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. Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

AAC: Aminoglucésido acetil transferasas (AAC)

ANT: Aminoglucésido nucleotidil transferasas (ANT)

APH: Aminoglucésido O—fosfotransferasas (APH)

BORSA: Cepas bordeline S. aureus.

CA-MRSA: SARM asociado a la comunidad.

CANWARD:  Canadian Hospital Ward Antibiotic Resistance Surveillance.
CcC: Complejo clonal.

CDC: Center for Disease Control and Prevention.

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute.

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria.

COT.: Cirugia ortopédica y traumatologia.

EARSS: European Antimicrobial Resistance Surveillance System.
EPINE: Estudio de prevalencia de las infecciones nosocomiales en Espaia.
GISA: Cepas de Staphylococcus aureus con resistencia intermedia a glucopéptidos.
HA-MRSA: SARM asociado a cuidados sanitarios.

HLR: Resistencia de alto nivel.

HUC: Hospital Universitario de Canarias.

ILQ: Infeccién de localizacién quirdrgica.

LA-MRSA: SARM asociado al ganado.

LLR: Resistencia de bajo nivel.

MLSB: Macrélido-Lincosamida-Estreptogramina B.

MLST: Multilocus Sequence Typing.
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NHSN: National Healthcare Safety Network.

ORL: Otorrinolaringologia.

PBPs: Proteinas fijadoras de penicilina.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

PFGE: Electroforesis en campo pulsante.

PVL: Panton Valentine Leucocidina.

Qs: Quorum Sensing.

QRDR: (Quinolone Resistance-Determining Region).
SARM: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.
SASM: Staphylococcus aureus sensible a la meticilina.
SCCmec: Cassette cromosomico mec estafilocécico.

SCN: Staphylococcus coagulasa negativo.

SXT: Trimetropim-sulfametoxazol.

TSST-1: Toxina 1 del sindrome del shock téxico.

UcCl: Unidad de cuidados intensivos.

UcIC: Unidad de cuidados intensivos de coronaria.
UCIN: Unidad de cuidados intensivos neonatales.

UCIP: Unidad de cuidados intensivos pediatricos.

Ucsl: Unidad de cuidados semi intensivos.

URPA: Unidad de reanimacién post anestesia.

VISA: Staphylococcus aureus con resistencia intermedia a la Vancomicina.
VRSA: Staphylococcus aureus resistente a la Vancomicina.
VinCat: Programa de Vigilancia de las Infecciones Nosocomiales en los

Hospitales de Cataluna
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1. Staphylococcus aureus

Los miembros del género Staphylococcus son cocos gram positivos (0,5 a 1,5 pm
de didmetro) que aparecen de manera aislada o bien formando parejas, tétradas,
cadenas cortas y grupos a modo de racimos de uvas. Son bacterias inmoviles, ge-
neralmente catalasa positivos, no formadoras de esporas que a menudo no poseen
capsula o esta esincompleta y salvo raras excepciones son anaerobias facultativasyq.

El género Staphylococcus esta compuesto por 36 especies, de las cuales 16 se pue-
den aislar en el ser humanor;. Son bacterias ubicuas, que colonizan a un amplio
rango de mamiferos, incluyendo animales de compaiia (perros, gatos y caballos) y
animales de ganado (bovidos, cerdos y cabras), también colonizan a aves (pollos y
pavos). Estos animales pueden actuar como importantes reservorios para la colo-
nizacién en humanosy).

Solo unas pocas especies de estafilococos son patégenas en ausencia de circuns-
tancias predisponentes por parte del huésped, como inmunosupresiéon o presen-
cia de un cuerpo extrafo. Staphylococcus aureus (S. aureus) es la especie mas impor-
tante de todo el género en patologia infecciosa, ya que puede producir una amplia
variedad de enfermedades: desde infecciones cutdneas relativamente benignas
(foliculitis y forunculosis) hasta enfermedades graves y con un gran riesgo para el
paciente (osteomielitis, neumonia y endocarditis)(s).

La principal caracteristica que diferencia a S. aureus de las demds especies de esta-
filococos es la produccion del enzima coagulasa, que permite a la bacteria coagu-
lar el plasma. Las demas especies que no producen este enzima son Staphylococcus
coagulasa negativos (SCN) y de forma genérica se agrupan con esta denominacién
a todas las especies de Staphylococcus diferentes de S. aureus (coagulasa positivo).

Por otro lado, S. aureus presenta una capacidad Unica para desarrollar resistencias
a casi cualquier nuevo antibiético y produce enfermedades muy heterogéneas,
lo que refleja la extraordinaria capacidad que presenta este microorganismo para
adaptarse y sobrevivir en una gran diversidad de entornos. Este microorganismo
contiene numerosos fragmentos méviles de ADN exdégeno, como secuencias de
insercién, transposones, bacteriéfagos e islas de patogenicidad que contienen de-
terminantes especificos responsables de la enfermedad y de la resistencia antibio-
ticap4). Asi pues S. aureus ha constituido siempre un obstaculo para la terapia an-
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timicrobiana y ha desarrollado resistencia frente a todos los agentes terapéuticos

que han sido introducidos en los ultimos 50 anos.

Finalmente, se trata de un microorganismo tanto colonizador como patégeno. La
colonizacién proporciona un reservorio desde el cual S. aureus puede llegar a pro-
ducir una infeccién. Las fosas nasales son el principal nicho ecolégico, de forma
que aproximadamente el 20% de los individuos estan persistentemente coloni-
zados y el 60% de forma intermitenters;. Asimismo otras localizaciones pueden
estar colonizadas, incluyendo axilas y periné. El hecho de ser portador nasal eleva
el riesgo de infeccién en ciertas poblaciones, como en el caso de pacientes con
forunculosis recurrentes y pacientes sometidos a procedimientos médicos, como
hemodialisis o dialisis peritoneal prolongada o cirugiai_7;, ya que el estado de
portador nasal de S. aureus constituye una forma de persistencia y diseminacion de

estafilococos multirresistentess.

2. Factores de virulencia de S. agureus

El estudio genético y molecular de S. aureus ha revelado un gran nimero de adhe-
sinas de superficie que intervienen en la adherencia y colonizacién de los tejidos
diana, asi como enzimas y toxinas secretadas responsables de la invasion y de la
produccién de enfermedades como el sindrome de la piel escaldada del lactante
tras la colonizacién en piel y mucosas por una cepa toxigénica de S. aureus. Asi
pues esta bacteria presenta gran cantidad de factores virulencia que se pueden

clasificar en tres categoriaspq;:

+ Los involucrados en la adherencia a la célula huésped: proteinas de unién al

fibrindgeno, fibronectina, coldgeno y coagulasa.

« Los involucrados en la evasiéon de las defensas del huésped: superantige-
nos, enterotoxinas estafilocécicas y TSST-1 (Toxina 1 del sindrome del shock
toxico), Leucocidina de Panton-Valentine (PVL), Proteina A, lipasas y polisa-

caridos capsulares.

« Losinvolucrados en la invasion de la célula huésped y penetracion de los teji-

dos: hemolisinas a, 6, y.
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Analizando los factores de virulencia mas importantes encontramos:

Coagulasa, se trata de un enzima que se puede encontrar:

1. En forma unida al peptidoglucano de la bacteria, uniéndose a su vez a
la protrombina, transformando al fibrinégeno en fibrina insoluble, provo-
cando asi la aglomeracién de los estafilococos.

2. Enforma libre, que reacciona con el factor reactivo de la coagulasa presen-
te en el plasma dando lugar a un analogo a la trombina que reacciona con
el fibrindgeno formando el codagulo de fibrina. La importancia de la fibrina
es que este enzima forma una capa alrededor del absceso estafilocécico,
protegiendo a la bacteria de la fagocitosis.

