOS

Los objetivos planteados en este segundo capitulo han sido:

Detectar a nivel molecular en cada uno de los aislados SARM, recuperados de
pacientes comunitarios, determinados genes de resistencia y virulencia de interés;
principalmente los genes de resistencia mecA e ileS2 que codifican para la resistencia a
meticilina y a altas concentraciones de mupirocina, respectivamente, y los genes que

codifican para la leucocidina de Panton-Valentine y 1a Hemolisina-y.

Confirmar en aquellos aislados SARM que presenten resistencia a altos niveles de

mupirocina la localizacién plasmidica del gen ileS2, responsable de dicha resistencia.

Caracterizar mediante experimentos de PCR en tiempo real los niveles de expresion
del gen ileS2 en los aislados SARM portadores de dicho gen, y estudiar su posible
relacion con el fenotipo de resistencia a altas concentraciones de mupirocina mostrado

por cada aislado.

Identificar genotipicamente los distintos clones de SARM que se encuentran

circulando en nuestra comunidad.
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2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Aislados clinicos, pacientes y periodo de estudio

En este estudio se incluyeron aislados SARM recibidos por el Servicio de
Microbiologia del HUNSC durante el periodo de julio de 2004 a mayo de 2007, un total de 34
meses. Dentro de esos aislados se realizé una seleccion de aquellos que, aplicando las
directrices marcadas por el CDC'®, encajaban con el perfil de SARM-AC. Segtin el CDC una

infeccion es causada por un SARM-AC si:

1. Este fue aislado de un paciente externo al hospital o de uno interno en él si fue
obtenido dentro de las primeras 48 horas tras su ingreso. En nuestro caso, los aislados
fueron obtenidos de los Centros de Salud del Puerto de la Cruz, Tacoronte, La Laguna,
Santa Cruz de Tenerife, Candelaria, Giiimar, Granadilla de Abona y Arona, y de las

consultas externas del HUNSC, incluyendo el Servicio de Urgencias (Figura 2. 12).
2. El paciente no tiene historia clinica de infeccion ni colonizacion por un SARM.

3. El paciente no ha sido sometido en el tltimo afio a hospitalizacién, cirugia, didlisis,

ni haber vivido en una residencia de ancianos.

4. El paciente no tiene catéter subcutdneo, permanente ni dispositivos médicos

invasivos.
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Figura 2. 12. Esquema de la isla de Tenerife. En rojo se encuentran sefialados los municipios de donde
procedieron las muestras incluidas en este estudio, indicando el niimero (n) de aislados SARM recuperado en
cada uno de ellos. El punto negro indica el lugar donde se halla ubicado el HUNSC.

Tras este proceso de seleccion, 100 aislados SARM fueron considerados SARM-AC

y, por lo tanto, fueron incluidos en este estudio.

Ademads, de los aislados del estudio, se incluyeron dos cepas de S. aureus de
coleccion para utilizarlas como referencia en algunos andlisis moleculares. Las cepas
incluidas fueron la de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo o ATCC (del inglés American
Type Culture Collection) 25923 y la cepa de la Coleccidén Nacional de Cultivos Tipo de Reino
Unido o NCTC (del inglés National Collection of Type Cultures) 8325, cuyas caracteristicas

de interés en este trabajo se encuentran recogidas en la siguiente tabla (Tabla 2. 1).

Tabla 2. 1 Microorganismos tipos usados como control y/o marcador en los estudios posteriores.

Microorganismo Genotipo relevante Procedencia
ATCC 25923 Resistencia a mupirocina. Produccién de la toxina Panton- ATCC. Estados
Valentine Leukocidin. Unidos.
NCTC 8325 Fragmentos de macrorrestriccion por Smal de tamafio conocido. NCTC. Reino Unido.

Los siguientes datos clinicos y epidemioldgicos fueron registrados para cada

infeccion producida por un SARM-AC: sexo y edad del paciente, fecha de aislamiento, tipo
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de muestra, municipio de origen, historia clinica previa e historia de infeccioén o colonizacién

por SARM.

2.3.2 Identificacion fenotipica

La identificacién morfolégica y bioquimica fue llevada a cabo por el Servicio de
Microbiologia del HUNSC, y realizada segun los criterios estindar y mediante sistemas
automatizados. Estas pruebas incluyen la tincién de Gram, la determinacion de la morfologia
de la colonia, el crecimiento en el medio agar sal manitol, la aglutinacién en portaobjetos con

el test StaphySlide® (bioMériux, Francia), y los tests de la catalasa, coagulasa y DNasa.

2.3.3 Pruebas de sensibilidad antibiotica

Las pruebas de sensibilidad antibidtica fueron realizadas para todos los aislados S.
aureus con el sistema Vitek 2 (Tarjeta AST-P559) (bioMériux, Francia). Este sistema permite
determinar para cada antibidtico la categoria de resistencia que presenta un aislado:
susceptible [S], intermedia [I], o resistente [R], asi como las CMIs, de acuerdo a los criterios
para la interpretacion de cada antibidtico publicados por el CLSI (del inglés Clinical and
Laboratory Standard Institute)*®. Todos los aislados fueron testados empleando un panel de
10 antibidticos: penicilina, clindamicina, eritromicina, gentamicina, oxacilina (meticilina),
ciprofloxacina, trimetoprim-sulfametoxazol, mupirocina, teicoplanina y vancomicina. La
diferencia en la sensibilidad frente a al menos uno de los diez antimicrobianos se considerd
suficiente para marcar un antibiotipo diferente, representdndose cada perfil con un ndmero
romano. La cepa S. aureus ATCC 25923 (Tabla 2. 1) fue incluida como control de calidad en
las pruebas de sensibilidad antibidtica.

La confirmacion de la resistencia a meticilina se realiz6 mediante una prueba estandar

1 14 : .. 3
de difusién en discos con 30 pg de cefoxitina™**!

, colocando dicho disco en placas de Agar
Mueller-Hinton (BioMérieux, Francia), incubadas 24 horas a 30° C segun las instrucciones

del CLSI. La inhibicién del crecimiento fue interpretada segun las directrices del CLSI. La
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resistencia intermedia (didmetro alrededor del disco de 11 a 12 mm) fue confirmada con la
CMI determinada con tiras E-test de oxacilina (AB Biodisk, Suecia).

También se analiz6 la sensibilidad a mupirocina mediante métodos previamente

.. 352353
descritos

. Se empled el medio Agar Mueller-Hinton (BioMérieux, Francia), aplicando el
método de Kirby-Bauer y usando discos de difusiéon (Becton Dickinson, Irlanda) de 5 pg y de
200 pg. El disco de 5 pg se utiliza para la determinacion de resistencia frente a bajos niveles
de mupirocina, existiendo sensibilidad a mupirocina cuando el halo es < 14 mm. Y, aunque el
CLSI no ha definido puntos de corte para interpretar la sensibilidad a la mupirocina, en su
ultimo documento publicado en 2011, establece las técnicas para la deteccién de cepas con
resistencia a este compuesto. Para ello, recomiendan el uso del disco de 200 pg, que se
empled en este estudio, considerando sensible cualquier aislado que present6 cualquier halo
de inhibicién. El EUCAST (del inglés European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) plantea el uso del disco de 200 pg y los puntos de corte > 30 mm (S) y < 18 mm (R),
pero exclusivamente para cepas implicadas en procesos de colonizacién nasal que requieran
descolonizaciéon. En los casos en los que los aislados resultaron resistentes se comprobd la
presencia de resistencia a altos niveles de mupirocina mediante tiras E-tests (AB Biodisks®,

Suecia), pudiendo calcular el valor exacto de la CMI en un rango de 0.064-1024 pg/ml,

aplicando las normas del fabricante.

Todos los aislados clinicos, una vez -caracterizados fenotipicamente, fueron
congelados a -80° C en una mezcla del medio de cultivo BHI (del inglés Brain Heart
Infusion) liquido y glicerol al 30% en tubos microbank® (pro-lab diagnostics, Canada),

permaneciendo de este modo puros y disponibles para posteriores anélisis moleculares.

2.3.4 Identificacion molecular de los SARM

Cada aislado fue recuperado a partir de los criotubos microbank® (pro-lab
diagnostics, Canadd), congelados a -80° C, mediante siembra por agotamiento en placa con
BHIA (del inglés Brain Heart Infusion Agar) para obtener colonias aisladas. Una colonia de
cada aislado fue resuspendida en 50 ul de agua estéril y de dicha suspensién celular, 1 pl fue
empleado como molde para la realizaciéon de una PCR (del inglés Polymerase Chain

Reaction) triple. Dicha PCR amplifica simultdneamente los genes femB (marcador especifico
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de S. aureus), mecA (gen que amplifica en el caso de que exista resistencia a meticilina) e
ileS2 (gen que codifica resistencia a altas concentraciones de mupirocina), produciendo
bandas de 651, 456 y 310 pb respectivamente®*. Los cebadores empleados se encuentran
recogidos en la Tabla 2. 8 del Anexo 2. 8. 2. La mezcla de PCR consistié en tampén de
reaccion al 1 X, dNTPs al 0.2 mM, MgCl, 3 mM, 1.5 uM de los cebadores femB1, femB2 y
0.4 uM de ileS2F, ileS2R, mecAl y mecA2, y 1.25 unidades de Tag ADN polimerasa (Bioline,
Reino Unido). El programa en el cual se llevaron a cabo las reacciones de amplificacion se

representa en la Figura 2. 13.

94°C :94°C :oaec

P 720C

72°C

1 min & 10 min

. x 10 D X 25 .

15 min

Figura 2. 13. Esquema del programa de la PCR triple empleada para la amplificacién de los genes femB, ileS2 y
mecA™,

Tras la reaccion de amplificacion, fueron separados 5 pl de cada producto de PCR y
mezclados con tampén de carga (0,15% de azul de bromofenol, 0,15% de xileno cianol, 30
de glicerol), de forma que éste quede a una concentracion final de 1 X. La mezcla fue cargada
en un gel de agarosa al 1% en TAE 1 X (preparado a partir de una solucion de 1 litro de TAE
50 X: 242 g de Tris base, 57.1 ml de dcido acético glacial y 37.2 g de EDTAo &cido
etilendiaminotetraacético), realizando una electroforesis horizontal. Se utilizé el marcador de
peso molecular XIV (Roche Diagnostics, Suiza) para determinar el tamafio de los productos
de amplificacion mediante PCR. Los geles se visualizaron y se fotografiaron bajo luz
ultravioleta, tras su tincion con bromuro de etidio, empleando el sistema GelDoc 2000 (Bio-

Rad, Estados Unidos).
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2.3.5 Deteccion de los genes codificantes de las toxinas PVL y

Hlg-y mediante PCR

Debido a la homologia existente entre la secuencia de los genes que codifican para el
PVL y aquellos que codifican para la Hlg-y, para la deteccién de ambas toxinas se disefiaron
cebadores que hibridaran en regiones Unicas de ambas secuencias (Tabla 2. 9, Anexo 2. 8. 2.).
Ambas PCR se realizaron con las mismas concentraciones de reactivos: tampén de reaccion 1
X, MgCl, 1,5 mM, dNTP 2 mM, cada uno de los cebadores PVLb-F y PVLb-R 0 0,4 uM de
hlgl y hig2, y 0,5 U de Tag ADN polimerasa (Bioline, Reino Unido). Los programas de
amplificacion para los genes que codifican para el pvl y para la Hlg- y se representan en las

Figura 2. 14 y Figura 2. 15.

.
.

ecccce

94°C & 94°C

5 min ¢ 30 seg

72°C* 72°C
45 seg; 10 min

45 seg

"o x 30 P

15 min

Figura 2. 14. Esquema del programa de la PCR empleado para la amplificacion de los genes que codifican para
la toxina PVL.

.
.

ecccce

94°C : 94°C
5 min : 30 seg

72°C: 72°C
45 segi 10 min

.
.

45 seg

"o x 30 P

15 min

Figura 2. 15. Esquema del programa de la PCR empleado para la amplificacion de los genes que codifican para
la toxina Hlg-v.
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Los amplicones obtenidos, de 560 pb para los genes pvl, y 535 pb para los genes hlg-
% se observaron tras realizar una electroforesis horizontal del modo descrito en el apartado

anterior.

2.3.6 Confirmacion de genes mediante secuenciacion

Algunos de los amplicones obtenidos mediante las reacciones de PCR explicadas en
los apartados previos (femB, ileS2, mecA, pvl y hlg-y), fueron elegidos arbitrariamente para su
secuenciacion, con el fin de verificar una correcta amplificacion. Para la purificacion de estos
productos de PCR se procedi6 a la realizacion del siguiente protocolo de purificaciéon manual,

adecuado para amplicones de tamafio superior a 250 pb:

1. Mezclar 45 pl del producto de amplificacion con 30 pl de polietilenglicol (PEG) (1,46
g de NaCl, 2 g de PEG 8.000 y hasta 1 ml de agua) en un tubo de 1.5 ml.

2. Centrifugar durante 15 minutos a 13.000 r.p.m.

3. Retirar el liquido con una pipeta de cristal inmediatamente después, teniendo cuidado

de no introducir liquido ni aire en el tubo.
4. Aiadir 100 pl de etanol frio al 70%.
5. Precipitar el ADN mediante centrifugacién a 13.000 r.p.m., durante 5 minutos.
6. Retirar el liquido de 1a misma forma que la indicada en el paso 3.
7. Secar el tubo en el evaporador Concentrator 5301 (eppendorf, Germany) a 45° C.

Posteriormente el ADN fue resuspendido en 10 pl de agua estéril. La cantidad y la
calidad de los productos de purificacion obtenidos se comprobaron, tanto mediante
electroforesis horizontal segin se describi6 en el apartado 2. 3. 5, como mediante
espectrofotometria en el NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Estados Unidos). Se considerd

como adecuada una cantidad de ADN superior a 30 ng y un cociente 260/280 de 1.8-2.
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La secuenciacién se llevé a cabo mediante el método de terminacion de la cadena
empleando dideoxirribonucleétidos®>, utilizando el kit Big Dye Terminator v.3.1. Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, Estados Unidos). Con este kit las reacciones de
secuenciacion se llevaron a cabo en un volumen final de 5 pl, afiadiendo entre 30 y 100 ng de
ADN molde, 1 pl del tamp6n de reaccion 2.5X, 1ul de reactivo Big Dye Terminator y 1 uM
del cebador correspondiente, teniendo en cuenta que para cada fragmento se realizardn dos
reacciones de secuenciacidon, una con cada cebador. Se emplearon las condiciones de

amplificacién recomendadas por el fabricante, representadas en la Figura 2. 16.

.
.

ecccce

94°C : 94°C

15 min

Figura 2. 16. Esquema del programa empleado para realizar las reacciones de secuenciacion de los genes femB,
ileS2, mecA, pvl'y hlg-y, valido ademds para todos los fragmentos de genes secuenciados en esta tesis doctoral.