Superantigenos, son proteinas que no activan el sistema inmunitario a través
del contacto normal entre células presentadoras de antigeno y linfocitos. Si
no que produce una liberacion masiva de citoquinas que induce a una res-
puesta inmunitaria excesiva con aparicion de shock endotéxico. Dentro de
este grupo se encuentran: las enterotoxinas estafilocécicas y la TSST-1.

Leucocidina de Panton-Valentine, se trata de una toxina citotéxica para mo-
nocitos, macréfagos y leucocitos polimorfonucleares del humano. Provoca un
aumento en la permeabilidad y eventualmente produce la lisis de la célula.
Fue descrita en 1932 por Panton y Valentine y es codificada por dos genes
IuKS'y IuKF. Su expresion es regulada por el sistema agry es codificada por el
fago movil OSLT, que puede transmitir la PVL a otras cepas. La lisis de los leu-
cocitos produce la liberacién de mediadores de la inflamacién, con una con-
secuente respuesta inflamatoria grave. Su expresidn se asocia con infecciones
de piel y tejidos blandos y con neumonia necrotizante.

Hemolisina a, se considera el prototipo de las citotoxinas formadoras de
poros, es citolitica para un gran numero de células entre las que se encuen-
tran monocitos, linfocitos, eritrocitos, plaquetas y células endoteliales. Una
vez es secretada por S. aureus se integra en la membrana de las células dia-
na, formando heptdmeros cilindricos que son capaces de lisar las células
eucariotas. Los poros que produce permiten la entrada y salida de iones y
moléculas pequenas que eventualmente producen la muerte de las células
nucleadas y lisis osmoética de los eritrocitos. La formacién de poros también
produce eventos secundarios que promueven el desarrollo de secuelas pa-
tologicas. Estos eventos incluyen la activacion de endonucleasas, exocito-
sis de plaquetas y liberaciéon de citoquinas y mediadores inflamatorios. La
produccién de tromboxano y prostaciclinas activa los mecanismos de vaso-

20
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constriccion. Ademas, al romper la integridad celular aumenta la permeabi-
lidad vascular. El efecto final en el hospedador es el edema pulmonar o sin-
drome de dificultad respiratoria.

- Hemolisina y, afecta a neutréfilos, macréfagos y a una gran variedad de eri-
trocitos de mamiferos. Se desconoce siinduce la liberacién de mediadores de
la inflamacion.

« Hemolisina §, es capaz de causar dafo en la membrana de un gran niumero
de células de mamiferos. El 97% de las cepas de S. aureus produce este tipo de
toxina y es capaz de hidrolizar eritrocitos y otras células, asi como estructu-
ras subcelulares rodeadas por membrana como esferoplastos y protoplastos.
Ademas presenta actividad dermonecroticary (g)-

Para una adecuada supervivencia e invasion del huésped, todo este sistema com-
plejo de factores de virulencia tiene que estar coordinado por un sistema de co-
municacion célula-célula que se conoce con el nombre de quorum sensing (QS).
El QS esta mediado por pequenas proteinas producidas por las bacterias que se
denominan autoinductores y que dependiendo de factores ambientales, pueden
activar un gran numero de genes incluyendo factores de virulencia. El sistema de
QS mas estudiado en Staphylococcus aureus se denomina regulador de genes acce-
sorios o agr. El locus agr fue el primer sistema regulador de dos componentes con
repercusién sobre los genes de virulencia descritos en S. aureus, funciona como un
control sensor del quorum que reacciona a la densidad bacteriana, permitiendo la
expresion diferencial de adhesinas de superficie durante la fase de crecimiento ex-
ponencial (densidad celular baja) y pasando a la expresién de exoproteinas duran-
te las fases de crecimiento postexponencial y estacionaria (densidad celular alta).
Asi pues, las bacterias en fase de crecimiento producen principalmente adhesinas
con el fin de conseguir una colonizacién tisular mientras que los microrganismos
ya instalados que forman poblaciones densas pasan a producir enzimas y toxinas
hidroliticas con el objetivo de alimentarse y de evitar las defensas del huéspedi.

3. Mecanismos de Resistencia antibidtica
de S. aureus

S. aureus presenta una gran habilidad para adaptarse rapidamente a la presién
antibidtica a través de la adquisicion de diferentes mecanismos de resistencia, que
se describen a continuacion:

21
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3.1.8-lactamicos
CARACTERISTICAS DEL ANTIMICROBIANO

Los B-lactamicos son antibidticos bactericidas tiempo dependiente que intervie-
nen durante la fase de crecimiento de la bacteria. Actian como un sustrato suicida
inhibiendo de manera irreversible las enzimas conocidas como proteinas de unién
de la penicilina (PBP), ya que presentan una estructura analoga al precursor de
peptidoglucano D-Ala-D-Ala produciendo una acetilaciéon del sitio activo de las
PBPs. Existen cuatro tipos de PBPs naturales: PBP1, PBP2, PBP3 y PBP4, siendo las
tres primeras esenciales para el crecimiento y supervivencia de la bacteria, exis-
tiendo una relacién directa entre la afinidad del f-lactdmico por las tres primeras
PBPs con la inhibicidn de la sintesis del peptidoglucano, el crecimiento de la bac-
teriay el desarrollo morfoldgico, resultando en la lisis bacteriana por induccién del

sistema de autolisis(g).
MECANISMOS DE RESISTENCIA A B-LACTAMICOS
a) Produccién de B-lactamasas

S.aureus tras la adquisicion del gen blaZ a través de plasmidos o trasposones
(Tn552)g) produce enzimas B-lactamasas de clase A (segun la clasificacion
de Ambler), capaces de inactivar f-lactamicos como penicilina, aminopeni-
cilina, carboxypenicilinas y ureidopenicilinas a través de la unién reversible
de estas con el anillo f-lactamico del antibidtico, gracias al centro activo del

enzima rico en serina presentando una estructura similar al de las PBPsjq;.

Sin embargo cefotaxima, oxacilina e imipenem son relativamente resistentes.
Las B-lactamasas pueden ser extracelulares o permanecer unidas a la mem-
brana citoplasmatica de la bacteria y la mayoria de las cepas sintetiza ambos
tipos. Los inhibidores de las -lactamasas son acido clavulanico, tazobactam y

sulbactam quienes restablecen la actividad de los B-lactamicosg;.

Existen cepas de S. aureus que presentan una disminucién de la sensibilidad a
oxacilina (Concentracion Minima Inhibitoria=2) por hiperproduccién de 3-lac-
tamasas debido a mutaciones del sistema regulador de expresion de 3-lacta-

masas, recibiendo el nombre de cepas bordeline S. aureus (BORSA)[q;.
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b) Modificacién de la diana PBP.

« Adquisicion de la PBP,, o PBP,

Se trata de un tipo adpicional de PBP que presenta muy baja afinidad por las pe-
nicilinas M (oxacilina, cloxacilina, nafcilina) y otros -lactamicos. Se encuentra
tanto en S. aureus como SCN y es capaz de continuar la sintesis de peptidoglu-

cano aun cuando las otras PBP estan inhibidas por estos antibioticosg;.

Esta proteina es codificada por el gen mecA, el cual forma parte de un ele-
mento genético mévil llamado cassette cromosdémico estafilococico (SCC-
mec) que se integra en el ADN cromosémico de la bacteria y su expresiéon
es inducida por la presencia de antibiéticos f-lactamicos: cuando estos an-
tibidticos estan presentes, la proteina MecR1 detecta su presencia por su
dominio extracelular y a continuacion el dominio intracitoplasmatico actua
como proteasa degradando a la proteina Mecl represora de la expresién del
gen mecA, por lo que se produce la sintesis de la proteina PBP,,(g). Las cepas
que presentan este tipo de resistencia reciben el nombre de S. aureus resis-
tente a meticilina (SARM).

« Modificaciones de las PBP

Este tipo de resistencia resulta de la modificacion de las PBPs enddgenas.
Las cepas que presentan este tipo de resistencia reciben el nombre de S.
aureus con modificacidn de la PBP (MODSA). Esta disminucién en la afinidad
se observa principalmente en la PBP; y PBP, y se caracterizan por expresar

bajo nivel de resistencia a la oxacilina (CMI de 1 a 4 ug/ml)q;.

3.2. Aminoglucésidos

CARACTERISTICAS DEL ANTIMICROBIANO

Se trata de antibioticos estables, hidrofilos, catidénicos y de rdpida accién bacteri-
cida. Para ello atraviesan la capa de peptidoglucano de una manera pasiva, rapida
y no especifica. Después cruzan la membrana citoplasmdtica por transporte activo
y se produce la consecuente acumulacién del aminoglucésido en el interior del
citoplasma y la unién a las proteinas ribosomales, dificultando el reconocimiento

de los codones e inhibiendo la sintesis de proteicar ).
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MECANISMOS DE RESISTENCIA A AMINOGLUCOSIDOS

Modificacion enzimatica: modificacion del aminoglucésido mediante enzimas intra-
celulares codificados por plasmidos o trasposones (Tn4001, Tn5404, Tn5405)g; impi-
diendo su unioén al ribosoma. Se han identificado tres tipos de enzimas inactivadores:

1. Aminoglucésido acetil transferasas (AAC): cataliza la acetilacion del grupo amino.

2. Aminoglucésido nucleotidil transferasas (ANT): cataliza la nucleotidilacion del
grupo hidroxilo.

3.Aminoglucésido O-fosfotransferasas (APH): cataliza la fosforilacién del
grupo hidroxilo.

El nivel de resistencia difiere segun el tipo de enzima (AAC y ANT confieren eleva-
do nivel de resistencia) y de la afinidad del enzima por el aminoglucésido, por lo
que la mera presencia del enzima puede no ser suficiente para producir resisten-
cia, observando una alteracién en la estructura del antibidtico, que conserva su
capacidad bacteriostatica pero pierde su capacidad bactericida.

En el género Staphylococcus se han distinguido cinco fenotipos:
1. Fenotipo sensible.

2.Fenotipo Sm (ANT(6)): confiere resistencia a estreptomicina y es debido a la
presencia del enzima ANT(6) o bien a una mutacion ribosémica.

3. Fenotipo KmNm (APH(3")) confiere resistencia de alto nivel a kanamicina y neo-
micina (es debido a la presencia del enzima APH(3")-Ill el cual modifica a estos
antibioticos), asi como a amikacina.

4. Fenotipo KmTm (ANT(4")): confiere resistencia de alto nivel a kanamicina y es-
pecialmente a tobramicina (es debido a la presencia del enzima ANT(4") el cual
modifica a estos antibioticos), asi como a amikacina y neomicina.

5. Fenotipo KmGmTm (AAC(6°)-APH(2")): confiere resistencia de alto nivel a ka-
namicina, tobramicina y gentamicina (es debido a la presencia del enzima bi-
funcional AAC(6")-APH(2"") y modifica a estos antibiéticos), asi como a amika-
cina y netilmicina.

Asimismo, debe considerarse la posibilidad de la combinacién de diferentes feno-
tipos; por tanto cada aminoglucésido puede ser afectado por varios enzimasy a su
vez un enzima puede modificar a mas de un aminoglucésidoy; ;.
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3.3. Fluorquinolonas

CARACTERISTICAS DEL ANTIMICROBIANO

En gram positivos las fluorquinolonas actian principalmente inhibiendo la enzima
topoisomerasa IV (sobre la subunidad ParC), responsable de la separacién del ADN
durante la replicacion. También pueden inhibir la enzima topoisomerasa ll, pero
teniendo un efecto mucho menor que en los gram negativosy; ;.

MECANISMOS DE RESISTENCIA A FLUORQUINOLONAS

Las bacterias gram positivas son resistentes a las quinolonas clasicas (acido nali-
dixico, acido pipemidico), no siendo asi en el caso de las fluorquinolonas, de he-
cho los estafilococos fueron los primeros gram positivos incluidos en el espectro
de las fluorquinolonas.

El mecanismo mas importante de resistencia en gram positivos es la modificacion
cromosomica del gen ParC, las mutaciones se originan en un area determinada
que recibe el nombre de QRDR (Quinolone Resistance-Determining Region) cau-
sando una menor afinidad de las quinolonas por el enzima topoisomerasa IV.

Asimismo, otros mecanismos de resistencia son las mutaciones en los genes que
codifican el enzima topoisomerasa Il (subunidad GyrA) y las mutaciones en el gen
norA responsable de la sobreexpresion de bombas de flujo de expulsién activa del
antibidtico desde el interior de la bacteriagyq;.

3.4. Glucopéptidos

CARACTERISTICAS DEL ANTIMICROBIANO

Inhibe la sintesis de peptidoglucano, concretamente evitando que el complejo di-
sacarido pentapéptido se separe del fosfolipido de membrana, inhibiendo asi la
elongaciéon del peptidoglicano. De esta forma los glucopéptidos no interactian
con los enzimas de biosintesis de la pared celular( ;.

a) S. aureus Vancomicina resistentes (VRSA):

Se caracteriza por cepas de S. aureus que presentan resistencia de alto nivel
tanto para vancomicina (CMI>16 pug/ml) como para teicoplanina (CMI>16
pg/ml), segun normas CLSI. La resistencia se debe a la adquisiciéon del ope-
rén VanA desde una cepa de Enterococcus spp. Este operdn codifica un enzi-
ma deshidrogenasa que transforma el piruvato a lactato y otra enzima ligasa
que permite la formaciéon de un ester entre D-Alanina y D-Lactato reempla-
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zando asi el dipéptido D-Ala-D-Ala por la molécula D-Ala-D-Lac, evitando
asi la union entre el complejo disacarido pentapéptido con el glucopéptido
y formando una capa de peptidoglucano alterada. Este tipo de resistencia
es muy rara, se descubri6 el primer aislamiento en EE.UU. en 2002[3;, don-
de se han declarado 11 casos desde su deteccidn hasta 2012[14. Recientes
publicaciones han documentado el hallazgo de dos aislamientos en la India
y en Irdn[y5_16]. En Europa, concretamente en Portugal ya se ha declarado el
primer caso en este ultimo anory7).

b) Cepas de S. aureus con reducida sensibilidad a glucopéptidos:

Inicialmente recibieron el nombre de cepas VISA, S. aureus Vancomicina in-
termedio (VISA), presentando una CMI frente vancomicina de 8 pug/ml, segun
normas CLSI. Posteriormente se observd que esta resistencia era cruzada con
teicoplanina, por lo que se le denominé cepas GISA S. aureus glucopéptido in-
termedio. Finalmente, también se han descrito cepas Hetero-VISA (CMI 2-4 ug/
ml) tratandose de cepas inicialmente sensibles a vancomicina pero que contie-
nen poblaciones vancomicina intermedio (CMI 6-8 pug/ml). Inicialmente fueron
detectadas en Europa en los anos 90, mas tarde se detectaron en Japdn. Actual-
mente representan cerca del 30% de los aislamientos SARM en Turquia, 10% en
Australia, 6% Israel y 0,7% Franciarsg).

Este tipo de cepas acumulan diferentes mecanismos de resistencia entre
los que destacangg):

- Engrosamiento de la pared celular.

« Hiperproduccién de precursores de peptidoglucano.

Figura 1. Hiperproduccién de precursores de peptidoglucano.

Frée D-alaryl-D-alanine containing Ligéd-linked
des of the an peptidoghcan

Fuente: Howden et al., 2010.
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3.5. Lipopéptidos
CARACTERISTICAS DEL ANTIMICROBIANO

Daptomicina es un lipopéptido con actividad bactericida frente gram positivos
incluyendo los estafilococos meticilina resistentes y la mayoria de las cepas resis-
tentes a glucopéptidos. Actia como una molécula amfipatica, insertdndose direc-
tamente dentro de la membrana citoplasmatica de las bacterias gram positivas,
mediante un proceso que es dependiente de la concentracion de calcio (Ca?*), pro-
duciendo una alteracién en la misma, posterior formacion de micelios y distorsién
de la citada membrana, ocasionando una despolarizacion de esta con la consi-
guiente lisis bacterianapg).