Los productos obtenidos de la reaccion de secuenciacion fueron purificados, para
eliminar los dideoxirribonucleétidos trifosfatos marcados con fluorescencia no incorporados,

mediante el siguiente protocolo manual de limpieza con etanol:
1. Anadir 15 pl de agua estéril a los 5 pl de la reaccion de secuenciacion.

Finalidad: Emplear voliimenes que disminuyan la probabilidad de perdida de

reaccion de secuenciacion derivada del manejo de voliimenes muy pequerios.
2. Mezclar en un tubo de 1.5 ml la reaccién de secuenciaciéon con 80 ul de etanol al 80%.
3. Centrifugar durante 20 minutos a 14.000 r.p.m.
4. Retirar de forma inmediata el sobrenadante mediante volcado del tubo.

5. Anadir 200 pl de etanol al 70%.
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6. Centrifugar durante 5 minutos a 14.000 r.p.m.
7. Retirar el sobrenadante de la forma indicada en el paso 4.
8. Secar el tubo en el evaporador Concentrator 5301 (eppendorf, Germany) a 45° C.

De modo alternativo, se empled el kit Dyex 2.0 Spin (Qiagen, Alemania) para dicha

purificacion, segun las instrucciones del fabricante.

Los productos purificados de la reacciones de secuenciacion se mantuvieron a -20° C
hasta proceder a la secuenciacién propiamente dicha, momento en el que se le afiadieron 12 pl
de formamida y fueron introducidos en el secuenciador automatico ABI PRISM 310 o en el
analizador automatico ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems, Estados Unidos). Las
secuencias obtenidas fueron visualizadas, revisadas y corregidas mediante el programa
informdtico DNA Sequencing Analysis version 3.7 (Applied Biosystems, Estados Unidos).
Las dos secuencias obtenidas para cada gen fueron alineadas utilizando el programa
informatico BLAST (del inglés Basic Local Alignment Search Tool), obteniendo una unica
secuencia consenso. Este programa fue empleado desde el servidor NCBI (del inglés National
Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/). Cada secuencia
consenso obtenida fue comparada con las secuencias depositadas en la base de datos del
GenBank, que es la base de datos de secuencias genéticas del NIH (del inglés National

Institutes of Health) de Estados Unidos, consultada también a través del servidor NCBI.
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2.3.7 Determinacion de la localizacion del gen ileS2

El gen ileS2 codifica una enzima isoleucil-ARNt sintetasa, la cual hace que los
aislados que lo portan sean resistentes a altas concentraciones de mupirocina. Frecuentemente
este gen ha sido detectado en pldsmidos presentes en cepas de S. aureus, aunque también ha
sido localizado en alguna ocasién en el ADN cromosémico, siendo relacionado en este caso

con resistencia a bajas concentraciones del antibi6tico.

Para determinar cudl es la localizacién del gen ileS2 en nuestros aislados SARM-AC,
que mediante la PCR descrita en el apartado 2. 3. 5 resultaron positivos para ese gen, se

realizé el método denominado Southern blot.

La primera parte de esta técnica consistio en realizar la extraccion plasmidica de los
aislados de interés, empleando el kit QIAprep Spin Plasmid (Qiagen, Alemania). Debido a
que el protocolo recomendado por el fabricante de este kit es general para cualquier tipo de

bacteria, fue adaptado para S. aureus quedando finalmente del siguiente modo:

1. De un cultivo de S. aureus en placas BHIA resuspender una colonia aislada en 10 ml

de medio LB a 37° C y 175 r.p.m. durante 6 horas.

Finalidad: Ha sido previamente determinado que estas condiciones son las
adecuadas para obtener un crecimiento lo suficientemente alto para obtener
una cantidad de plasmido apreciable, y lo suficientemente bajo para que no se
haya producido aiin un engrosamiento tal de la pared celular que dificulte la

lisis de la bacteria.

2. Traspasar todo el cultivo bacteriano en tubos Beckman de 40 ml y centrifugar a 5400 g
durante 10 minutos a 4° C en la centrifuga Avanti' ™ J-30I (Beckman Coulter, Estados

Unidos).

3. Retirar el sobrenadante y resuspender suavemente el precipitado en 950 pul de tampon

de lisis, P1.

Finalidad: Recoger toda la poblacion bacteriana eliminando el medio de

cultivo con el material extracelular que S. aureus produce.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Transferir 475 pl a dos tubos de 1.5 ml y afiadir 25 pl de una solucién de lisostafina a

1 mg/ml (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).

Finalidad: Evitar la saturacion en el mismo tubo de sustancias de naturaleza

viscosa procedentes de la lisis celular.
Anadir 250 pl de tamp6n P2 e invertir suavemente el tubo de 4-6 veces para mezclar.
Anadir 350 pl de tamp6n N3 e invertir suave e inmediatamente el tubo de 4-6 veces.
Centrifugar 10 minutos a 13.000 r.p.m.

Aifadir a la columna QIAprep Spin todo el sobrenadante que podamos recuperar del
paso anterior, poniendo especial cuidado en no recoger nada de la sustancia viscosa

que compone el precipitado.

Finalidad: Pasar por la columna tnicamente el contenido gendmico,

descartando todo el residuo procedente de la lisis bacteriana.

Centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 60 segundos y descartar el contenido el tubo

colector.
Lavar la columna afiadiendo 0.5 ml de tamp6n PB.
Finalidad: Eliminar la actividad de las nucleasas celulares.

Centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 60 segundos y descartar el contenido el tubo

colector.
Lavar la columna anadiendo 750 pl de tamp6n PE.

Centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 60 segundos y descartar nuevamente el contenido

del tubo colector.
Centrifugar adicionalmente otros 60 segundos a 13.000 r.p.m.

Finalidad: Eliminar cualquier residuo de tampon de lavado, ya que los
residuos de etanol que contiene el tampon PE pueden inhibir reacciones

enzimdticas posteriores.

Colocar la columna en un tubo de 1.5 ml nuevo y afiadir 50 pl del tamp6n de elusidn,

denominado por el fabricante EB, previamente calentado a 70° C.
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16. Dejar reposar un minuto y centrifugar 60 segundos a 13.000 r.p.m.

El andlisis de la extraccion plasmidica se realizd mediante electroforesis horizontal,

de igual forma que en los apartados anteriores para comprobar los productos de PCR

obtenidos. Sin embargo, debido al gran tamafio que pueden poseer algunos plasmidos, la

electroforesis se realizé en geles de agarosa al 0.7%, cuya reticulosidad favorece su avance.

La determinacién de los tamafios aproximados de los plasmidos fue calculada en comparacion

con los tamaiios conocidos del marcador de peso molecular II (Roche Diagnostics, Suiza).

Posteriormente, los perfiles plasmidicos fueron transferidos desde los geles de

.. .. . . 323
agarosa a membranas de nylon siguiendo los procedimientos previamente descritos’ . El

protocolo que se sigui6 fue el siguiente:

1.

Cortar la membrana de nylon Zeta-Probe®GT (Bio-Rad, Estados Unidos),
cargada positivamente, y papel Whatman 3MM un centimetro por cada lado mayor

que el tamano del gel y humedecerlos en SSC 2X (preparado a partir de una

solucién de SSC 20 X: 3 M NaCl, 0.3 M citrato sédico, pH 7).

Depositarlo en la unidad de transferencia Vacuum Blotter modelo 785 segtin las

condiciones del fabricante.
Encender la bomba de vacio a 50 mbares.

Cubrir toda la superficie del gel con soluciéon depurinizante (0.25 N HCI) y dejar

20 minutos, no dejando que el gel se quede sin solucién en ningiin momento.

Retirar la soluciéon y volver a cubrir la superficie del gel con solucién

desnaturalizante (1.5 M NaCl, 0.5 N NaOH) durante 20 minutos.

Retirar la solucién desnaturalizante y cubrir el gel con la solucién neutralizante

(1.5 M NaCl, 0.05 M Tris-HCI1 pH 7.2, 1 mM EDTA) durante 25 minutos.

Retirar la solucidén neutralizante y volver a cubrir la superficie del gel con SSC

10X durante 30-60 minutos.
Retirar toda la solucién y apagar la bomba de vacio.

Retirar el gel transferido y comprobar la eficiencia de la transferencia mediante
una nueva tincién con bromuro de etidio y visualizacién en el GelDoc 2000 (Bio-

rad, Estados Unidos).
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10. Colocar la membrana sobre papel Whatman e inmovilizar las bandas mediante la
aplicacion de 1200 pulsos de luz ultravioleta en el UV-Stratalinker 2400

(Stratagene, Estados Unidos).

Las membranas con los pldsmidos transferidos fueron guardadas secas a 4° C para su

posterior hibridacion.

Las hibridaciones fueron realizadas empleando sondas marcadas con digoxigenina
(DIG). Para la creacién de estas sondas altamente sensibles fue empleado del kit PCR DIG
Probe Synthesis (Roche, Suiza). Este sistema emplea la amplificacién mediante una Tag ADN
polimerasa que incorpora nucleétidos de uridina marcados con DIG. Las reacciones fueron
llevadas a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante, empleando como molde el
fragmento de ADN del gen ileS2 obtenido mediante PCR como fue expuesto en el apartado 2.
3. 5, y purificado segun lo explicado en el apartado 2. 3. 7. En las reacciones de PCR se
incluy6 un control de la amplificacion del fragmento sin marcar, un control positivo incluido
en el kit y un control negativo sin ADN. Los productos de estas reacciones fueron
visualizados del modo explicado en el apartado 3. 2. 5. Comprobamos que el marcaje se ha
realizado correctamente si observamos un retraso en el avance de la banda de ileS2 marcada

con respecto al control que introdujimos sin marcar.

El ultimo paso del andlisis Southern blot es la hibridacion de las membranas de nylon
con la sonda marcada del gen ileS2, y su deteccion mediante el kit DIG Luminiscent Detection
(Boehringer Mannheim, Alemania)®’. En la deteccién se emplean anticuerpos anti-DIG, cuya
region Fab o de unién al antigeno se encuentra conjugada a la fosfatasa alcalina. El sustrato de
dicha enzima es el CSPD, que al ser afiadido hace que ésta se desfosforile, lo cual produce
una emisiéon a 477 nm que puede ser recogida en una pelicula de rayos X. Este proceso se

llev6 a cabo mediante el siguiente protocolo:

1. Calentar a 65° C la solucién de prehibridaciéon, compuesta por SSC 6 X, solucién de
Denhardt 5 X, Dodecilsulfatosédico (SDS) 0.5%, formamida deionizada 50 %, ADN
de esperma de arenque 50 pg/ml. La solucién de Denhardt se afiade a partir de una
solucién a 100X (blot-qualified BSA o albimina de suero bovino 2 %, ficoll 2%,
polivinilpirrolidona 2%). El ADN de esperma de arenque se debe desnaturalizar

previamente calentindolo 5 minutos a 100° C y enfriarlo rdpidamente en etanol/hielo.
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10.

11.

Introducir la membrana en un tubo de hibridacién de vidrio (Stuart Scientific, Reino

Unido) con la cara donde se encuentra el ADN hacia el interior.
Mojar la membrana con SSC 2X y descartar la solucion.

Anadir 40 ml de la solucién de prehibridacién e incubar en el horno de hibridacion

(Stuart Cientific, Reino Unido) de 2-4 horas a 65° C y 45 giros por minuto.

Descartar la solucién de prehibridacion y afiadir 10 ml de solucién de hibridacién (10
ml de solucién de prehibridaciéon més 25 ng/ml de la sonda ileS2). Incubar toda la

noche a 42° C y 45 giros por minuto.
Recoger la solucién de hibridacién en un tubo estéril y guardar a — 20° C.

Lavar la membrana 2 veces durante 5 minutos cada vez con 100 ml de solucién de

lavado 2X (SSC 2X, SDS 0.1%) con la misma agitacion.

Lavar la membrana 2 veces durante 15 minutos cada vez con 100 ml de solucion de

lavado 0.5 X (SCC 0.5X, SDS 0.1%) a 68° C y la misma agitacion.

Lavar nuevamente la membrana 5 minutos con 100 ml de solucién de lavado de acido
maleico (dcido maleico 0.1 M, NaCl 0.15 M, Tween 20 0.3%; pH 7.5), manteniendo la
agitacion.

Incubar 30 minutos con 100 ml de solucién de bloqueo 1X (preparada a partir de la
solucion de bloqueo 10X: agente bloqueante 10%, acido maleico 0.1 M, NaCl 0.15 M;
pH 7.5).

A partir de este paso, continuar con las recomendaciones del fabricante para el empleo

del kit de deteccién DIG Luminiscent Detection (Boehringer Mannheim, Alemania)®’.

2.3.8 Analisis de expresion del gen ileS2

Para el andlisis de expresion del gen ileS2 se seleccionaron 11 cepas de esta

coleccion de SARM-AC, en las que previamente se habia confirmado la resistencia a altas

concentraciones de mupirocina mediante la amplificacion del gen ileS2, y la localizacion

plasmidica de éste, mas una cepa sin el gen ileS2, incluida como control negativo. Estas cepas

fueron elegidas de forma que hubiera representantes de distintos linajes genéticos, asi como
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pertenecientes a dos fenotipos diferentes observados de resistencia a altas concentraciones de

mupirocina.

A partir de colonias aisladas en BHIA de cada aislado, se sembraron en medio
liquido BHI a 37° C y 150 r.p.m. Los cultivos se pararon en fase de crecimiento exponencial,
cuando, al medir diluciones 1/10 de cada uno en el espectrofotémetro SmartSpecTM 3000
(Bio-Rad, Estados Unidos) a 620 nm, alcanzaron una densidad 6ptica de 0.6. Para bloquear la
expresion del ARN, a 1 ml de cultivo se le afiadieron 2 ml de RNAlater RNA Stabilization
Reagent (Qiagen, Alemania). Este reactivo se introduce en las células bacterianas
estabilizando y protegiendo el ARN expresado. Esta mezcla fue centrifugada 10 minutos a
5000 g, y se procedid a la extraccion del ARN a partir del sedimento obtenido en dicha
centrifugacion. La extraccion de ARN se realiz6 empleando el kit RNeasy Mini (Qiagen,
Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante, incluyendo un paso de lisis, mediante la
adicion de 25 ul de una solucion de lisostafina a 1 mg/ml, previo a la digestién por proteinasa
K. El rendimiento de la extraccién fue medido por espectrofotometria en el NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific, Estados Unidos). A continuacion, se prosigui6 a la purificacién manual de

los ARN mediante un tratamiento con DNasa, del siguiente modo:
1. Diluir los ARN hasta un volumen de 50 pl con agua/DEPC (Dietil-pirocarbonato).

2. Anadir 50 pl de una mezcla 2X de DNasa: Tris-Cl 80 mM pH 8.3, MgCl, 12 mM, 0.1
U/ul de DNasal, 0.2 U/ul de inhibidor de las RNasas (New England Biolabs, Reino
Unido).