MECANISMOS DE RESISTENCIA A LIPOPEPTIDOS.

Mutaciones en tres genes mprF, yyfG y rpo RNA polimerasa, produciendose cam-
bios en la fluidez y carga de la membrana y por tanto una menor unién de la dap-
tomicina a la membranayg;.

3.6. Macrolidos, Lincosamidas y Estreptograminas (MLS)
CARACTERISTICAS DEL ANTIMICROBIANO

Macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas son antibioticos quimicamente di-
ferentes pero se clasifican en el mismo grupo por presentar un mecanismo de ac-
cion similar y presentar resistencia cruzada entre ellos. Concretamente bloquean
la subunidad 50S del ribosoma inhibiendo la sintesis de proteinasyq).

MECANISMOS DE RESISTENCIA A MLS

1. Cambios estructurales en la diana de accion:
La expresion del gen erm inducible o constitutiva causa la metilacion de la
adenina 2058 del RNAr 23S ribosomal, sitio de uniéon de MLS. La adquisicion
de estos genes es a través de plasmidos o trasposones (Tn1545,Tn551, Tn554,
Tn917) y causa resistencia cruzada entre estos tres antibiéticos.

2. Bombas de expulsion activa tipo ABC ( ATP-binding cassette):
Codificadas por el gen msr (A) transmitido por plasmidos.

3. Presencia de enzimas inactivantes de MLS como enzimas acetilasas codifica-
das por los genes vat y vgb transmitidos a través de plasmidos,q;.
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3.7. Oxazolidinonas
CARACTERISTICAS DEL ANTIMICROBIANO

Actualmente, la oxazolidinona utilizada en la practica clinica es el Linezolid. Actua
bloqueando la subunidad 50S del ribosoma inhibiendo la sintesis de proteinasy1;.

MECANISMOS DE RESISTENCIA A LINEZOLID

La resistencia permanece como un hecho esporadico sucedido principalmente en
EE.UU. y menos frecuentemente en Europa (Reino Unido, Alemania y Austria). Des-
tacando los siguientes mecanismos(1;:

1. Mutaciones ribosomales: concretamente en los nucleétidos G2447 y G2576 en
el RNAr 23S.

2. Metilacién ribosomal: por la expresion del gen cfr de localizacién plasmidica
que codifica un RNA metilasa el cual metila al nucleétido de adenina 2503 de
Adenina de RNAr23S y perturba la unién de cinco tipos de antibiéticos: feni-
coles, lincosamidas, linezolid, y estreptograminas.

3.8. Mupirocina
CARACTERISTICAS DEL ANTIMICROBIANO

Se trata de un antibidtico tépico derivado de la fermentaciéon de productos de-
rivados de Pseudomonas fluorescens. Actla inhibiendo al enzima Isoleucyl-tRNA
sintetasa y por tanto la sintesis de proteinas,y;.

MECANISMOS DE RESISTENCIA A MUPIROCINA

La resistencia de bajo nivel (CMI=4-246 pg/ml) (LLR) se debe a la alteracién del
enzima Isoleucyl-tRNA sintetasa debido a mutaciones en el gen cromosdémico
ilerp). La resistencia de alto nivel (CMI=512 pg/ml) (HLR) se debe a la transmision
mediante conjugacién plasmidica del gen mupA desde otras especies como Sta-
phylococcus epidermidis. Dicho gen codifica el enzima isoleucil-ARN-t sintetasa
modificadap,s-,5). Por otro lado, existen aislamientos que presentan resistencia de
bajo nivel a mupirocina (LLR) y sin embargo presentan el gen mupA. La explica-
cidn a este fendmeno es que en estos aislamientos el gen mupA se localiza en el
cromosoma y no en plasmidos. Otra posibilidad es la presencia de aislamientos
que contiene el gen mupA, pero son sensibles a la mupirocina, estos se deben a
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mutaciones en el gen mupA, por lo que se inactivan los productos de este gen.
Finalmente existen aislamientos con resistencia de alto nivel a mupirocina (HLR) y
sin embargo no presentan el gen mupA, sino el gen mupB que también se transmi-
te via plasmidicaq3) [26)-

4. Evolucion temporal de la resistencia
de S. aureus

A lo largo de la historia hemos observado como las infecciones por S. aureus au-
mentan y disminuyen siguiendo un patrén de diferentes ondas epidémicas, donde
se observa un aumento de casos en determinadas regiones y momentos(,7;. La ex-
plicacion a este fendmeno se desconoce, pero parece estar relacionado con la ex-
posicion a nuevos agentes antimicrobianos o cambios en algunos habitos de vida.

« Primera onda epidémica: durante los anos 50, un afo después de la introduc-
cion de la penicilina como tratamiento para las infecciones causadas por S.
aureus, aparecen las primeras cepas penicilina resistente, que posteriormente
se distribuyeron mundialmente.

« Segunda onda epidémica: durante los afios 60, tras la resistencia a la penicili-
na se introdujeron las cefalosporinas estables a penicilinasas y penicilinas se-
misintéticas. Entre estas estuvo la meticilina como antibiético de eleccion en
el tratamiento de S. aureus. Este antibiotico se introdujo en Europa en el aho
1959 y dos afos después se detect6é en Reino Unido la primera cepa SARM,
presentando posteriormente una diseminacién mundial.

+ Tercera onda epidémica: durante los afios 80 aparecieron las cepas de S. au-
reus productoras de una exotoxina codificada por el gen tst, responsable del
sindrome de Shock téxico entre mujeres jovenes usuarias de tampones du-
rante el periodo menstrual.

+ Cuarta onda epidémica: donde se observa un aumento de un nuevo lina-
je SARM llamado clon Ibérico (ST24-MRSA-I), llegando a presentar una
distribuciéon pandémica a nivel hospitalario. Otros clones ST22-MRSA-
IV (EMRSA-15), USA 100, USA 200 y ST36-MRSA-II (EMRSA-16) también
emergieron en el ambiente hospitalario causando un amplio numero de
infecciones nosocomiales.
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« Quinta onda epidémica: durante los afnos 90, comenzando en el este de Aus-
tralia tras el descubrimiento de los primeros casos de infeccién causada por
clones comunitarios de SARM denominados CA-MRSA. Inicialmente fueron
causadas por el clon USA 400, pero actualmente el clon ST8—-MRSA-IV (USA
300) es el responsable de la mayoria de las infecciones, mientras el clon USA
400 queda relegado a determinadas zonas de Alaska.

« Sexta onda epidémica: durante los afnos 2000, por brotes causados por clones
asociados al ganado denominados LA-MRSA, inicialmente identificados en
Europa pero que actualmente presentan una amplia distribucion mundialp,7;.

5. Epidemiologia de SARM

La epidemiologia de SARM ha cambiado a lo largo de los ultimos anos. El primer
aislamiento descrito en 1961 fue un clon SARM asociado a cuidados sanitarios
(HA-MRSA). Las infecciones causadas por los clones de esta categoria afectan pre-
dominantemente a individuos con comorbilidades y otros factores de riesgopg).
En los ultimos 20 afos se han notificado infecciones entre pacientes sanos causa-
das por otros clones pertenecientes a linajes genéticos diferentes a los anteriores,
denominados clones SARM comunitarios (CA-MRSA). Segun Klein et al., 2013,9;
existe un patrén estacional diferente en las tasas de infeccion causadas por ambos
tipos de clones, predominando en invierno las infecciones por HA-MRSA y en vera-
no las infecciones por CA-MRSA, siendo una posible explicacion el incremento del
uso antibidtico durante el invierno y la mayor sensibilidad de los clones CA-MRSA.