3. Mezclar e incubar a 37° C durante 10 minutos.
4. Ainadir 20 pl de acetato s6dico 2 M pH 4 y mezclar.
5. Anadir 60 pl de fenol 4cido y agitar.
Finalidad: Desnaturalizar y solubilizar las proteinas.
6. Afadir 60 pl de cloroformo puro y agitar muy bien.

Finalidad: Separar las distintas fases de la mezcla en la posterior

centrifugacion.

7. Centrifugar 15 minutos a 10.000 r.p.m. y retirar el sobrenadante a un nuevo tubo.
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8. Anadir 120 pl de cloroformo puro y centrifugar 3 minutos a 10.000 r.p.m.

9. Retirar el sobrenadante, anadir 120 pl de isopropanol y agitar.

10. Dejar en hielo toda la noche.

11. Centrifugar 12 minutos a 10.000 r.p.m. y descartar sobrenadante.
Finalidad: Precipitar al ARN.

12. Lavar el precipitado con 120 ul de etanol al 75% a temperatura ambiente y centrifugar

3 minutos a 10.000 r.p.m.
13. Dejar secar a temperatura ambiente y resuspender en 28 pul de agua/DEPC.

Los ARN purificados fueron nuevamente medidos en el NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific, Estados Unidos) y, posteriormente, analizados en el sistema automdtico de
electroforesis Experion (Bio-rad, Estados Unidos). Con estas dos medidas confirmamos la
concentracion de ARN obtenida, asi como su pureza y su posible contaminacién con ADN. Se
consideraron ARN puros para continuar el estudio aquellos que presentaron una
concentracion superior a 20 ng/pl, un cociente 260/280 comprendido entre 1.8-2.2, y que no

mostraron bandas de gran tamafio correspondientes al ADN.

A continuacién se realizd la reaccion de retrotranscripcion empleando el kit de
sintesis de ADNc iScriptTM (Bio-rad, Estados Unidos), empleando como molde 100 ng de
ARN.

Para la realizacién de la PCR en tiempo real o RT-qPCR se eligi6 el gen constitutivo
gmk como control endégeno de la reaccion. Este gen, que codifica para la enzima guanilato
kinasa, forma parte del grupo de genes constitutivos que se incluyen en el andlisis MultiLocus
Sequence Typing (MLST), y entre ellos, es el que presenta menor nimero de alelos distintos
descritos en este momento (http://www.mlst.net). Las parejas de cebadores para el gen de
estudio y el gen control se diseflaron de manera que su longitud méaxima estuviera
comprendida entre 15-25 nucledtidos, con una Tm de 58-60° C y dieran lugar a un amplicon
de entre 50 y 150 pb. Para ello se emplearon como referencia las secuencias publicadas en la
base de datos del MLST, y el programa primer3 (http://simgene.com/Primer3). Las
secuencias de ambas parejas de cebadores se encuentran recogidas en la Tabla 2. 10 en el

Anexo 2. 8. 2.
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Para las reacciones en tiempo real se empled el agente intercalante SYBR Green (Bio-
rad, Estados Unidos) y el equipo iCycler™ (Bio-rad, Estados Unidos). Se optimizaron las
condiciones de hibridacién mediante una rampa de temperaturas, estableciendo el programa

representado en la Figura 2.17.

1 ciclo 1 repeticién Activacion 95°C 5 min
2ciclo 45 repeticiones  Desnaturalizacién 95°C 30 seg
Hibridacion 53°C 30seg
Extension 72°C 30seg (@)
3ciclo 1 repeticion Desnaturalizacion 95°C 1 min
4 ciclo 1 repeticion Hibridacién 53°C 1 min
Sciclo 85 repeticiones Disociacion 95°C 10seg -0.5 @

Figura 2. 17. Representacion del programa de amplificacién de la PCR en tiempo real. Las posiciones de las
cdmaras de fotos ilustran los puntos de toma de datos.

A continuacién, se mezclaron los ADN complementarios (ADNc) obtenidos de los
11 aislados ileS2", y a partir de una dilucién 1/10 de estos, se realizaron diluciones seriadas
tomando la inicial como 1, y a partir de ahi, 1/10, 1/100 y 1/1000. Estos ADNc se emplearon
como molde para las reacciones de PCR en tiempo real, comprobando que las eficiencias de
los cebadores de los dos genes incluidos en el estudio, ileS2 y gmk, son similares y se
encuentran en el rango de 90-110%. Ademas, a partir de las curvas de amplificacién obtenidas
se eligié aquella dilucién que presenté el Ct (del inglés threshold Cycle) més adecuado.
Finalmente, se procedié a los experimentos con las muestras SARM-AC, donde cada muestra
se analiz6 por triplicado para cada gen, incluyendo una muestra de referencia en cada placa.
Se empled como muestra de referencia el ADNc empleado en las diluciones seriadas, también

por triplicado.
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En el anélisis de los resultados se emple6 el método de cuantificacion relativa basado
en el cdlculo del AACt. Con este método comparamos directamente los Cts del gen ileS2 con
los del gen control, gmk, en cada muestra, lo que se denomina ACt; para, posteriormente,
comparar los ACt de las muestras experimentales con respecto a una de las muestras tomada
como referencia, lo que se denomina AACt. A partir de este dato, se puede obtener el nimero

de veces mds o de veces menos que se expresa el gen de estudio®>".

Empleando el test estadistico no paramétrico Mann-Whitney, se estudié si existian
diferencias de expresion del gen ileS2 entre los dos fenotipos de resistencia a altas

concentraciones de mupirocina observados.

2.3.9 Identificacion mediante PCR del tipo estructural de
SCCmec

El tipo estructural del SCCmec se determiné para cada aislado mediante una PCR
multiple descrita previamente®’. A pesar de que hoy en dia existe una amplia variedad de
tipos de SCCmec, esta estrategia permite la identificacion de los tipos mads frecuentes: I, II, III
y 1V; asi como las variantes 1A, IITIA, IIIB y IVA. La PCR estd basada en la deteccion de 8
loci (A-H) seleccionados en base a las secuencias del mec previamente descritas (Tabla 2. 2)
R2LIZLI ipcluyendo ademds, la amplificacién del gen mecA como control interno positivo.
Como vemos en las Figura 2. 19 y Figura 2. 20, cada tipo de casete va a contener alguno o
algunos de los 8 loci descritos, por lo que el nimero y el tamafio de bandas obtenidas para

cada uno nos va a indicar qué tipo de SCCmec posee cada aislado. Las secuencias de los

cebadores se encuentran recogidas en la Tabla 2. 11 del Anexo 2. 8. 2.

La PCR fue realizada en un volumen final de 25 pl, conteniendo el tampdén de
reaccién al 1X, dNTP 2 mM, MgCl, 1.5 mM, los cebadores CIF2 F2, CIF2 R2, MECI P2,
MECI P3, RIFS5 F10, RIF5 R13, pUB110 R1 y pT181 R1 a una concentracién de 400 mM, los
cebadores DCS F2, DCS R2, MECA P4, MECA P7 e IS431 P4 a 800 mM, KDP F1, KDP R1,
RIF4 F3 y RIF4 R9 a 200 mM, 1.25 U de Tag ADN polimerasa (Bioline, Reino Unido) y 1 pl

de ADN molde. El programa de amplificacion fue el representado en la Figura 2.18.
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Figura 2. 18. Esquema del programa de amplificacién empleado para la determinacién del tipo de SCCmec

359

segun la estrategia de Oliveira™".

Tabla 2. 2. Dianas génicas especificas y tamafio de los amplicones obtenidos en los diferentes tipos de SCCmec
segiin la estrategia de Oliveira®”.

Locus Cebadores Tamaiio de banda (pb) Tipo de SCCmec
A CIF2 F2/ CIF2 R2 495 I
KDP F1 /KDP R1 284 II
C MECI P2 / MECI P3 209 IL, III
D DCS F2/DCS R1 342 LI IV
E RIF4 F3 / RIF4 R9 243 I
F RIF5 F10 / RIFS R13 414 I
G 1S431 P4 /pUB110 R1 381 IA, IVA
H 1S431 P4/ pT181 R1 303 1A
mecA MECA P4 /MECA P7 162 Control interno

M 12345M®6738

1.000 pb

500 pb

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 2. 19. Amplificacién de los tipos de SCCmec 1y II segiin el método de Oliveira®”. Carriles del 1-4
corresponden con el SCCmec tipo I y el carril 5 con su variante IA. Los carriles del 6-8 corresponden con el

SCCmec tipo 1II.
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Figura 2. 20. Amplificacién de los tipos de SCCmec Il y IV segiin el método de Oliveira®™. Carriles 1 y 2
corresponden con el SCCmec tipo III, 3 y 4 con su variante IIIA y 5 con su variante IIIB. Carriles del 6-10
corresponden con el SCCmec tipo IV.

No obstante, este método no identifica adecuadamente el SCCmeclV, casete tipico de
aislados SARM comunitarios, ya que su deteccion se basa unicamente en la amplificacién del
locus D, también presente en los tipos Iy II'**'*°. Ademds de que no permite diferenciar el
SCCmec tipo IV del V, también descrito tipicamente en SARM-AC. Por ese motivo, con los
aislados en los que previamente se detectd el SCCmeclV, fue empleada otra estrategia de
PCR descrita por Milheirico et al., con la que solventar dichas cuestiones. Esta técnica estd
basada la amplificacién del complejo génico ccr, el cual codifica las recombinasas implicadas
en la movilidad del elemento®®. Esta estrategia, que en realidad es una actualizacién de la
anterior, elimina la amplificacion de los plasmidos linearizados pUB110 y pT181 e incluye 4
parejas de cebadores para la deteccion del ccrB, especifico para los tipos II y IV; del ccrC,
especifico para el tipo V; la region J1 del tipo III; y la regién J1 del tipo V (Tabla 2. 3).
Obteniendo, nuevamente patrones de bandas que permitirdn diferenciar entre los casetes IV y

V (Figura 2. 21). Las secuencias de los mismos se encuentran recogidas en la Tabla 2. 11 del

Anexo 2. 8 .2.
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Figura 2. 21. Amplificacién de los tipos de SCCmec segiin el método de Milheirigo er al.’®. Los carriles del 1-6
corresponden con los SCCmec I-VI, respectivamente.

Las reacciones de amplificacién se realizaron en un volumen final de 25 ul con
tampon de PCR 1 X, MgCl, 1.5 mM, dNTP 2 mM, 0.2 uM de los cebadores KDP F1 y KDP
R1, 0.4 uM de los cebadores CIF2 F2, CIF2 R2, RIF5 F10, RIF5 R13, SCCmec III J1 F,
SCCmec T J1 R, SCCmec V J1 Fy SCCmec V J1 R, 0.8 uM de los cebadores MECI P2,
MECI P3, DCS F2, DCS R1, MECA P4, MECA P7, ccrB2 F2, ccrB2 R2, ccrC F2 y cerC R2,
1.25 unidades de Tag ADN polimerasa (Bioline, Reino Unido) y 1 pl de ADN molde. Ningin

cambio se realizé en cuanto al programa de amplificacion.

Tabla 2. 3. Dianas génicas especificas y tamafio de los amplicones obtenidos en los diferentes tipos de SCCmec

segun la estrategia de Milheiri¢o™®.

Locus Cebadores Tamaiio de banda (pb) SCCmec
A CIF2 F2/ CIF2 R2 495 I
complejo ccr ccrC F2/ cerC R2 449 v
F RIF5 F10 / RIF5 R13 414 III
region J1 SCCmec V J1 F/SCCmec V J1 R 377 v
D DCS F2/DCS R1 342 LIL IV, VI
complejo ccr ccrB2 F2 / ccrB2 R2 311 IL IV
B KDP F1 /KDP R1 284 II
RegionJ1 ~ SCCmec II1J1 F/SCCmec III J1 R 243 I
C MECI P2 / MECI P3 209 IL, III
mecA MECA P4 / MECA P7 162 control interno
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2.3.10 Métodos de tipificacion molecular

2.3.10.1 Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

Como hemos visto en el capitulo 1, la electroforesis en campo pulsado combinada

. . 3 L. .
con endonucleasas de baja frecuencia de corte™', es la técnica por excelencia en la

S ., . . - 362-3 z :
tipificacién molecular de S. aureus en epidemiologia local’****. El método consiste en

eliminar todos los componentes celulares, hasta obtener puro el ADN genémico completo.

Debido a su tamano, este ADN en solucién acuosa tiende a fracturarse al azar de forma

mecdnica, por lo que para evitarlo, todos los pasos se realizan con el ADN embebido en un

bloque de agarosa. Para llevar a cabo esta técnica se realizé el siguiente protocolo:

1.

Inocular cada aislado en 5 ml de medio liquido LB e incubar toda la noche a 37° C en

agitacion a 150 r.p.m.
Finalidad: Obtener la concentracion celular adecuada.
De los 5 ml separar 500 pl en un tubo de 1.5 ml.
Centrifugar a 12.000 r.p.m. durante 4 minutos.
Descartar el sobrenadante por inversion del tubo.

Finalidad: Eliminar los restos de medio de cultivo, productos de desecho y

material extracelular que produce la bacteria.

Resuspender el sedimento de células en 200 pl de tamp6n de suspension (Tris 10 mM;

NaCl 20 mM; 50 mM EDTA; pH 7,2).

Ajustar la concentracion de las suspensiones celulares a un valor de absorbancia de
entre 0.9 y 1.1, medida a una densidad 6ptica de 620 nm en el espectrofotémetro

SmartSpecTM 3000 (Bio-Rad, Estados Unidos).

Finalidad: Igualar las concentraciones de manera que cada inserto tenga la

misma carga celular.
Pasar 150 pl de las suspensiones celulares del tubo anterior a tubos de 1.5 ml nuevos.

Equilibrar los 150 pl de suspensién 10 minutos a 50° C.
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10.

11.

12.

13.

14.

15

Finalidad: Atemperar las células ya que en el siguiente paso se les aiiadird
agarosa que estard aproximadamente a esa temperatura, facilitando la

homogeneizacion de la mezcla.

Anadir 150 pl de agarosa de bajo punto de fusiéon (Bio-Rad, Estados Unidos)
preparada al 2% en TBE 0,5X, quedando una proporciéon 1:1, suspension

celular:agarosa.

Finalidad: Obtener bloques de agarosa a una concentracion de agarosa del

1%.

Homogeneizar suavemente y dispensar en los moldes correspondientes (Bio-Rad,

Estados Unidos), dejdndolas solidificar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Pasado ese tiempo, desmoldar e introducir en tubos estériles de propileno a los que
previamente se anadié 1 ml de tampoén de lisis (Tris 10 mM; 50 mM NaCl; 0,2%
deoxicolato sédico; 0,5% laurilsarcosina sddica; 50 pg/ml lisostafina; pH 7,2) e

incubar en la estufa a 37° C durante 12-16 horas.
Finalidad: Producir la lisis de la pared celular de la bacteria.
Transcurrido ese tiempo, retirar el tampén de lisis y lavar dos veces con agua estéril.

Aifadir posteriormente 1 ml de tamp6n de proteinasa K (EDTA 100 mM, pH 8; 0,2%
deoxicolato sddico; laurilsarcosina 1%; proteinasa K 1 mg/ml) e incubar 48 horas en

una estufa a 50° C.

Finalidad: Producir la rotura de las proteinas que se encuentran tanto en la

membrana celular como en el interior celular.

Transcurrido ese tiempo, retirar el tampoén de la proteinasa K y hacer tres lavados de
aproximadamente una hora cada uno en agitacién suave con tampén de lavado 1X

(Tris 2 mM; 5 mM EDTA; pH 8).

Finalidad: Eliminar completamente la proteinasa K para reducir al minimo la
probabilidad de que actite también sobre la enzima de restriccion que serd

afiadida a continuacion.

. Para la digestién enzimatica, cortar un tercio de un inserto y equilibrarlo en tampén de

restriccion una hora a 25° C.
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Finalidad: Equilibrar el inserto con el tampon de restriccion de forma que la

enzima penetre mds fdcilmente en el inserto.

16. Porteriormente, afiadir 10 unidades de Smal (Promega, Estados Unidos) durante 12
horas a 25° C. Smal es una enzima de baja frecuencia de corte cuya secuencia diana es

5’-CCC|GGG-3'.

Finalidad: Digerir el ADN cromosomico para poder comparar patrones de

restriccion.
Los insertos restantes sin digerir se conservaron en tampo6n de lavado 1X a 4° C.

Para llevar a cabo la electroforesis, porciones de 2-3 mm de los insertos digeridos se
introdujeron en los pocillos de geles de agarosa certificada para campo pulsado (Bio-Rad,
Estados Unidos) preparados al 1% en TBE 0,5 X (45 mM Tris; 45 mM 4cido bérico; 1 mM
de EDTA; pH 8,3). Los geles se sumergieron en el tanque del aparato CHEF-DRIII (Bio-Rad,
Estados Unidos), habiéndole afiadido previamente 2 litros de tampén TBE 0,5 X, que se
mantuvieron circulando a 80 r.p.m. y a una temperatura de 11.3° C. Las condiciones de
electroforesis consistieron en una rampa inicial de pulsos de 0,5 a 35,0 segundos durante 28,5
horas y una segunda rampa de pulsos de 0,1 a 0,5 segundos durante 5 horas, para la adecuada
separacion de los fragmentos mds ligeros. Ambas rampas mantuvieron un voltaje de 200
voltios (6 voltios/cm), y un dngulo de orientacién de 120°. Este sistema de campo pulsado es
el mds extendido, dispone de 24 electrodos dispuestos periféricamente por la fuente de
electroforesis, de manera que se crea un gradiente constante a lo largo de todo el gel que

consigue separar multiples muestras generando patrones de bandas rectos (Figura 2. 22).
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Figura 2. 22. Gel en el interior de la cubeta del sistema CHEF de electroforesis de campo pulsado. El dngulo de
120° indicado, es el dngulo de reorientacién del campo eléctrico entre los diferentes lados del hexdgono en el que
estdn distribuidos los electrodos.

Concluida la electroforesis, los geles fueron tefiiddos con bromuro de etidio a una
concentracion de 0,5 pg/ml durante 1 hora, y se lavaron para eliminar los restos de bromuro

de etidio en TBE 0,5X durante 30 minutos.

Los geles se visualizaron y se fotografiaron bajo luz ultravioleta empleando el
sistema GelDoc 2000 (Bio-Rad, Estados Unidos). Las imagenes fueron exportadas en formato

TIFF para su andlisis con el programa informético InfoQuest (Bio-Rad, Estados Unidos).

Con el fin de normalizar los patrones de macrorrestricion obtenidos, en cada gel se
reservaron de 2 a 3 carriles con la cepa de referencia S. aureus NCTC 8325 (Tabla 2. 1). Esta
cepa recibié el mismo tratamiento que las demds cepas del estudio y fue usada como
marcador ya que el tamafio de los fragmentos originados de la digestion de esta cepa tipo esta
bien definido. Durante la comparacién de los patrones de macrorrestricciéon se fij6 una
tolerancia del 1% en la posicion de las bandas. Para el célculo de la similitud entre cada par de
aislados del estudio se empled el coeficiente de Dice (Sp), que compara la presencia o
ausencia de cada banda en cada uno de los dos aislados. La matriz de similitud es calculada de
manera automdtica por el programa informdtico y expresada segin el método UPGMA (del
inglés Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), de la forma explicada en el
capitulo 1. Se consideraron el mismo clon, aquellos aislados que mostraron las mismas
bandas, y subtipos dentro de dicho clon aquellos que mostraron hasta 6 bandas de diferencia o
hasta un minimo de 80% de homologia®®. Los tipos se representan con letras maytsculas (p.

ej. A, B, C...), desde el tipo mds numeroso al menos, al igual que se hizo con los subtipos
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dentro de un tipo, que se denominaron con nimeros ardbigos desde el mds numeroso al menos

(p. ej. Al, A2, A3...).

2.3.10.2 Analisis de repeticiones en tindem en nimero variable en varios

loci

Como vimos en el capitulo 1, el andlisis de repeticiones en tdndem en nimero
variable en varios loci o MLVA (del inglés Multiple-Locus Variable number tandem repeat
Analysis) es una estrategia de PCR multiple basada en la amplificacion de los denominados
VNTRs (Variable Number Tandem Repeats) de 7 genes distintos. La combinacién de las 7
bandas nos ofrece un patréon que nos permite hacer comparaciones entre distintos aislados.

Para S. aureus esta técnica fue descrita en 2003%

1367.

y optimizada en nuestro laboratorio, tal
como se expuso en el capitulo

Igual que en el caso del PFGE, las imagenes del MLVA se visualizaron y se
fotografiaron bajo luz ultravioleta empleando el sistema GelDoc 2000 (Bio-Rad, Estados
Unidos), y fueron exportadas en formato TIFF para su andlisis con el programa informatico
InfoQuest (Bio-Rad, Estados Unidos). El andlisis se realiz6 igual que en el apartado anterior,
empleando el Sp, con una tolerancia del 1% y expresando los resultados mediante UPGMA.
Los aislados de cada tipo fueron nombrados con letras mindsculas para diferenciarlos de los
grupos obtenidos por PFGE. Cada tipo diferente se nombré con una letra mindscula del

abecedario, manteniendo los tipos descritos en el capitulo 1.

2.3.10.3 Tipificacion spa

La tipificacion spa, o spa typing, es una técnica basada en la amplificacién de la
regioén polimérfica del gen que codifica para la proteina A. Esta regién, denominada X, esta
formada por 24 pb repetidas un ndimero de veces variable’®, y se encuentra localizada
corriente arriba de la secuencia que codifica para la region del extremo carboxilo terminal de

la proteina, la cual estd encargada del anclaje a la pared celular®®-7

. La region repetida
parece que debe servir para extender la region del extremo amino terminal de unién a la IgG a

través de la pared celular’’'. Por lo tanto, la regién X se encuentra rodeada por secuencias
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altamente conservadas, lo que ha permitido el disefio de cebadores especificos que permiten la
amplificacion entera de esta regién368, recogidos en la Tabla 2. 12 del Anexo 2. 8. 2. (Figura

2.23).

1095

1517

Figura 2. 23. Representacion de gen spa. Los rectingulos muestran las regiones codificantes del gen. De la A a
la D corresponde con la regién de unién a la IgG. La zona roja muestra el extremo carboxilo terminal que estd
formado por Xr, donde se encuentran incluidas las repeticiones, y Xc, que corresponde con la secuencia de
anclaje a la pared celular. Las flechas verdes indican las zonas de hibridacién de los cebadores.

La mezcla de PCR estaba compuesta por tamp6n de reaccion al 1X, MgCl, 1,5 mM,
dNTP 2 mM, 0,4 uM de cada uno de los cebadores 1095F y 1517R, y 0,5 U de Tag ADN
polimerasa (Bioline, Reino Unido). El programa de amplificacion del gen spa es el

representado en la Figura 2. 24.
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Figura 2. 24. Programa de amplificacién del gen spa.

Los productos de PCR fueron visualizados, purificados y preparados para secuenciar

de la forma descrita en los apartados 2. 3. 5.y 2. 3. 6.

Las variaciones en la regién X son debidas tanto a mutaciones puntuales, como a
pérdidas y ganancias de repeticiones. Cada repeticion tiene asignado un codigo alfa-numérico,

y el tipo spa viene dado por el orden de repeticiones especificas. Este andlisis resultaba muy

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina asociados a la comunidad 133



complicado hasta 2003 porque estas repeticiones estdn sujetas a una gran variacion. Muestra
de ello es que en este momento se encuentran registradas 465 repeticiones distintas, que dan
lugar a 8.688 diferentes tipos de spa (http://spaserver.ridom.de/). En esa fecha fue publicado
un estudio con un nuevo programa informético que permitia la determinacién automdtica de
las repeticiones y la creacion de una base de datos global sincronizada con el programa. Este
programa facilité la realizaciéon de esta técnica y ademds, centralizé la informacion sobre

. . . . +3
todas las variantes que cada investigador describe en su pais 2,

2.3.10.4 Multilocus Sequence Typing (MLST)

El MLST fue descrito por Maiden et al. en 1998 como respuesta a la necesidad que
existia de poder comparar los aislados bacterianos que se recogian en distintas partes del
mundo®”. Posteriormente, Enright et al. desarrollaron esta técnica para S. aureus’®. En ella
se lleva a cabo la secuenciacion de fragmentos internos de 7 genes no ligados, imprescindibles
en el metabolismo celular bésico, por lo que se trata de genes constitutivos o housekeeping.
Estos genes codifican para las enzimas: carbamato kinasa (arcC), shikimato deshidrogenasa
(aroE), glicerol kinasa (glpf), guanilato kinasa (gmk), fosfato acetiltransferasa (pta), triosa
fosfatoisomerasa (fpi), acetil coenzima A acetiltransferasa (ygiL). Los fragmentos de los 7
genes, todos de tamafio entre 400 y 500 pb, se amplificaron empleando los cebadores
correspondientes, indicados en la Tabla 2. 14. del Anexo 2. 8. 2. En dichas amplificaciones se
emple6 tampon de reaccidon 1X, 0,2 mM de cada uno de los dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 0,5
uM de cada uno de los cebadores, y 1 unidad de Tag ADN polimerasa (Bioline, Reino
Unido). Las condiciones de PCR empleadas para la amplificacién de todos los genes son las

representadas en la Figura 2. 25.
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Figura 2. 25. Programa de amplificacién de cada uno de los genes empleados para el analisis MLST*®.

Los productos de PCR fueron visualizados y preparados para su secuenciacion como

ha sido descrito anteriormente.

A cada secuencia diferente (alelo) dentro de cada gen se le asigna un nimero, por lo
que finalmente tendremos la combinacién de 7 ndmeros en el orden arcC-aroE-glpf-gmk-pta-
tpi-ygiL. A cada combinacion diferente de nimeros se le asigna otro numero, que se
denomina ST. Ademads, los STs no se encuentran aislados sino organizados en complejos
clonales que recogen los ST que presentan relacion clonal en base a la similitud de

secuencias.

En este caso, un servidor en Internet (http://www.mlst.net.) permite el andlisis
automatico de las secuencias obtenidas y la determinaciéon del ST y CC, centralizando la

informacién de aislados de todo el mundo.
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2.4. RESULTADOS

2.4.1 Aislados clinicos, pacientes y periodo de estudio

Durante el periodo de estudio, se recuperaron 100 aislados SARM, catalogados como
SARM-AC segtn los parametros del CDC. Posteriormente, 95 aislados fueron confirmados
como SARM, ya que en 5 no se detectd la presencia del gen mecA, resultando ser SASM. No

obstante, el resto del estudio se realiz6 con la coleccidn inicial completa.

El ratio de infecciones de mujeres frente a hombres fue 1.2. La edad media de los
pacientes fue de 64.09 afios, comprendiendo edades desde los 4 hasta los 92 afos (desviacién
estdndar [DS] £+ 19.91 afios). Los pacientes se dividieron en 10 grupos, cada uno de estos
abarcando personas en un rango de 10 afios. Con esto, observamos dos picos de infecciones,
el primero, mds pequefio, en pacientes de 31 a 40 afios, y el segundo en pacientes de 71 a 80

afos (Figura 2. 26).
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Figura 2. 26. Grafico que representa la distribucién de los aislados SARM recuperados de cada grupo de edad
establecido en este estudio.

Los 95 aislados SARM estuvieron distribuidos entre los 8 municipios que
participaron en el estudio, habiéndose recuperado el mayor nimero de aislados de Santa Cruz
de Tenerife y del Puerto de la Cruz (Figura 2. 12). En general, teniendo en cuenta el nimero

de personas referidas a cada Centro de Salud del estudio (ver péagina web:
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http://www2.gobiernodecanarias.org/istac/estadisticas/php/saltarA.php ?mid=/istac/estadistic
as/sanidad/area_04_frame.html), la prevalencia de las infecciones registradas causadas por
SARM-AC fue < 0.1% en cada municipio durante el periodo de estudio. No es posible
realizar una comparaciéon en funcién del afio en el que fue recogido cada aislado, ya que los
afios 2004 y 2007 no se analizaron completos. No obstante, los aislados recuperados en 2005
fueron 38, frente a los 49 del 2006, si bien esta diferencia puede deberse tanto a un aumento
en la prevalencia de infecciones por SARM en la comunidad, como a la realizacién de

controles mas exhaustivos

2.4.2 Infecciones

Los SARM se asociaron en mayor medida con SSTIs (82.1%; n = 79), entre las que
se encontraron Ulceras (n = 49), infecciones de heridas (n = 29) y abscesos (n = 1). Los
aislados restantes se recuperaron de muestras de exudados 6ticos (6.3%; n = 6), exudados
nasales (4.2%; n = 4), exudados faringeos (3.2%; n = 3), esputos (1.1%; n = 1), seroma (1.1%;
n=1)yorina (1.1%; n = 1) (Figura 2. 27).
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Figura 2. 27. Histograma que refleja el ntimero de aislados que se recuperaron de las distintas muestras clinicas,
donde se puede observar cémo las muestras pertenecientes a SSTIs superan el 75% del tamafio muestral.

Los aislados SASM pertenecieron a muestras clinicas de herida (n = 1), ulcera (n =

1), exudado 6tico (n = 1), exudado nasal (n = 1) y orina (n = 1).
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2.4.3 Patrones de susceptibilidad antimicrobiana

Los aislados presentaron fenotipos de susceptibilidad antimicrobiana heterogéneos,
detectindose un total de 13 perfiles, I-XIII (Tabla 2. 4). Todos los aislados SARM fueron
resistentes a los antibiGticos P-lactdmicos y susceptibles a los antibiéticos trimetropim-
sulfametoxazol, teicoplanina y vancomicina. Solamente en un aislado se detectd resistencia
inducible a la clindamicina. Curiosamente, un 60.00% (n = 57) de los aislados SARM fueron
multirresistentes (considerdndose multirresistentes cuando presentan resistencia a tres 0 mds
clases de antibidticos no P-lactdmicos), mientras que solo un 3.16% (n = 3) fueron
susceptibles a todos los antibidticos no B-lactimicos testados.