Desde 2003 se ha incrementado los casos de infeccion por nuevos clones SARM aso-
ciados al ganado (LA-MRSA); estos clones afectan principalmente a poblaciones que
mantienen un estrecho contacto con los animales, veterinarios y granjerossg;. Sin em-
bargo la incidencia global de las infecciones por SARM ha comenzado a disminuirz ;.

5.1. Cadena Epidemiolégica

5.1.1.Reservorio

Paciente y personal sanitario

S. aureus es un colonizador frecuente en humanos y el 20% de los colonizados lo
estan de forma persistente mientras que el resto lo estan intermitentemente(sg.
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Se localiza principalmente en fosas nasales[3,_33, sin embargo otras localizacio-
nes como faringe, perineo, piel y tracto gastrointestinal representan el 27% de
las colonizaciones(ss).

Animales

Asimismo, esta bacteria puede colonizar a otros mamiferos como terneros, caba-
llos y cerdos e incluso aves. La emergencia de las infecciones por clones LA-MRSA
en humanos es un claro ejemplo de la posible zoonosis(zp_31].

Ambiente

El reservorio ambiental tanto a nivel hospitalario como comunitario ha sido docu-
mentado por diferentes estudios que han descrito la obtencion de aislamientos
SARM tanto en superficies y utensilios de hogareszq}, como en el ambiente hospi-
talario (teclados de ordenador, uniformes, termémetros, fonendoscopios, otosco-
pios, etc.), reflejando asi la gran habilidad de la bacteria para sobrevivir a diferen-
tes condiciones adversasza.

5.1.2. Mecanismo de transmision

Ambito hospitalario

El principal mecanismo de transmisién es el contacto directo o indirecto a través
de las manos del personal sanitario colonizado de forma transitoria tras entrar en
contacto con un paciente colonizado y/o infectado, o con el entorno inmediato de
dicho paciente y posteriormente asistir a otro que inicialmente no estaba ni colo-
nizado ni infectado.

Ambito de la comunidad

En la comunidad esta transmision tiene lugar tanto en el dmbito familiar como en
cualquier otro en el que se produzcan contactos repetidos. Sin embargo las infeccio-
nes causadas por CA-MRSA a diferencia de las infecciones por HA-MRSA no suelen
ser precedidas por una previa colonizacién nasal, sino con el contacto piel-piel o con
fomites[zs;. Lo mismo ocurre con la transmision en el dmbito laboral donde la activi-
dad profesional (granjeros y veterinarios) exige un estrecho contacto con animales.

5.1.3. Huésped Susceptible

Cualquier persona sana o enferma es susceptible de colonizarse por SARM. Aque-
llos pacientes que presentan edades avanzadas, comorbilidades, estancias hospi-
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talarias prolongadas, reiteradas admisiones en el hospital y/o residen en centros
de asistencia sanitaria de larga estancia, presentan mayor probabilidad de coloni-
zarse por clones HA-MRSA[3¢). Sin embargo, en la ultima década numerosas comu-
nicaciones han descrito la existencia de infecciones por SARM cuyo origen no esta
relacionado con el hospital o con los cuidados sanitarios y son causadas por los
denominados clones CA-MRSA. En estos casos la infeccion no esta necesariamen-
te precedida por la colonizacién y afecta principalmente a jévenes adultos y nifios
produciéndose brotes en determinados grupos de poblacion como aborigenes,

reclusos, soldados, deportistas y guarderias(zz).

5.2 Factores de riesgo para la infeccion por SARM

Diferentes estudios han documentado como tanto las colonizaciones hospitalarias
como extrahospitalarias por SARM pueden incrementar el riesgo de padecer infec-
ciones posteriores por este microorganismo en diferentes localizacioneszg_40). La
colonizacién por SARM en fosa nasal es uno de los factores de riesgo mas importan-

tes para el posterior desarrollo de infeccién por este microorganismoja1].

De hecho se estima que la tasa de infeccion posterior en diferentes localizacio-
nes entre pacientes colonizados es del 30%;43;. Estudios previos han identificado
factores de riesgo para el desarrollo de colonizacién por SARM como abuso de
drogas via parenteral, hemodialisis, VIH, diabetess),1431y antibioterapia previa con
cefalosporinas y fluorquinolonass4-45;, mientras que el desarrollo de infecciones
por SARM se ha asociado a: prolongacién de la estancia hospitalaria, tratamiento

antibiotico, hospitalizaciones y cirugias previasss.

Sin embargo, los factores de riesgo para la adquisicion de infecciones por SARM
entre pacientes portadores nasales no han sido bien definidos. Diferentes auto-
res han establecido los siguientes: estancia hospitalaria superior o igual a 3 sema-
naspsy), residencia en un centro de asistencia sanitaria de larga estanciajay), tra-
tamiento previo con corticoides46) , desarrollo de ulceras de decubito después
del ingresopse), diabetes mellitus;47;, presencia de 3 o mas comorbilidadessg), ser
portador de sonda urinariajs7-4g), hospitalizaciones previasja7_sg), presencia de
vias centralesysg), historia previa de colonizacién o infeccién por SARMg 1471 Y la

presencia de tumores s6lidos43).
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6. Importancia de SARM

El primer clon SARM fue aislado en Reino Unido en 1961, dos afios después de la
introduccion de la meticilina en la practica clinica, siendo conocido como el clon
arcaico. Durante los anos siguientes se disemind a otros paises europeos presen-
tando finalmente una distribucion mundialj4g). Este tipo de resistencia implica la
resistencia intrinseca a todos los B—lactamicos, exceptuando a dos nuevas cefalos-
porinas ceftobiprol y ceftarolinajz;,[50;, aunque ya existen aislamientos con reduci-
da sensibilidad a ceftarolinagsq;.

La emergencia de SARM en el mundo supuso una gran reduccion en las alternati-
vas terapéuticas para el tratamiento de infecciones frecuentes tanto a nivel hos-
pitalario como comunitariop,;. Asimismo, su posterior propagacion y distribucion
mundial junto con su capacidad de adaptacion a las condiciones adversas, le
han llevado a ser uno de los microorganismos multirresistentes mas importan-
tes causantes de infecciones invasivas, suponiendo un aumento en las tasas de
mortalidad y un coste adicional en el sistema sanitario debido al incremento de
estancia hospitalaria que supone la infeccion por este microorganismo. De he-
cho, en Europa se estima sobre 1 millon de dias extras de hospitalizacién como
consecuencia de las infecciones por SARM suponiendo un coste adicional de 570
millones de délaresp,7).

Sin embargo, los ultimos informes recientes de programas de vigilancia de diferen-
tes zonas geograficas sugieren que ha habido un reciente descenso de las tasas de
incidencia de infecciones invasivas por SARM; por ejemplo, en EE.UU. las infeccio-
nes invasivas por SARM hospitalaria disminuyeron un 54% entre los afios 2005 y
2011, mientras que las infecciones comunitarias lo hicieron en un 5%s>).

En Europa, segun los datos aportados por la red de vigilancia de resistencia antimi-
crobiana europea en el afio 201253, la media del porcentaje de aislamientos SARM
causantes de infecciones invasivas disminuyé significativamente desde 23.2% en
2009 a 17.8% en 2012. Este ultimo estudio estima que Espaina se situa en el grupo
de paises Europeos EARSS, que presenta un porcentaje de SARM respecto al total
de aislamientos invasivos de S. aureus en torno al 10-25. Por otro lado, el estu-
dio de Prevalencia de la Infeccion nosocomial en Espafia del afo 2013 (EPINE)[s4),
confirma la importancia de SARM en nuestro pais, ya que S. aureus fue el segundo
patdgeno en frecuencia (8,71%) por detras de Escherichia coli (17,8%). Asimismo,
en el ano 2012, el porcentaje de SARM sobre el total de S. aureus en infecciéon no-
socomial se situd cerca del 42%, observandose un ligero descenso en relaciéon con
el porcentaje de afos previos.
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Figura 2. Porcentaje de SARM sobre el total de S. aureus en infeccién nosocomial.
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Por lo que, SARM continuda siendo un importante problema de salud publica ya
que continua tratdandose del patdégeno multirresistente dominante en las institu-
ciones sanitarias y en la comunidadyzy;.