Tabla 2. 4. Trece perfiles de susceptibilidad antimicrobiana detectados entre los 95 aislados SARM. La tabla

muestra el nimero de aislados pertenecientes perfil de susceptibilidad, asi como el porcentage de aislados
resistentes a cada antibiético de manera independiente.

Perfil Clindamicina Ciprofloxacino Gentamicina Eritromicina Mupirocina N° de aislados

I S S S S S 3
Il S R S S S 23
11 S S R S S 1
v R S S R S 1°

\% S R S R S
VI S R S S R 4
VII R R S R S 33
VIII S R R S R 6
IX S R S R R 1
X R R S R R 4
X1 R R R R S 1
X1 S R R R R 1
X111 R R R R R 11
Aislados (%) 52.6 94.7 21.1 61.1 28.4 95

S: Aislados sensibles al antibidtico indicado en el encabezado de la columna; R: Resistencia al antibidtico
indicado; superindice a: Aislados que mostro resistencia intermedia a la gentamicina; superindice b: Aislado con
resistencia inducible a la clindamicina.
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Los aislados SASM fueron susceptibles a todos los antibidticos, excepto uno de
ellos, que a pesar de ser susceptible a los B-lactimicos, mostré resistencia a clindamicina,

eritromicina y gentamicina.

2.4.4 Resistencia altas concentraciones de mupirocina

En los 27 aislados en los que el método de difusion por disco mostrd resistencia a
altas concentraciones de mupirocina, se confirmé la presencia del gen ileS2 mediante PCR.
Todos los aislados resistentes a altas concentraciones de mupirocina presentaron una CMI
superior a 1024 pg/ml, segin las tiras de E-test empleadas (AB Biodisks®, Suecia). No
obstante, dentro de este grupo de resistencia se detectaron dos fenotipos distintos, en algunas
placas se observd un crecimiento con densidad completa, mientras que otras mostraron un
crecimiento con densidad incompleta alrededor de la tira de E-test, tal y como muestra la

Figura 2. 28.

Figura 2. 28. Fenotipos distintos observados en la determinacién de resistencia a altas concentraciones de
mupirocina mediante E-test. A muestra el aislado 1076, que presentd crecimiento homogéneo en césped
cubriendo toda la superficie de la placa. B muestra el aislado 1012, en el que el crecimiento alrededor de la tira
de antibidtico no cubri6 toda la superficie de la placa.

Los 27 aislados resistentes a altas concentraciones de mupirocina correspondieron a
tres CCs distintos: CC30, CC5 y CC22, siendo la mayoria de ellos, 23 de 27,

multirresistentes.
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Asi mismo, el andlisis mediante Southern blot permitié confirmar la localizacién de
este gen en pldsmidos, los cuales por comparacién con el marcador de peso molecular,
presentan un tamafio de aproximadamente 23 kb, probablemente correspondiendo con su

forma linealizada (Figura 2. 29).

Figura 2. 29. Imagen de los perfiles plasmidicos obtenidos, mostrando en este caso 18 de los 27 aislados ileS2*,
correspondientes con los carriles no marcados. Los carriles indicados con la letra M, corresponden con el
marcador de peso molecular I (Roche Diagnostics, Suiza). El recuadro rojo enmarca las bandas en las que se
detect6 hibridacion con la sonda ileS2, revelando, por tanto, los pldsmidos portadores de este gen.

2.4.5 Expresion del gen ileS2

La expresion del gen ileS2 fue estudiada en 11 de los 27 aislados resistentes a altas
concentraciones de mupirocina, crecidos en medio BHI en ausencia del antibidtico. El
rendimiento obtenido a partir de la extraccién y posterior purificacion de ARN resulté 6ptimo,
consiguiendo concentraciones elevadas y con un adecuado cociente 260/280, como muestran
las medidas realizadas en el NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Estados Unidos), reflejadas

en la Tabla 2. 5.
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Tabla 2. 5. Datos referidos a las concentraciones de ARN obtenidas para cada aislado y su correspondiente
cociente 260/280, tras la primera extraccién con el kit RNeasy Mini (Qiagen, Alemania) y tras su purificacién

manual con DNasa.

Aislado [ARN] extraido (260/280) [ARN] purificado (260/280)
953 565.7 ng/ul (2,15) 603.4 ng/ul (1.98)
968 752.3 ng/ul (2,20) 809.0 ng/ul (2.06)
974 313.2 ng/ul (2.14) 245.0 ng/ul (1.97)
989 185.5 ng/ul (2.11) 182.4 ng/pl (1.82)
1000 562.1 ng/ul (2.20) 385.7 ng/ul (1.96)
1002 242.9 ng/ul (2.20) 177.6 ng/ul (1.89)
1003 109.9 ng/ul (2.06) 94.1 ng/ul (1.80)
1012 663.4 ng/ul (2.16) 593.0 ng/ul (2.00)
1013 388.0 ng/pl (2.18) 337.8 ng/ul (1.96)
1032 197.3 ng/ul (2.15) 164.2 ng/ul (1.89)
1076 460.3 ng/ul (2.19) 286.0 ng/ul (1.96)

Tras el andlisis de los ARN purificados, en el Experion (Bio-rad, Estados Unidos) se

comprobd la limpieza de las muestras, especialmente la ausencia de contaminacién con ADN,

tal y como muestra la

Figura 2. 30. Debido a que la extraccién se realizo del ARN total de la bacteria, se

pueden observar en dicha figura bandas de distintos tamafios, ademads de las correspondientes

al ARN ribosémico (ARNr) 23S y 16S.
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Figura 2. 30. Imagen ofrecida por el sistema automadtico de electroforesis Experion (Bio-rad, Estados Unidos)
donde se pueden observar las extracciones de ARN total, sin contaminacién por ADN.
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Se consiguid optimizar la PCR en tiempo real de forma que los coeficientes de
correlacién de los dos genes incluidos en el estudio, ileS2 y gmk, se encuentran préximos a 1,
asi como presentan eficiencias similares, que se encuentran dentro del rango aceptado (Figura

2. 31). A partir de las diluciones seriadas se eligi6 la dilucion 1/10 para la realizacién de los

experimentos.
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Figura 2. 31. Grificos correspondientes a las rectas obtenidas a partir de diluciones seriadas del ADNc de los
dos genes incluidos en el estudio. En ellas se puede apreciar los coeficientes de correlacion, las pendientes y las
eficiencias de cada uno.

Los experimentos de PCR en tiempo real confirmaron la expresién constitutiva del
gen ileS2, pero también mostraron distintos niveles de expresion para el mismo. Dentro de los
11 aislados escogidos para este andlisis, 4 mostraron el fenotipo de densidad incompleta (989,
1002, 1003, 1012), y 7 el de densidad completa (953, 968, 974, 1000, 1013, 1032, 1076),
explicados previamente (Figura 2. 28). Se intentd establecer relacion entre la expresion del
gen ileS2 y el fenotipo de resistencia a alta concentracién de mupirocina, en cada aislado. Con

este fin, se eligié como muestra de referencia para el andlisis de cuantificacion relativa uno de
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los aislados pertenecientes al fenotipo denominado densidad incompleta, concretamente el
aislado 1003. Resultado de este andlisis, se puede observar que los 4 aislados pertenecientes al
fenotipo de densidad incompleta mostraron niveles de expresion similares, mientras que los
pertenecientes al fenotipo de densidad completa mostraron niveles superiores de expresion del

gen ileS2, con la excepcion del aislado 968 (Figura 2. 32).

Tabla 2. 6. Resultados obtenidos aplicando el método de cuantificacién relativa a partir de los Cts obtenidos
para cada aislado, tomando como referencia el aislado 1003.

Aislado Media Ct;.s, (DS) Media Ct,,,; (DS) ACt (DS) AACt (DS)  Numero de veces (DS)
953 31.57 (£ 0.47) 33.80 (£ 0.14) -2.23(£0.28) -1.13(x0.41) 2.19 (£ 0.63)
968 34.93 (£ 0.15) 31.57 (£0.31) 3.37(£0.20) 4.47 (£0.36) 0.05 (£ 0.01)
974 27.30 (£ 0.17) 31.60 (£ 0.35) -4.30 (£0.22) -3.20(£0.37) 9.19 (+2.38)
989 31.57 (£ 0.42) 31.63 (£ 0.31) -0.07 (£0.30) 1.03 (£ 0.42) 0.49 (£ 0.14)
1000 24.10 (£ 0.10) 30.53 (£ 0.35) -6.43 (£ 0.21) -5.33(£0.37) 40.32 (£ 10.25)
1002 27.63 (£ 0.15) 27.63 (£ 0.06) 0.00 (£0.09) 1.10(x£0.31) 0.46 (= 0.10)

1003* 26.30 (£ 0.30) 27.40 (£ 0.42) -1.10 (£ 0.30) 0.00 (£ 0.42) 1.00 (£ 0.29)
1012 27.63 (£ 0.47) 27.63 (£0.21) 0.00 (£0.30) 1.10(£0.42) 0.46 (£ 0.14)
1013 25.53 (£ 0.15) 27.67 (£0.29) -2.13(£0.19) -1.03 (£0.35) 2.05 (£ 0.50)
1032 25.67 (£ 0.06) 27.67 (£ 0.47) -2.00 (£0.27) -0.90 (£0.41) 1.87 (£ 0.53)
1076 27.60 (£ 0.20) 31.63 (£ 0.49) -3.65(£0.31) -2.55(+£0.43) 8.87 (£ 1.75)

1003*: Aislado empleado como muestra de referencia. Recuadros verdes: Indican los aislados pertenecientes al
fenotipo de resistencia a altas concentraciones de mupirocina de densidad incompleta.

La expresion media del gen ileS2 en los aislados con fenotipo de densidad
incompleta fue de 0.61, mientras que en los demds, presentd un nivel de expresion media de
9.05. Aplicando el test estadistico Mann-Whitney se observé que esta diferencia no era
significativa, con un p valor de 0.058. El anélisis se repitié excluyendo el aislado 968, que es
el dato mas dispar dentro del grupo de fenotipo de densidad completa. Esto hizo aumentar el
valor medio de expresion del gen ileS2 en el segundo grupo a 10.54, obteniendo un p valor de

0.010; por lo que en este caso, la diferencia si es significativa (Figura 2. 32).
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Figura 2. 32. Representacion del nimero de veces que se expresa el gen ileS2 en los aislados SARM incluidos
en el estudio, en relacidn a la muestra de referencia. Las tres primeras barras pertenecen al grupo con fenotipo de
resistencia a altas concentraciones de mupirocina de densidad incompleta, mientras que los restantes, pertenecen
al fenotipo de densidad incompleta. Se observa cdmo todos los aislados del primer grupo presentaron una menor
expresion del gen ileS2, mientras que los del segundo grupo expresan dicho gen en mayor medida. Se encontré
una excepcion en el aislado 968, coloreado en rojo, cuya expresion del gen presentd los niveles mas bajos.

2.4.6 Toxinas

La toxina PVL fue detectada inicamente en 5 de los 95 SARM del estudio (5.26%),
y se encontrd distribuida entre 3 CC distintos: CC8 (n = 3), CC30 (n =1) y CC22 (n = 1),
todos ellos portando el SCCmecIV. Todos estos aislados PVL' fueron recuperados de
muestras clinicas de SSTIs: heridas (n = 1) y tdlceras (n = 1), y de orina (n = 1) de pacientes
pertenecientes a los grupos de edad [11-20] (n = 1), [31, 40] (n = 3) y [41-60] (n = 1).
Ademads, curiosamente estas muestras se recogieron en los Centro de Salud de Arona (n=4) y
Granadilla de Abona (n = 1), ambos localizados en el sur de la isla (Figura 2. 12). De estos 5
aislados, dos fueron sensibles a todos los antibiéticos no B-lactimicos, dos fueron resistentes a
eritromicina y ciprofloxacino, y uno, el detectado en Granadilla de Abona, mostré resistencia
intermedia a la gentamicina.

En contra de los datos esperados, la Hlg-y se encontré solamente en un 45% de los
aislados. So6lo dos de los 5 aislados portadores del PVL, presentaron también la Hlg-y. Estos
dos aislados, productores de ambas toxinas, fueron los correspondientes al CC30 y al CC22;

ninguno de los 3 SARM pertenecientes al CC8, portaban los genes codificantes para la Hlg-y.
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2.4.7 Tipificacion

Todos los aislados SARM mostraron un patron SCCmec identificable por los dos
métodos empleados en este estudio. El SCCmec tipo II se encontr6 en un 24.21% de los
aislados (n = 23), todos ellos multirresistentes y pertenecientes al ST36 (CC30). El1 SCCmec
tipo IV se detect6 en un 26.30% de los aislados (n = 25) distribuidos entre los ST22 (CC22),
ST8 (CC8), ST97 (CC97) y ST30 (CC30). Finalmente, la variante IVA se identificé en un
49.47% de los aislados SARM (n = 47), distribuido entre los aislados ST125 y ST146 (CCS5) y
ST1434 (CC72). El SCCmec tipo V no fue detectado entre nuestros aislados.

El PFGE dio lugar a 41 patrones de bandas distintos, lo cuales fueron englobados en
16 tipos (A-P). El tipo A queddé constituido como el grupo mds numeroso (n = 25),
presentando 11 subtipos, seguido por los grupos B (n = 18) y C (n = 18), con 6 subtipos cada
uno; D (n=13) yE (n=7), con 5 y 4 subtipos, respectivamente; yF (n=4),G(n=4)yH (n
= 2), con 3, 2 y 2 subtipos, respectivamente. Los 9 tipos de la I a la P resultaron ser clones

esporddicos, con un unico representante ( Figura 2. 33).

El MLVA dio lugar a 30 patrones de bandas diferentes, que se agruparon en 16 tipos
(a-1, n, A, o, s). El tipo mds numeroso fue el b (n = 28), que quedo6 dividido en 5 subtipos,
seguido por los grupos a (n = 23), ¢ (n = 17) y d (n =16), con 5, 3 y 5 subtipos,
respectivamente. Los tipos h-1, n, fi, 0 y s, mostraron un dnico aislado cada uno ( Figura 2.

33).
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Figura 2. 33. Dendrograma obtenido mediante el coeficiente de Dice, aplicando un 1% de tolerancia, segtin los
patrones de PFGE. Simultdneamente se muestra el perfil de MLV A obtenido para cada aislado.