7.Prevencion y control de SARM

Por primera vez desde 1961 la incidencia de las infecciones por SARM ha comenza-
do a disminuir, reflejando la efectividad de las diferentes estrategias actualmente
empleadas en la prevencion y control de SARM(3 ;.

7.1. Metodologia de la vigilancia del SARM

Vigilancia pasiva: es aquella que se basa en la deteccion de SARM a través de los
cultivos positivos en pacientes hospitalizados, solicitados por sospecha clinica e in-
formados por el laboratorio de Microbiologia. Este hecho significa que probable-
mente el paciente ya esté presentando una infeccion. Salgado & Farr(s5; analizaron
el porcentaje de pacientes colonizados al ingreso que presentaron cultivo positivo
en muestras clinicas durante su hospitalizacion, encontrando que solo el 15% de los
pacientes colonizados serian identificados por vigilancia pasiva. Este estudio mostré
que el 85% de pacientes colonizados no serian identificados mediante una vigilancia
pasiva, concluyendo asi que este tipo de vigilancia no es capaz de detectar un alto
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porcentaje de pacientes colonizados y estos permanecen en el hospital, aumentan-

do el riesgo de transmision intrahospitalaria de estas cepas resistentessg).

Vigilancia Activa: es aquella que se basa en la deteccién precoz del reservorio de
pacientes con colonizacién asintomatica mediante la busqueda activa a través de
la realizacion de cultivos de cribado. Este cribado se centra principalmente en de-
tectar pacientes portadores nasales de SARM, ya que de esta forma se identifican a
la mayoria de los pacientes colonizados, aunque se puede aumentar la sensibilidad
de deteccidn si se anaden cultivos de exudados de faringe, aspirado traqueal (en
pacientes intubados), piel perineal o perirectal. En algunos estudios las muestras
se obtienen en el momento de ingreso o traslado desde o hacia unidades deter-
minadas (p. ej., UCI) y otros realizan los cultivos de forma periddica, generalmente

semanal en unidades de alto riesgo.

La realizacion de cultivos de cribado se recomienda en todas las guias de control
de SARM, si bien la identificacion de pacientes o situaciones en las que deben
realizarse es motivo de debate(s7;. Asi pues la vigilancia activa puede realizarse de

Mmanera universal o selectiva.

En la primera se establece la busqueda de portador de SARM para todos los pa-
cientes en el momento de su ingreso en el hospital, sin embargo el apoyo logistico
y financiero hacen que su implantacion sea prohibitiva para muchos hospitales,
e incluso en aquellos lugares donde la prevalencia es baja supone un aislamien-
to innecesario de pacientes y un incremento de costes hospitalariofzs), ya que la
implantacion de un programa de vigilancia activa requiere de recursos adiciona-
les: personal para obtener y procesar las muestras, mecanismos para comunicar
los resultados, toma de decisiones, etc. En general en las guias se recomienda la
realizacién de la vigilancia activa en pacientes de alto riesgo de colonizacién (pre-
viamente colonizados, multiples ingresos, procedentes de hospitales o centros de
asistencia sanitaria de larga estancia con elevada prevalencia de SARM), asi como
el cribado universal al ingresar a unidades de alto riesgo (UCI), a los compafrieros

de habitacion de pacientes colonizados o infectados y en situaciones de brote(sy.

Los métodos de cribado se han visto mejorados tras la introduccién de métodos
moleculares de screening como la PCR, ya que permiten una rapida deteccion de
portadores. Sin embargo, su coste—eficacia limita su utilizacién en unidades de

alto riesgoyss).
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7.2. Medidas para el control de la Infeccion

7.2.1. Higiene de manos

La higiene de manos es la piedra angular del control de la infeccién nosocomial y
de los patégenos multirresistentes. La maxima recomendacién es la utilizacién de
soluciones alcohdlicas, ya que éstas ofrecen con respecto al lavado con jabones
antisépticos una mayor eficacia en la reduccion de la flora bacteriana transitoria,
mayor facilidad para su cumplimiento y mejor tolerancia. Debe recordarse que
cuando las manos estan visiblemente sucias debe realizarse el lavado de manos
con una solucion antisépticarsy).

7.2.2. Aislamiento de contacto

Los resultados de diversos estudios apuntan a la necesidad de separar fisicamente
a los pacientes infectados/colonizados de los que no lo estan. Las medidas de ais-
lamiento de contacto deben mantenerse mientras persista el estado de portador.
Puede realizarse un levantamiento de aislamiento tras obtener 3 tandas de culti-
vos de cribado negativas de todas las posibles localizaciones reservorio (fosas na-
sales, piel, ulceras, etc.), tras haber finalizado el tratamiento de descolonizacionsz).

7.2.3. Precauciones de contacto

Son fundamentales para evitar la contaminacién transitoria de las manos y
ropa que pueden comportarse como un vehiculo transmisor para pacientes y
el propio trabajador.

« Uso de guantes desechables: se recomiendan en todo contacto con el pa-
ciente colonizado o infectado por SARM o con el entorno del mismo. Deben
ser cambiados entre maniobras y retirados antes de salir de la habitacién. No
eximen del lavado de manos.

- Bata desechable de manga larga: para entrar en la habitacion del paciente co-
lonizado o infectado por SARM. Se desechara antes de salir de la habitacién.

« Mascarilla y otras medidas de gotas: se recomiendan solo cuando existan
riesgos de salpicaduras, de generacion de aerosoles y en casos de infec-
cion respiratoriags).
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7.2.4. Estrategias de descolonizacion

Aunque la descolonizacion rutinaria de pacientes colonizados no esta recomenda-
da, las estrategias de descolonizacion estan indicadas en determinadas poblacio-
nes de pacientes:

- Pacientes involucrados en la continua transmision en situaciones de brotes.

« Pacientes que van a ser sometidos a procedimientos quirdrgicos especial-
mente cirugia cardiaca y tordcica.

« Pacientes sometidos a procesos de dialisis.
« Pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos.
Entre las numerosas pautas utilizadas, la mupirocina nasal ha sido la mas eficaz.

Sin embargo, su utilizacion en el tratamiento de los pacientes colonizados por
SARM se ha visto comprometida por:

« Su utilizacién indiscriminada, repetida y prolongada con el consiguiente aumen-
to de las tasas de resistencia, por lo que se debe monitorizar la sensibilidad a la
mupirocina y disponer de alternativas terapéuticas para las cepas resistentes.

+ Los fracasos en pacientes con multiples localizaciones cutdneas, ya que es
Unicamente eficaz en aquellos que presentan una colonizacién exclusiva-
mente nasal.

+ Laaparicion de recaidas y recolonizaciones.

Diferentes autores han utilizado la combinacién de tratamiento tépico con mupi-
rocina nasal e higiene corporal con clorhexidina conjuntamente con la administra-
cién sistémica de antibidticos como trimetoprim-sulfametoxazol o combinacio-
nes que incluyen la rifampicina con doxiciclina. Los resultados de estos estudios
sugieren que los pacientes con colonizaciéon en multiples sitios pueden ser desco-
lonizados con dichas combinaciones tépicas y sistémicas, sin embargo no existe
suficiente evidencia cientifica.

La eficacia de la descolonizacién debe comprobarse mediante la negativizacion de
los cultivos de cribado, porque se puede producir una recolonizaciéon con la misma
cepa o la emergencia de la resistencia a mupirocina tras el tratamientos7;.
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7.2.5. Limpieza y desinfeccion del equipamiento y entorno del paciente

Como ya mencionamos anteriormente, S. aureus presenta una elevada capacidad
de sobrevivir en diferentes superficies, por lo que tanto pacientes como personal
sanitario pueden transmitir y adquirir SARM tras entrar en contacto con superficies
0 equipamiento contaminados. Una limpieza y desinfeccién adecuada pueden re-
ducir el riesgo de transmision de SARM;sg;.