Dice (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
pfge

Perfiles de PFGE Perfiles de MLVA Aislado PFGE MLVA

=100

50
60
=70
90

1023 Gl d2
1032 Gl d1
1002 01 d2
963 Pl d1
983 N1 hl
965 E2 di
996 E3 d1
962 El di
964 El d3
1004  El d2
974 E4 d1
1007  E5 ds
LAW T N ot 1031 K1 bl
At ok . A T 1040 D3 b2
ikl W 1125 D3 bl

968 D1 bl
1005 D1 bl
1091 DI b2
947 D4 b2
978 D4 bl
985 D5 d3
1076 D6 bl
950 D2 el
1012 D2 bl
1095 D2 bl
953 D7 bl
987 F2 d1
990 F3 bl
988 Fl d2
991 Fl b3
1037 B2 b3
1039 B2 bl
993 B3 bl
995 B4 d4
861 Bl bl
889 Bl bl
905 Bl b4
920 Bl bS
999 Bl gl
1008 Bl bl
1013 B1 bl
1015  B1 bl
1034 B1 22
1036  B1 b3
1049 Bl b2
1052 B1 b2
1020 B5 bl
1000  B6 di

4r

= s T rrnll ]

146 Caracterizacion de aislados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina adquiridos en la comunidad en la isla de Tenerife



50

60

Perfiles de PFGE

| SR N T

i i, S V1 18 il

IO CT TN T

1010
1033
1042
1043
972
954
1109
1128
1038
986
1117
1018
959
967
997
1011
1017
1026
966
1030
1051
860
1006
980
1035
979
1019
922
933
891
906
919
977
994
998
1003
1021
1025
942
971
1009
1016
973
992
961
1022
1080
984
989
1001
1024
975

Perfiles de MLVA Aislado PFGE

L1
M1
H1
H1
N1
I1
C6
C6
C5
C2
C2
Cc2
C1
C1
C1
C1
C1
C1
C3
C3
C3
C7
C8
C4
C4
Gl
G2
A3
A3
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

A6
A4
A4
A7
A8
A9

Al10
All
J1

MLVA

11

k1
f1
f1
f1
sl
c3
cl
c2
il

cl
cl
cl
cl
cl
cl
cl
cl
c2
hl
cl

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina asociados a la comunidad

147



La tipificacion spa reveld la presencia de 21 tipos distintos (Figura 2. 34). El tipo
mas abundante, el t021, se detect6 en los aislados ST36 y el tnico aislado ST30; si bien dos
aislados ST36 mostraron tipos spa Unicos, t2005 y t5148. Los tipos t010 y t067 se detectaron
indistintamente en aislados pertenecientes a los ST125 y ST146, ambos pertenecientes al
mismo CC (CCS5), aunque 5 de ellos mostraron tipos spa Unicos: t1560, t3753, t6143, t7676, y
el descrito por primera vez en nuestro estudio, t7575. Los ST22 y ST217, ambos
pertenecientes al CC22, mostraron el tipo de spa t032; 3 aislados ST22 mostraron un tipo de

spa distinto: t005, t3677 y t7678. Los aislados restantes mostraron tipos spa esporadicos.

Spa typing:t010 (n =27, 27% }
Spa typing:t021 ( n=22, 22% )
Spa typing:t032 (n=15, 15% )
Spa typing:t067 (n =15, 15% )
Spatyping:t008 (n=3 3% )
Spa typing:t1580 (n=2 2% )
Spa typing:t005(n=1,1%)
Spa typingt148 (n=1,1%)
Spa typing:t2003 (n=1,1%)
Spa typingt340 (n=1,1%)
Spatypingt3s9(n=11%)
Spa typing:t3677 (n=1,1% )
Spa typing:t3753 (n=1,1%)
Spa typing:t3345 (n=1,1%)
Spa typing:t3805 (n=1,1%)

Spa typing:t5148 (n=1,1%)
Spa typing:t6143 (n=1,1%)
Spa typing:t638% (n=1,1%)
Spa typingt7575 (n=1,1%)

Spa typing:t7678 (n =
Spa typing:t7678 (n =

1% )
%)

Figura 2. 34. Representacion de los 21 tipos distintos de spa detectados en este estudio, obtenida mediante el
programa Phyloviz (http://www.phyloviz.net/wiki/).

El MLST agrup6 los aislados del estudio en 8 complejos clonales, los cuales
incluyeron 12 STs, 16 tipos de PFGE, 16 tipos de MLVA ( Figura 2. 33) y 21 tipos spa
(Figura 2. 34). Todos estos datos se encuentran recogidos en la Tabla 2. 7. Como se puede
observar, el CC5 fue el grupo mds numeroso y diverso, seguido por los complejos clonales 30
y 22. Los aislados restantes, supusieron el 5.30 % del total de SARM del estudio. La cepa
SARM ST1434 (t148), ha sido descrita en este estudio por primera vez. Esta nueva cepa fue
recuperada de una muestra de exudado faringeo y mostré resistencia a [-lactamicos,
clindamicina, eritromicina y resistencia inducible a ciprofloxacina. Es un slv, tnv de la cepa

ST72, en el gen yqiL, perteneciente al CC72. La cepa SASM ST1433 (t6389) también fue
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descrita en este estudio por primera vez. Esta fue aislada de una muestra de orina, que resulté
susceptible a todos los antibidticos testados. Al compararla en la base de datos del MLST se
observo que se trata de una cepa aislada, no perteneciente a ningiin complejo clonal descrito

hasta el momento.
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2.5. DISCUSION

La emergencia de las infecciones causadas por clones de SARM-AC supone
actualmente un problema a nivel global. Sin embargo, debido a que se han establecido
definiciones distintas para estos aislados, resulta dificil extraer conclusiones comunes para
todos, permaneciendo abierto un debate sobre si deberian considerarse como un grupo

epidemiolégicamente independiente de SARM-AH.

En este estudio, se han investigado las caracteristicas de las cepas de SARM-AC que
se encuentran circulando en varios municipios de Tenerife, tomando como punto de partida
aquellas que cumplieran los minimos requerimientos para definirlas, que son las condiciones
del CDC'®. En Espafia se han realizado algunos estudios epidemiol6gicos sobre SARM-AC,
pero nuevamente cada grupo ha elegido los criterios a aplicar para definir estas cepas, no
coincidiendo en algunos casos. Eso, sumado a que algunos de ellos no analizan el linaje
genético al que pertenecen los aislados, hace dificil poder comparar los resultados obtenidos
en cada caso’ °°**, Sin embargo, en aquellos estudios donde si se determiné ese linaje
genético, coinciden algunos de los clones detectados, siendo especialmente relevante la
presencia de la cepa ST8-SCCmecIV PVL'. En Tenerife, debido a las caracteristicas
especiales derivadas de la insularidad, por un lado el aislamiento geografico, y por otro, el
turismo, no resultaria adecuado extrapolar estos datos obtenidos en otros lugares de Espaiia,
sino que es necesario llevar a cabo un estudio especifico en la isla. Ademas, la deteccion de la
cepa SASM ST152 PVL" en un caso comunitario de furunculosis familiar hace sospechar de

la emergencia de cepas SARM PVL" en nuestra comunidad®*®, 1o cual es importante estudiar.

La prevalencia de aislados SARM-AC detectada durante el periodo de estudio resultd
baja (< 0.1%), pero la frecuencia real en Tenerife no puede ser extraida de aqui, ya que las
muestras clinicas analizadas procedieron s6lo de 8 de los 31 municipios de Tenerife. Por lo
tanto, se necesitan estudios posteriores que incluyan muestras de la totalidad de la isla, los
cuales permitan hablar de un modo fehaciente sobre la prevalencia. No obstante, como se
expuso en la introduccion, si se consideran otros paises como referencia, se puede predecir un

aumento de infecciones comunitarias, si no se toman las medidas de control y prevencion
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oportunas. Por ejemplo, en Los Angeles se observé un prevalencia alta, de un 29% en los
afios 2001-2002, de SSTIs adquiridas en la comunidad causadas por SARM, pero este

478 Asi como en Australia,

porcentaje aumentdé ain mas, a un 64%, en el periodo 2003-200
donde se realizan estudios bianuales, que entre los afios 2000 y 2004 mostraron un incremento
en el ndmero de aislados SARM-AC, de un 4.7% a un 7.3%%%*. Para evitar que esto suceda en
la isla, es necesario el ejercicio de una labor de vigilancia por parte de los médicos de familia,
en la que se debe incluir la deteccién y comunicacién de casos centinela, como Cookson
propuso”®. En Tenerife, podriamos considerar como ejemplo de caso centinela, la

*228 No obstante,

previamente mencionada, expansion familiar de la cepa SASM ST152 PVL
los datos actuales parecen indicar que las cepas SARM-AH contindan siendo aqui un

problema mayor, que las SARM-AC.

De los 100 aislados que fueron enviados a la Unidad de Investigacién como SARM,
resulté llamativa la ausencia del gen mecA en 5 de ellos, identificindose como SASM. No
pudimos constatar el motivo del error, pero, sin duda, las técnicas moleculares, como en este
caso es la amplificacién mediante PCR del gen, constituyen una herramienta de diagndstico

mads fiable que las basadas en el fenotipo.

Naimi et al. en un estudio en el que compararon las caracteristicas de los aislados
SARM-AH frente a los SARM-AC, observaron que la edad de los pacientes afectados por
cada grupo variaba significativamente. De ese modo, la edad media de los pacientes afectados
por infecciones comunitarias era de 30 afios, frente a la media de 70 afios obtenida en
pacientes con infecciones hospitalarias238. Nuestro estudio no reprodujo estos resultados, ya
que la media de edad detectada aqui (64.09 afos) se aleja considerablemente de 30 afios. Si
bien se observa un pico en el rango de edad de los 31-40 afios, éste es superado en los rangos
de edades superiores comprendidos entre los 61 y los 90 afios (Figura 2. 26). Esta observacion
podria suponer un indicio de que en nuestra comunidad existe mezcla de aislados de ambos
ambientes, y que las infecciones producidas por SARM-AH podrian enmascarar, en cuanto a
la media de edad de los pacientes, las causadas por SARM-AC. Si este estudio hubiera
considerado la presencia del PVL como marcador de cepas comunitarias, la coleccion de
SARM-AC se hubiera reducido a 5 aislados, disminuyendo la media de edad a 35.4, valor
mas proximo a lo que Naimi et al. observaron. Sin embargo, otra caracteristica que muchos
grupos de investigacion incluyen es la ausencia de multirresistencia, si la hubiéramos

considerado como marcador de SARM-AC, la media de edad hubiera vuelto a ascender a
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62.66. En definitiva, se necesitan mds datos sobre las cepas para poder elucidar su origen, y si

existe o no mezcla de aislados comunitarios y hospitalarios en nuestra coleccion.

Dentro de lo esperado''***"2, los aislados SARM-AC fueron recuperados en un alto
porcentaje de SSTIs (82.10%), y dentro de este grupo, predominaron las infecciones de
heridas y ulceras. Estos aislados no mostraron caracteristicas distintivas con respecto a los
recuperados a partir de las demds muestras clinicas. Afortunadamente, ninguno de ellos se
encontré causando patologia severa en el momento del aislamiento, si bien es verdad, que
debido al cardcter retrospectivo del estudio, no se pudo hacer seguimiento de las infecciones,

por lo que desconocemos el desenlace de las mismas.

Se detecté un amplio abanico de perfiles de susceptibilidad antimicrobiana, a
diferencia de lo observado en Francia, donde todos los aislados presentaron resistencia a
oxacilina, kanamicina y tetraciclina, resistencia intermedia a 4cido fusidico, y susceptibilidad
al resto de los antibidticos testados. Si bien, es verdad, que todos los aislados SARM-AC de
dicho estudio, mostraron también homogeneidad en la presencia del PVL y en los patrones de
campo pulsado, por lo que debe tratarse de la diseminacién en el pais del mismo clon'.
Hecho que no ocurre en nuestro estudio, donde, incluso en las cepas PVL' detectamos
variabilidad.

En oposicion a los datos obtenidos por otros autores para aislados

o . 3 3
comun1tar1052 8,285,378,380,386

, en este trabajo se detectd un alto porcentaje de cepas
multirresistentes (60.00%). Frecuentemente, se han asociado las cepas SARM-AC con el
SCCmec tipo IV o el V, casetes mdviles pequeios, que, a parte del gen mecA, se asocian a
ninguno o pocos determinantes de resistencia antibiética™® (Figura 2. 7). Esto, unido a los
datos observados en algunos estudios, ha hecho que la no multirresistencia se asuma, en
muchos casos, como una caracteristica distintiva de SARM comunitarios?*%:28>-378.380.386 " qi )
embargo, algunos estudios ya han propuesto que esta condicion estd cambiando
progresivamente, y que las cepas SARM-AC estan adquiriendo nuevas resistencias a agentes
no B-lactémicosl36’386, lo cual explicaria nuestros resultados. De hecho, a pesar de que todos
los aislados de este trabajado que portaron el SCCmecll fueron multirresistentes, también lo
fueron aproximadamente la mitad de los que poseian el SCCmecIV (47.83%) y su variante
IVA (51.06%). Por lo tanto, la aparicion de resistencias en estos aislados, debe corresponderse

con la adquisicién de otros elementos moéviles, independientes del SCCmec, como el caso de
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la resistencia a altas concentraciones de mupirocina transferida en plasmidos. Una vez mds, si
restringimos el estudio a los 5 aislados PVL", se cumplirian ambas condiciones, ya que todos

son no multirresistentes, portadores del SCCmeclV.

Los datos de susceptibilidad antimicrobiana son especialmente importantes, ya que la
eleccion de la terapia empirica es fundamental, pues de ello depende en gran medida el curso
de la infeccion. Retrasos en la aplicacién del tratamiento apropiado han llevado a un aumento
de la morbilidad, finalizando, también, con un aumento en la mortalidad de los
pacientes®®’~*®. Se ha propuesto que la eleccién de dicho tratamiento empirico deberia estar
guiada por la severidad de la infeccion, la presencia de factores de riesgo para SARM-AH, y
la prevalencia local de SARM-AC?**. En el caso de infecciones severas se ha sugerido el uso
de la vancomicina, manteniendo el linezolide como un agente de segunda linea®™. Para
infecciones que presenten gravedad media, aunque se ha propuesto, atin, como razonable el

s - 3
uso de PB-lactimicos™

, no creemos que sean convenientes debido a la frecuencia de
aislamiento de SARM. La clindamicina también ha sido recomendada como tratamiento de
estas infecciones, especialmente para cepas SARM-AC?***°_ Sin embargo, tal y como Kaplan
recomienda, si el porcentaje de SARM-AC resistentes a la clindamicina en una determinada
regioén es superior a 10-15%, ésta deberia descartarse como tratamiento empirico. Ese es
precisamente el caso de nuestra comunidad, donde se detecté un 52.60% de resistencia a
dicho antibiético. Una alternativa, podria ser el trimetropima-sulfametoxazol, ya que, hasta el
momento, segln los resultados presentados aqui, no se ha descrito ninguna cepa resistente a
él, y se han observado evidencias de su éxito en el caso de infecciones causadas por SARM-
AC*!. Sin embargo, este antibidtico no deberia ser administrado a nifios menores de 8
semanas, ni se recomienda a menores de 3 afios, por lo que deben barajarse otras alternativas,
como el linezolide®”. Sin duda, para la eleccion del tratamiento adecuado es necesario el
seguimiento activo de las cepas SARM-AC, incluyendo sus cambios en la susceptibilidad
antimicrobiana. Ademads, se deberia agilizar la obtencién de un amplio antibiograma para cada
aislado infeccioso y su revision por parte del médico, para poder corregir la terapia si fuera
necesario®®*. Otro aspecto a considerar en cuanto a la terapia, es que se ha sugerido
recientemente que los antibidticos que frenan la transduccién de las proteinas en esta bacteria,
como la clindamicina y el linezolide, podrian disminuir la produccién del PVL (Etienne, J.