8. Evoluciéon clonal de SARM e importancia
del Cassette Cromosomico Estafilocdocico

Para tratar de explicar el origen de SARM se han postulado dos teorias:

- Teoria de la evolucién monoclonal: por la que los clones SARM derivan de un
mismo clon antecesor S. aureus meticilina sensible (SAMS) que en un momen-
to determinado adquirié un cassette SCCmecsq;.

« Teoria de la evolucién multiclonal: por la que los clones SARM derivan de diferen-
tes clones antecesores de S. aureus meticilina sensible (SASM) que un momento
determinado adquirieron un cassette SCCmec por transmision horizontaljeg).

Varios estudios apoyan la teoria policlonal, asi como la introduccion del cassette
SCCmec al ADN cromosémico bacteriano en repetidas ocasiones a lo largo del tiem-
po a través de la transmision horizontal entre especies bacterianas diferentes, expli-
cando asi la presencia de linajes de SARM muy distantes entre sij49), (60-61]-

La aplicacion de la técnica Multilocus Sequence Typing (MLST) y del tipado del
cassette SCCmec a los aislamientos de SARM y de S. aureus meticilina sensibles de
colecciones internacionales, han revelado que la resistencia a meticilina emergié
principalmente de cinco complejos clonales (CC) o linajes filogenéticamente di-
ferentes de S. aureus: CC5, CC8, CC22, CC30 y CC45(47), sin embargo en los CC de
SAMS CC12, CC25, CC51y CC101 no se ha observado la aparicion de clones SARM,
por lo que existen linajes MSSA que presentan cierta resistencia a la integracién de
los cassettes SCCmecag). Por otro lado, diferentes estudios epidemiolégicos han
mostrado como la mayoria de las infecciones por SARM han sido causadas por
determinados clones SARM que se han diseminado rapidamente en el ambiente
hospitalario presentando una distribucion pandémica. Otros clones predominan
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en determinadas regiones geograficas y son clasificados como clones epidémicos,
mientras que otro grupo de clones se han recuperado en escasos pacientes tra-
tandose de aislamientos SARM esporadicos[g3_g4). Este hecho muestra como los
clones de amplia diseminacién son excelentes colonizadores y altamente transmi-
siblesigq] y su éxito epidemiol6gico probablemente se deba a la suma de factores
extrinsecos (medioambientales y asociados al hospedador) y factores intrinsecos
de la bacteria (genéticos)(ea;.

El modelo de la emergencia de SARM de Robinson & Enright[g,) propone que la
mayoria de los aislamientos SARM proceden de los cinco complejos clonales; de
hecho diferentes estudios apoyan que los aislamientos SARM esporadicos y comu-
nitarios también derivan de estos CC mayoritariosjgs). Sin embargo, existe contro-
versia al respectoes_g7].

8.1. Evolucion del Complejo Clonal 8

El Complejo Clonal 8 (CC8) es un linaje pandémico. Numerosos clones SARM se
han originado desde este CC, incluyendo tanto SARM de origen comunitario como
de origen asociado al cuidado sanitario[gg). Los ancestros de este CC fueron clones
ST8-MSSA que adquirieron diferentes cassettes SCCmec en repetidas ocasiones.
Los clones SARM mas representativos en este complejo son los que presentan las
secuencias tipo ST8, ST239, ST247 y ST250(¢(;, destacando el clon ST250-MRSA-I o
clon Arcaico que fue el primer SARM descrito y que hoy dia parece estar desapare-
cido aunque todavia se encuentra en Australia pero de una manera puntual. Algo
muy similar ha ocurrido con el clon ST247-MRSA-I, conocido como clon Ibérico
gue emergié en 1971 y hoy en dia su frecuencia de aislamiento se ha reducido
considerablemente; sin embargo se ha observado un aumento de su presencia en
lugares como Australia, Croacia, Republica Checa e Italiajgg.

Una serie de acontecimientos moleculares dieron lugar a la gran diversidad clonal
dentro de este complejo (Figura 3):

1. La mutacion puntual en un nucleétido en la secuencia del gen housekeeping
yqilL, dio lugar a la aparicion del clon ST250-MSSA. Este a su vez adquirio el
cassette SCCmec | y asi se origin6 el clon ST250-MRSA-I. Posteriormente este
sufrié otra mutacién puntual en un nucleétido en la secuencia del gen house-
keeping gmk (Guanilato kinasa) dando origen al clon ST247-MRSA-I, conoci-
do como clon Ibérico descrito por Sanches et al.jgo;
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2. La adquisicién del cassette SCCmec Il originé la sintesis del clon ST8-MRSA-II.

3. El proceso de recombinacion en el gen housekeeping arcC por el cual su-
cedi6 un intercambio de >200 pb entre clones ST8 y ST 30(¢5; junto con la
adquisicion del cassette SCCmec lll dio lugar a la aparicién del clon ST239-
MRSA-III, el cual corresponde con el clon Brasileno descrito por Aires de
Sousa & de Lencastre[;qg;. Asimismo este linaje incluye numerosos clones
como ST305-MRSA-IIl, ST246-MRSA-Ill, ST241-MRSA-IIl, ST240-MRSA-Ill y
ST313-MRSA-III.

4. La adquisiciéon del cassette SCCmec IV originé la sintesis del clon ST8S—-MRSA-IV.

Figura 3. Evolucién clonal de CC8.

ST250-MSSA / ST250-MRSA ST247-MRSA-I
< ‘ Clon -\rcmco - Clon Ibérico
<STS-MRSA-I[>
,_____ i < ST240-MRSA- ]]D

ST305-MRSA- I
<> —Cmnmr ) T Crmmen
Clon Brasilesio
l, \ <ST246 MRSA- III>

STS-MRSA-IV N N /
T
USA 300 < ST313-MRSA- III > \ ST241-MRSA- Q

8.2. Evolucion del Complejo Clonal 5

El Complejo Clonal 5 (CC5) es un linaje pandémico, numerosos clones SARM se han
originado desde este CC, incluyendo tanto SARM de origen comunitario como de
origen asociado al cuidado sanitariofgg). Los ancestros de este CC fueron clones
ST5-MSSA que adquirieron los cassettes SCCmec |, II, lll, IV en un mismo momento.

Una serie de acontecimientos moleculares dieron lugar a la gran diversidad clonal
dentro de este complejo (Figura 4):

+ La adquisiciéon del cassette SCCmec | originé la sintesis del clon ST5-MRSA-I.
conocido como clon Geraldine: se trata de un clon comunitario aislado prin-
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cipalmente en Francia. Asimismo este linaje incluye otros clones como son el
clon ST228-MRSA-I que se ha considerado estrictamente como SARM asocia-
do al cuidado sanitario.

La adquisicion del cassette SCCmec Il origind la sintesis del clon ST5-MRSA-II
o clon New York-Japan tratdndose de un clon pandémico. Asimismo este li-
naje incluye otros clones como son el clon ST225-MRSA-Ily ST231-MRSA-Il y
otros que posteriormente presentaron resistencia a glucopéptidos.

+ Laadquisicién del cassette SCCmec Ill originé la sintesis del clon ST5-MRSA-III.

« La adquisicion del cassette SCCmec IV originé la sintesis del clon ST5S-MRSA-
IV o clon Pediatrico, tratandose de un clon pandémico.