. ., . . . . . . . 2982
comunicacion oral), toxina directamente implicada en la virulencia de la bacteria %8.29 Por lo
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tanto, determinar la presencia de esta toxina también podria ser determinante en la eleccion

del tratamiento.

La prevalencia de SARM resistentes a mupirocina, en general, varia
considerablemente entre estudios, mostrando, en la mayoria de ellos, un ratio inferior al
10%*%% En este trabajo nos centramos tnicamente en la resistencia a altos niveles de
mupirocina, debido a que la resistencia a bajas concentraciones, en principio, no tiene
implicacion clinica. Atn con este sesgo, el ratio de aislados resistentes a mupirocina obtenido
en el presente trabajo (28.40 %) fue muy superior. Dentro de este porcentaje, la resistencia a
altas concentraciones de mupirocina se encontr6 con mayor frecuencia en aislados con
multirresistencia, de 27 portadores del ileS2, solo 4 no fueron multirresistentes (Tabla 2. 4).
Curiosamente, en estos 4 aislados, la resistencia a mupirocina se detectd junto con la
resistencia a ciprofloxacino, presente en la inmensa mayoria de las cepas, probablemente
debido al uso extendido de este antibidtico en nuestra comunidad. De hecho, es la terapia
empirica administrada en infecciones de orina. Sin embargo, el unico aislado SARM
recuperado de orina, también resulté resistente a ciprofloxacino, lo que, puede no ser
significativo como para alterar el tratamiento empirico en este momento, pero si debe tenerse
en cuenta, y conducirnos a un control dirigido de los antibiogramas obtenidos de todos los

aislados procedentes de este tipo de muestras.

Cadilla et al. encontraron que entre los aislados multirresistentes portadores del gen
ileS2 la presencia del SCCmecIV era mayor*”. Nuestros datos corroboran este hallazgo, pues
de los 23 aislados multirresistentes ileS2", 17 pertenecieron al SCCmeclV, fundamentalmente
a su variante IVA. Por otro lado, 19 aislados SARM mostraron resistencia a la gentamicina
(no intermedia), de los cuales 18 portaban también el gen ileS2. Esto podria deberse a que, en
estos aislados, ambos determinantes de resistencia sean portados juntos en el mismo

plasmido.

En todos los aislados se confirmé la localizacion plasmidica del gen ileS2. El tamafio
esperado para los plasmidos era de entre 35-42 kb, pero mediante Southern blot la hibridacioén
tuvo lugar en todos los aislados en una banda de, aproximadamente, 23 kb, tratindose
probablemente de una forma linearizada del pldsmido (Figura 2. 29). En este trabajo se
determiné unicamente la localizacion del gen ileS2, no profundizando en la caraterizacion de

los plasmidos portadores de este gen. En consecuencia, desconocemos si entre estos
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elementos se encuentran algunos de los 9 tipos ya descritos en el hospital (pMUPI-
pMUP9)178, lo que nos daria idea de si los aislados que los portan han salido al ambiente

comunitario.

Hasta nuestro conocimiento, es la primera vez que se describen dos fenotipos
distintos de resistencia a altas concentraciones de mupirocina, con CMI > 1024 ug/ml (Figura
2. 28). Para explicar esta diferencia de comportamiento entre cepas, se puede descartar la
influencia del linaje genético, ya que ambos fenotipos fueron observados en los distintos CCs
en los que se detecto el gen ileS2 (CC30, CC5 y CC22). De hecho, ya que este gen ha sido
descrito en pldsmidos variables en cuanto a tamafio y composicién génica'”’, serfa 16gico
suponer que esta diferencia de expresion se debe a dichas variaciones, fundamentalmente a
aquellas que afectan a la expresion del gen. Asi por ejemplo, se ha descubierto la presencia de
un promotor hibrido en el pGO400, portador del gen ileS2, constituido por la IS257 y el
promotor nativo del plasmido, el cual activa la transcripcion del determinante de resistencia a
tetraciclina en mayor medida que el promotor nativo, pudiendo aumentar la expresion de
genes vecinos, como el iles2'®. Por ese motivo, se procedio en este trabajo a la realizacion de
una estrategia de PCR en tiempo real, que permitiera analizar la expresion del dicho gen. Las
técnicas empleadas de extraccion y purificacion del ARN ofrecieron resultados satisfactorios,
en cuanto a concentracion y calidad del ARN. Result6 llamativa la aparicion de una doble

banda correspondiente al ARNr 16S en algunos aislados (

Figura 2. 30), lo que parece ser una caracteristica concreta de dichos aislados. El
primer dato obtenido del andlisis mediante PCR en tiempo real apoya los resultados obtenidos
por de Oliveira et al., confirmando la expresién constitutiva de gen ileS2'®. Ademds, tal y
como esperdbamos segun la hipétesis planteada, la expresion del gen varié en cada uno de los
aislados testados. Aplicando la prueba de U Mann-Whitney, se observé que la diferencia se
encontraba en el limite de significacién (p valor de 0.058) entre las expresiones del gen ileS2
de los aislados pertenecientes al fenotipo denominado de densidad incompleta, frente a los de
densidad completa. Aunque, al eliminar del andlisis el aislado 968, que mostr6 un resultado
discordante con respecto al resto de aislados de su mismo fenotipo, la diferencia entre ambos
grupos si resulté significativa (p valor de 0.10). Si observamos la Figura 2. 32, al fijar la
muestra 1003 como referencia, que corresponderia con el valor 1 de expresion, todos los
aislados con densidad incompleta expresaron dos veces menos el gen ileS2, mientras que los

aislados con densidad completa lo expresaron, aproximadamente, desde 2 hasta 40 veces més

158 Caracterizacion de aislados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina adquiridos en la comunidad en la isla de Tenerife



(Tabla 2. 6). Por lo tanto, podriamos suponer que el fenotipo de resistencia a altas
concentraciones de mupirocina depende del nivel de expresion del gen ileS2. No obstante, se
debe tener en cuenta que los distintos niveles de expresion detectados, ademds de por la
variabilidad del pldsmido, también pueden deberse a diferencias en el nimero de copias.
Debido a que los plasmidos conjugativos portadores del ileS2 estdn presentes en bajo nimero
de copiaslz, nos planteamos asumir una posible diferencia de hasta 5 copias més de este
plasmido en los aislados del fenotipo de densidad completa, frente a la muestra de referencia.
Teniendo en cuenta dicha diferencia y las desviaciones estidndar obtenidas (Tabla 2. 6),
podriamos explicar las diferencias de expresion del gen ileS2 en los aislados 953, 1013, 1032
y 1076 por diferencias en el numero de copias, no asi en el caso de los aislados 974 y 1000.
Por lo tanto, en estos dos aislados, y especialmente en el aislado 1000, cabria esperar que la
composicion del plasmido portador del gen ileS2, incorporara algin elemento que incremente
su expresion, como la presencia de un promotor hibrido con la IS257. No obstante, se
necesitan futuros estudios, entre los que se encuentra la determinacion del nimero de copias
del pldsmido, para extraer conclusiones definitivas. Con respecto al aislado 968, se desconoce
el motivo de su baja expresion del gen ileS2, la cual es menor incluso que la expresion del gen
en los aislados del fenotipo de densidad incompleta. Quiza nuevamente la IS257 pudiera estar
ejerciendo influencia sobre su transcripcion, solo que en este caso, en el sentido opuesto,
como se ha descrito para otras ISs*?°. Nuevamente, se necesitan futuros estudios que

permitan establecer conclusiones definitivas.

Con respecto al PVL, éste ha sido detectado frecuentemente en aislados de SARM-
AC, incluso ha sido considerado por algunos autores como marcador de estas

cepa5189’190’238’ 78380 §in embargo, en otros trabajos ha sido descrito con baja frecuencia

268,274
Estos ultimos coinciden con el estudio presentado aqui, en el que el PVL ha sido detectado en
aislados SARM con baja frecuencia (5%), sugiriendo que esta toxina no es imprescindible
para la expansiéon de las cepas SARM en la comunidad, como ya ha sido propuesto
previament6274. De hecho, teniendo en cuenta que los genes pv/ proceden de distintos tipos de

295 ’296, no se entiende el

bacteri6fagos que se insertan en el cromosoma de aislados S. aureus
mecanismo por el cual esta insercion se debe restringir a S. aureus que se encuentren
circulando en la comunidad, asi como tampoco el hecho de que todas las cepas comunitarias
deban portarlo. Si se ha propuesto su restriccion a cepas de SARM portadoras del SCCmeclV,

sugiriendo que la presencia de este casete es necesaria para la introduccién de los genes pvl.
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En nuestro estudio, se cumple que todos los aislados PVL" portaron también el SCCmeclV. A
pesar de su baja frecuencia, debido a que ha sido recientemente asociado con infecciones

graves, como la neumonia necrotizante'***"**%

, se deberia ejercer un control exhaustivo para
evitar la expansién en la comunidad de estas cepas potencialmente virulentas. Ademas,
podriamos suponer que dentro de estos aislados, los pertenecientes a las cepas ST22 y ST30
suponen un mayor peligro en el caso de infeccidon, debido a que en ellos se detect la
presencia del PVL, junto con la Hlg-y. Como ha sido propuesto, las subunidades de estas dos
toxinas podrian combinarse dando lugar a 6 tipos distintos de toxinas, aumentando su
virulencia®**.

Por otro lado, la deteccién del PVL en linajes genéticos no relacionados, que aqui se

. . L 1190,274,378
observa, ya ha sido descrita con anterioridad'***"*?

. Narita et al. demostraron que distintas
cepas PVL' pueden llevar distintos fagos portadores de los genes [ukS-PV/IukF-PV
codificantes de esta toxina'™. Sin embargo, se desconoce si estos fagos son capaces de
transferirse entre dos cepas distintas, o si por el contrario, todas las cepas PVL" lo son por la
insercion en su genoma de algunos de los fagos temperados descritos hasta el momento o

s iz . 177,296
transmisién vertical 29

. De este estudio no se puede discernir si los genes pv/ fueron
transferidos entre las 3 cepas distintas en las que fueron detectados, o si tuvieron lugar
distintas introducciones de cepas portadoras de estos genes. Teniendo en cuenta que todas las
cepas PVL" se localizaron en el sur de la isla, donde es mayor el porcentaje de turismo,
proponemos como mds probable la segunda opcién, coincidiendo con Vandenesch et al.,

quienes propusieron origenes miltiples independientes para las cepas PVL*'.

Entre estos aislados PVL" encontramos la cepa ST8-IV, la cual es predominante en
Estados Unidos, y actualmente en otros muchos paises, y que ha sido introducida en Espaiia
probablemente debido a la presencia de un nimero elevado de inmigrantes procedentes de
América del Sur®?"%3% En Irlanda, la emergencia de un clon multirresistente PVL* ST8-
IV/USA300 ha sido considerada como una situacién de alarma que requiere un exhaustivo
control*”®. Sin embargo, en nuestro estudio no detectamos el denominado clon Europeo,

274

correspondiente con la cepa PVL" ST80-IV-"". De hecho, en algunos paises europeos, como

Dinamarca o Irlanda, ha habido un importante incremento en cepas PVL" SARM-AC, debido

fundamentalmente a este clon®’ 2%,
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Del mismo modo, entre nuestros aislados detectamos dos tipos spa descritos hasta el
momento Unicamente en Alemania, el t1560 (CCS5) y el t2178 (CC22), pais de donde procede
el mayor porcentaje de turistas en Tenerife. Por lo tanto, estos aislados podrian haber sido
introducidos directamente por turistas alemanes en la isla. Esta hip6tesis se apoya en otros
estudios, donde se ha descrito un aumento de la diversidad de SARM-AC debido a la llegada

. L2683
de personas de paises extranjeros>***,

El aislado SARM perteneciente al nuevo tipo ST, el ST1434, pertenecié al CC72, el
cual se encuentra relacionado al CC8. De hecho, el tipo spa al que se unio, el t148, es un tipo
frecuentemente observado en cepas de este CC. Ademds, resulto ser el paso intermedio, hasta
ahora desconocido, entre el ST72 y el ST990, del cual solo se ha descrito un SASM en
Estados Unidos (Figura 2. 35).

T ST990

“%\ﬁs 2
/Ay

Figura 2. 35. Representacion mediante eBURST de la relacion entre el CC8 y el CC72. Marcado en rosa se
encuentra el nuevo ST, ST1434, intermediario genético entre el ST72 y el ST990.

El 24.20% de nuestros aislados SARM correspondieron con la cepa ST36-I1, la cual

ha sido detectada previamente en el HUNSC, como clon predominante durante algunos
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afios . Por este motivo, creemos que estos aislados no deben ser considerados SARM-AC,

sino SARM-CO, tal y como Salgado ef al. propusieron®®. El flujo de SARM entre el hospital

. . . .. 3
y la comunidad ya ha sido descrito con anterioridad'*®'*

, Y, en nuestro caso, éste podria
explicar la presencia entre nuestros aislados de esta cepa originalmente hospitalaria. Adema4s,

este flujo también explicaria el alto porcentaje de multirresistencia, aunque no el total, y el
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pico de infecciones detectado en personas mayores. Si bien la presencia de SARM-AH en la
comunidad estd bien documentada, ha sido propuesto que su expansién en ella, persona a
persona no es sencilla®®. Un ejemplo de ello lo observamos con el denominado clon Ibérico,
correspondiente con la cepa ST247-1IA, el cual ha sido detectado también en nuestro hospital.
De hecho, entre los afios 1998 y 2000 fue el clon predominante dentro del mismo, hasta que a
partir del afio 2001 el clon ST36-II lo desplazé como clon predominante en el ambiente
hospitalario'™®. La deteccién del ST36-1I en las muestras comunitarias de este estudio, pero no
del clon Ibérico, podria indicar que el primero posee mayor facilidad para expandirse,
colonizar y mantenerse en distintos ambientes. Lo mismo podria ocurrir con las cepas ST22-
IV, ST125-IVA y ST146-IVA detectadas también con anterioridad en el HUNSC”B, sin
embargo, en este caso no podemos discernir sus origenes, ya que han sido también
relacionadas con infecciones comunitarias. Una observacién con respecto al aislado PVL*
ST22-1IV, es que fue indistinguible mediante PFGE de los aislados PVL™ de la misma cepa,
mientras que el MLVA vy la tipificacion spa, ofrecieron datos con los que se consiguieron
diferenciar. Asi, aplicando el MLVA los PVL" ST22-IV se agruparon en el tipo c, mientras
que el PVL" quedé separado constituyendo el tipo i; de igual forma, mientras que la mayoria
de las cepas PVL™ ST22-1V presentaron el tipo spa t032, el portador del PVL mostr6 el tipo
t005. Esto demuestra la ventaja de emplear diferentes técnicas de tipificacion en los estudios

epidemioldgicos de S. aureus.

En general, como vemos en las Figura 2. 33 y Figura 2. 34, encontramos una gran
heterogeneidad entre nuestros aislados, con varios clones predominantes y algunos
esporddicos. Una observacion interesante es la variabilidad que presenta el grupo
correspondiente al CCS5, donde encontramos 2 STs distintos, 125 y 146, ambos SLV (del
inglés Single-Locus Variant) del ST5, asociados a una amplia variedad de perfiles de
susceptibilidad, PFGE, MLVA vy tipos spa. Sin embargo, dentro de este grupo han sido
descritos aislados portando SCCmec tipo 1, II, IV y IVA, indicando multiples adquisiciones de

este elemento’’, mientras que en este estudio se detecté SCCmecIV A de forma exclusiva.

Rotundamente, nuestros resultados indican que la identificacién de aislados SARM-
AC basada exclusivamente en los criterios del CDC, sobrestimé el nimero de aislados
seleccionados, ya que estos criterios incluyeron ademds aislados SARM-CO. Por lo tanto, la
informacién epidemioldgica no es suficiente para discriminar entre SARM hospitalarios y

comunitarios, corroborando los datos obtenidos por otros autores ' 2¢2%8, Ademas, en el afio
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2000 fue publicado un caso de infecciéon por un SARM-AH adquirido en el transcurso de las
primeras 4 horas tras su ingreso385, lo cual hace que pierda valor el criterio del CDC relativo a

las 72 horas de admision.

De acuerdo con David et al. 1a importancia de distinguir entre SARM hospitalarios y
comunitarios radica en la toma de decisiones sobre la terapia empirica que aplicar, ya que los
aislados de SARM-AC son probablemente mds sensibles a la clindamicina'*®. Sin embargo,
como se ha visto, entre nuestros aislados comunitarios, la frecuencia de deteccién de la
resistencia a este antibidtico fue alta, por lo que deberia ser descartado como tratamiento

285,390

empirico . Este hecho parece concordar con las observaciones previas de que las cepas

SARM-AC cada vez se estan pareciendo mds a las SARM-AH, y que, actualmente, ambos

tipos de cepas se encuentran circulando en ambos ambientes'****

. Ademas de esto, como se
ha expuesto en la introduccidn, se ha determinado que la colonizacién por SARM puede
persistir desde meses hasta afos, por lo que una infeccion se puede desarrollar en un ambiente
distinto a aquel en el que la bacteria fue inicialmente adquirida®®’. Por todas estas razones, y
para aplicar el tratamiento apropiado y prevenir las infecciones causadas por SARM, es
necesario que las guias de prevencion y control incluyan, al menos, la determinacién del
linaje genético, el perfil de susceptibilidad antimicrobiana y los genes pvl para cada aislado

clinico.
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2.6. CONCLUSIONES

Del presente capitulo se pueden extraer las siguientes conclusiones:

Los criterios del CDC admitidos en este momento, sobrestiman la poblacién de
SARM-AC, ya que incluyen aislados que se encuentran circulando en la

comunidad, pero que poseen un posible origen hospitalario.

Los aislados SARM recuperados de la comunidad de Tenerife se asocian mds
frecuentemente con infecciones de piel y tejidos blandos que con cualquier otro

tipo de infeccion.

Un alto porcentaje de los aislados SARM recuperados de nuestra comunidad son
multirresistentes, por lo que queda obsoleta la imagen de susceptibilidad que hasta

ahora se creia propia de este tipo de muestras.

El antibidtico ciprofloxacino debe descartarse como terapia empirica de
infecciones causadas por SARM comunitarios, debido al alto porcentaje de

resistencia a este antibidtico detectado en Tenerife.

Los aislados SARM que presentan resistencia a altos niveles de mupirocina
muestran dos comportamientos distintos, los cuales pueden identificarse por el
fenotipo mostrado en los experimentos con tiras E-test. En un fenotipo se observa
crecimiento en césped en toda la placa, mientras que en el otro, la bacteria crece

con dificultad, no llegando a cubrir la placa en su totalidad.
El gen ileS2 se expresa de manera constitutiva, en ausencia de la mupirocina.

Los niveles de expresion del gen ileS2 varian entre aislados, lo que, puede
relacionarse con los fenotipos de resistencia observados. Menores niveles de
expresion del gen se asocian a dificultad en el crecimiento en presencia de la
mupirocina, mientras que mayores niveles de expresion se asocian al fenotipo de

crecimiento en césped.

La toxina PVL ha sido detectada en baja frecuencia en nuestra comunidad, y su

presencia ha sido localizada en el sur de la isla, probablemente como resultado del

164

Caracterizacion de aislados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina adquiridos en la comunidad en la isla de Tenerife



10.

turismo o la inmigracién, por lo que esa zona deberia ser sometida a controles

exhaustivos para evitar la expansion de las cepas que la portan.

La cepa multirresistente ST36-SCCmecll, previamente detectada como
mayoritaria en el HUNSC, se encuentra ahora circulando en la comunidad,

confirmando con ello el flujo de aislados del hospital a la comunidad.

Los datos encontrados en este estudio no encajan con los esperados para muestras
SARM comunitarias, por lo que deben plantearse nuevas guias de prevencion y
control de las infecciones por SARM, teniendo en cuenta los resultados aqui
presentados. Para cada aislado clinico debe determinarse, al menos, el linaje

genético, el perfil de susceptibilidad antimicrobiana y la presencia de los genes

pvl.
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2.8. ANEXOS

2.8.1 Indice de abreviaturas

ACME: Arginine Catabolic Mobile Element

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: Acido desoxirribonucleico complementario

agr: Gen accesorio regulador o accessory gene regulator
arcC: Carbamato kinasa

ARN: Acido ribonucleico

ARNIr: Acido ribonucleico ribosémico

aroE: Shikimato deshidrogenasa

ATCC: Coleccion Americana de Cultivos Tipo o American Type Culture Collection
BHI: Brain Heart Infusion

BHIA: Brain Heart Infusion Agar

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

CC: Complejo Clonal o Clonal Complex

ccr: Chromosome cassette recombinase

CDC: Centro para el control y la prevencién de envermedades o Centers for Disease Control

and Prevention
CLSI: Clinical and Laboratory Standard Institute
CMI: Concentracién Minima Inhibitoria
Ct: Threshold Cycle

DEPC: Dietil-pirocarbonato
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DIG: Digoxigenina

DS: Desviacién estdndar

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
glpf: Glicerol kinasa

gmk: Guanilato kinasa

Hlg-y: Gamma-Hemolisina

HUNSC: Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria

IS: Secuencia de Insercion o Insertion Sequence

Kb: Kilobases

kDa: kilodalton

LB: Luria Bertani

Mb: Megabases

MLST: Multi-Locus Sequence Typing

MLVA: Multiple Locus Variable Number Tandem Repeat

MSCRAMM; Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules
NCBI: National Center for Biotechnology Information

NCTC: Coleccién Nacional de Cultivos Tipo o National Collection of Type Cultures
NIH: National Institutes of Health

orf: Pauta de lectura abierta u Open Reading Frame

pb: pares de bases

PBP: Proteina de union de la penicilina o Penicillin Binding Protein
PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa o Polymerase Chain Reaction
PEG: Polietilenglicol

PFGE: Electroforesis en campo pulsado o Pulsed-Field Gel Electrophoresis
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PMNs: Leucocitos Polimorfonucleares

pta: Fosfato acetiltransferasa

PVL: Leucocidina de Panton-Valentine o Panton-Valentine Leukocidin
r.p.m.: Revoluciones por minuto

RT-qPCR: PCR cuantitativa o en tiempo real

SAIV: S. aureus con resistencia Intermedia a la Vancomicina.

SaPI: Isla de Patogenicidad de S. aureus o S. aureus Pathogenicity Islands
SARM: S. aureus Resistente a Meticilina

SARM-AC: S. aureus Resistente a Meticilina Adquirido en la Comunidad
SARM-AH: S. aureus Resistente a Meticilina Adquirido en el Hospital
SARM-CO: S. aureus Resistente a Meticilina circulante en la comunidad

SARM-HACO: S. aureus Resistente a Meticilina circulante en la comunidad con origen

hospitalario.
SARV: §S. aureus Resistente a Vancomicina.
SASM: S. aureus Susceptible a Meticilina
SCC: Casete Cromosomico Estafilococal o Staphylococcal Cassette Chromosome
Sp. Coeficiente de Dice
SDS: Dodecilsulfatosédico
SSTI: Infecciones de piel y tejidos blandos o Skin and Soft Tissue Infections
ST: Tipo de Secuencia o Sequence Typing
TIR: Repeticiones Terminales Invertidas o Terminal Inverted Repeats
tpi: Triosa fosfatoisomerasa
UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
VNTR: Repeticiones en Tandem en Nuimero Variable o Variable Number Tandem Repeat

yqiL: Acetil coenzima A acetiltransferasa
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2.8.2 Tablas de cebadores

Tabla 2. 8. Secuencias de los cebadores empleados en la identificacién de SARM y en la deteccién del gen
ileS2.

Diana génica Nombre Secuencia nucleotidica (5°—3’) Amplicén (pb) Referencia
FemB1 TTACAGAGTTAACTGTTACC
femB 651 354
FemB2 ATACAAATCCAGCACGCTCT
MupAl TATATTATGCGATGGAAGGTTGG
ileS2 458 354

MupA2  AATAAAATCAGCTGGAAAGTGTTG

MecAl GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA
mecA 310 354
MecA2 CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA

Tabla 2. 9. Secuencias de los cebadores empleados para la amplificacion de los genes que codifican para las
toxinas PVL y Hlg-y.

Diana génica Nombre Secuencia nucleotidica (5°—3”) Amplicén (pb) Referencia

PVLb-F CCAAGAAGTTTTGTCCAGCA
pvl 560 Este estudio
PVLb-R TGCAACATCAGATTCCGATAA

Higl GTCAYAGAGTCCATAATGCATTTAA
hlg-y 535 Este grupo
Hlg2 CACCAAATGTATAGCCTAAAGTG

Tabla 2. 10. Cebadores empleados para la estrategia de PCR en tiempo real.

Diana génica Nombre Secuencia nucleotidica (5°—3’)  Amplicén (pb) Referencia

RT-mup.F CCGTTTGCTCAGCATCATTA
ileS2 106 Este estudio
RT-mup.R  AAAACCAGCCTCTCGTTTGA

RT-gmk.F TGCAAAGCAAGTTAGAAAGA
gmk 60 Este estudio
RT-gmk.R  CTTGGAGGTGCTAAGAAAAT
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Tabla 2. 11. Cebadores empleados para la determinacién del tipo estructural de SCCmec mediante PCR

mdltiple.
Diana génica Nombre Secuencia nucleotidica (5°—3”) Amplicon (pb) Referencia
pls CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC 9 39
kdp KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC »84 359
KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG
mecl MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC
MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC 20 39
dcs DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC
DCS R1 CTAAATCATAGCCATGACCG 2 39
pI258/Tn554 RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG
RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC 3 39
Tn554/orfX RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG
RIF5 R13 CGCTTTATCTGTATCTATCGC e 39
pUBI110 1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 181 359
pUB110 R1 GAGCCATAAACACCAATAGCC
pT181 1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 303 350
pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC
mecA MECA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 6 359
MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG
cerC ccrC F2 GTACTCGTTACAATGTTTGG
ccrCR2 ATAATGGCTTCATGCTTACC “w 300
ccrB ccrB F2 AGTTTCTCAGAATTCGAACG
ccrB R2 CCGATATAGAAWGGGTTAGC A 360
Region J1 SCCmecVIJ1F TTCTCCATTCTTGTTCATCC 377 360
SCCmecVIIR  AGAGACTACTGACTTAAGTGG
Region J1 SCCmeclIlJ1F CATTTGTGAAACACAGTACG 043 360
SCCmecIIIJR GTTATTGAGACTCCTAAAGC
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Tabla 2. 12. Cebadores empleados para la tipificacion de los aislados SARM mediante el MLVA.

Diana génica  Nombre Secuencia nucleotidica (5°—3”) Amplicon (pb) Referencia
CIfA-F GATTCTGACCCAGGTTCAGA
clfA Variable 366
CIfA-R CTGTATCTGGTAATGGTTCTTT
CIfB-F ATGGTGATTCAGCAGTAAATCC 366
clfB Variable
CIfB-R CATTATTTGGTGGTGTAACTCTT
SdrCDE-F  GTAACAATTACGGATCATGATG 366
SdrCDE Variable
SdrCDE-R TACCTGTTTCTGGTAATGCTTT
Spa-F AGCACCAAAAGAGGAAGACAA 366
Spa Variable
Spa-R GTTTAACGACATGTACTCCGT
Sspa-F ATCMATTTYGCMAAYGATGACCA 366
Sspa Variable

Sspa-R TTGTCTGAATTATTGTTATCGCC

Tabla 2. 13. Cebadores empleados para la tipificacién de los aislados SARM mediante la secuenciacion de la
proteina A.

Diana génica Nombre  Secuencia nucleotidica (5’—=3’)  Amplicon (pb) Referencia

1095F GATTCTGACCCAGGTTCAGA
spa 255 368
1517R° CTGTATCTGGTAATGGTTCTTT
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Tabla 2. 14. Cebadores empleados para la amplificacién por PCR y secuenciacién en el andlisis mediante
MLST.

Diana génica Nombre Secuencia nucleotidica (5°—3’) Amplicon (pb) Referencia

wreC arcC-up TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 570 363
arcC-dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG

. aroE-up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 536 -
aroE-dn  GGTGTTGTATTAATAACGATATC
glpf-up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 576

£ glpf-dn - TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC 303
gmk-up ATCGTTTTATCGGGACCATC 488

sk gmk-dn  TCATTAACTACAACGTAATCGTA 303
pta-up GTTAAAATCGTATTACTGAAGG 575

P pta-dn  GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA 303

i tpi-up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 475 363

tpi-dn ~ TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC

yqiL-up CAGCATACAGGACACCTATTGGC
yqiL 598 363
ygiL-dn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC
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