Figura 4. Evolucién clonal de CC5.
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8.3. Evolucion del Complejo Clonal 22, 30 v 45

Los Complejo Clonales 22(CC22), 30(CC30) y 45(CC45) representan linajes de SARM
menos diversificados que los CC5 y CC8.

cc22.
Los ancestros de este CC fueron clones ST22 MSSA que adquirieron el cassette
SCCmec IV. ST22-MRSA-IV es un clon pandémicoy se le conoce como EMRSA-15.
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Figura 5. Evolucion clonal de CC22.
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Los ancestros de este CC fueron clones ST30-MSSA que adquirieron el cassette
SCCmec IV y Il sucesivamente. Desde este CC se han originado tanto SARM de ori-
gen comunitario como de origen asociado al cuidado sanitarioeg;.

Figura 6. Evolucion clonal de CC30
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Los ancestros de este CC fueron clones ST45 MSSA que adquirieron el cassette
SCCmec IV y Il sucesivamente. La adquisiciéon del cassette SCCmec Il origind la sin-
tesis del clon ST45-MRSA-II, este clon se localiza en Norte América y algunas de
sus variantes presentan resistencia a Glucopéptidoseg.

Figura 7. Evolucion clonal de CC45.
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8.4. Cassette SCCmec

La insercion del elemento de SCCmec en el cromosoma de las cepas susceptibles
de S. aureus presenta un papel muy importante en la aparicion de los linajes de
estafilococos resistentes a la meticilina.

El SCCmec es un fragmento de ADN exdgeno (una isla gendmica de resistencia) que
se integra en el cromosoma del estafilococo en un Unico lugar (attBscc) situado cerca
del origen de replicacion, al final del extremos 3" del marco de lectura abierta orfX.

Sus limites estan marcados por repeticiones de pares de bases lo que permite su
integraciéon en el cromosoma bacteriano y se caracteriza por presentar los siguien-
tes elementosy1;:

« Complejo ccr: compuesto por los genes ccrA (que presenta los halotipos:
Al,A2, A3y A4), B (Que presenta los halotipos: B1, B2, B3y B4) y C. Su fun-
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cion es la de mediar la introduccién del cassettte en el cromosoma bacte-
rianoryz). En S. aureus se han identificado siete tipos de complejo ccr: tipo 1
(ccrA1B1), tipo 2 (ccrA2B2), tipo 3 (ccrA3B3), tipo 4 (ccrA4B4), tipo 5 (ccrC),
tipo 6 (ccrA1B6) y tipo 7 (ccrA1B3).

« Complejo del gen mec: formado por el gen mecA, sus genes reguladores
y las secuencias de insercion asociadas. Se distinguen cinco tipos que se
diferencian en los genes reguladores y en las secuencias de insercion.

« Regiones J: formada por elementos no esenciales para el cassette. Estas
regiones pueden llevar genes responsables de resistencias a antibiéticos
diferentes a los B—lactamicos que han sido transmitidos a través de plas-
midos o trasposones.

Se postula que los estafilococos ancestrales presentaban el gen mecA ya que ha-
bitaban en un entorno ambiental con presencia habitual de Penicillium spp. Mas
tarde, los clones descendientes se convirtieron en colonizadores de mucosas y piel
de mamiferos y perdieron dicho gen, probablemente por la protecciéon que les
ofrecia el sistema inmunitario de mamiferos;y;.

Hasta el momento se han descrito 11 tipos de SCCmec |, II, lll, IV (segun las diferen-
cias enlaregion J se diferencian; IVa, IVb, IVc, IVd, IVg, IVh, IVi, IVj), V, VIVII, VIII, IX, X,
XI. En la Tabla 1 se muestra el afio lugar y el autor que describié cada cassette(ys.

Tabla 1. Identificacion de cada tipo de cassette

<Cemec ORIGEN | AISLAMIENTO DESCRIPCION

I UK 1961 (Ito et al., 2001)[74]

Il Japén 1982 (Ito et al., 1999) 75

1] Nueva Zelanda 1985 (Ito etal., 2001)74)
IVa USA 1999 (Ma et al., 2002) 7¢)
IVb USA 1996 (Ma et al., 2002)(74]
IVc Japon (No se dispone) (Ito et al., 2003)77]
Ivd Japon 1982 (Ma et al., 2006)(7g;
IVg Corea 2003 (Kwon et al. 2005)79;
IVh Finlandia 2002 (Milheirico et al., 2007)g0;
Vi Suecia 1999 (Berglund et al., 2009)g1;
IVj Suecia 1990 (Berglund et al., 2009)s1;
Vv Australia 1999 (Ito et al., 2004)gy;
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Los cassettes SCCmec |, Il, lll, se caracterizan por presentar un gran tamano, por lo
que se distribuyen solo en determinados linajes SARMs7;. Ademas del gen mecA
presentan otros genes que codifican la resistencia a antimicrobianos no 3-lacta-
micos y se asocian a clones HA-MRSA, explicando asi el fenédmeno de multirresis-
tencia de las cepas nosocomiales[z7j [sg)-

Por otro lado los tipos de cassette SCCmec IV, V y VI se asocian a clones CA-MRSA
y se caracterizan por presentar solo el gen mecAy un tamano pequefio, por lo que
presentan mayor sensibilidad antibiética, movilidad y estan asociados con mayor
variedad de linajese7; [70], [72]- Sin embargo, los cassette SCCmec IV y V también
se encuentran en clones LA-MRSA[gg; y HA-MRSA, como por ejemplo; EMRSA-15
(ST22-MRSA-1V), ST217-MRSA-IV y ST125-MRSA-IV. Los casssettes VIl y VIII se
encuentran en clones HA-MRSA y CA-MRSA[9p_91]. LOs tipos de cassette SCCmec
IX'y X se asocian a clones LA-MRSA y estadn estrechamente relacionados con las
especies S. epidermidis y S. haemolyticus manifestando la posible transmisiéon ho-
rizontal del cassette entre especies y sugiriendo la probable emergencia de nue-
vos cassettes mediante este mecanismo de transmisionigg). Finalmente el cassette
SCCmec tipo Xl ha sido asociado a clones LA-MRSA y presenta el gen mecC, el cual
se caracteriza por presentar un nuevo alotipo de gen mecA y genes reguladores
mecl 'y mecR1, que no es detectado por las PCR actuales del gen mecA. Asimismo,
presenta regiones J muy diferentes a las descritas en otros cassettes SCCmecg7).
Por otro lado codifica una PBP,. que tiene la misma funcién que la PBP,,, pero
no es detectada mediante los ensayos actuales de aglutinacién frente PBP ;537 Y
presenta una mayor afinidad por oxacilina, por lo que se muestra como resistente
a cefoxitina pero con una Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) frente oxacilina
dentro del rango de sensibilidadgy;. Por otro lado, los cassettes SCCmec no son
exclusivos de SARM y estan presentes en diferentes estafilococos coagulasa nega-
tivos; estos ultimos pueden actuar como reservorios para la posterior transmision
horizontal y facilitar la aparicion de nuevos clones SARM(g7;. Finalmente, existen
SCC con estructura muy similar a la del SCCmec que no contienen el gen mecA,
pero si otros genes caracteristicos como genes capsulares de resistencia al acido
fusidico y operdn de resistencia a mercurio.

9. Clasificacion de SARM

Los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades de Atlanta CDC del
afno 200893, definen como Infeccién Asociada a Cuidados Sanitarios aquellas rela-
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cionadas con la presencia de un agente infeccioso o sus productos en asociaciéon
con la exposicidon a centros sanitarios, procedimientos o tratamientos e Infeccién
comunitaria como aquella que esta presente o incubandose en el momento del
ingreso, siempre y cuando no tenga relacion con la asistencia sanitaria.

Independientemente de estas definiciones, existe otro tipo de clasificacién que
diferencia los aislamientos SARM segun sus caracteristicas genéticas como: aisla-
mientos asociados a cuidados sanitarios (HA-MRSA), aislamientos asociados a la
comunidad (CA-MRSA) y aislamientos asociados al ganado (LA-MRSA).

9.1. SARM asociado a cuidados sanitarios (HA-MRSA)

Se trata de cepas de S. aureus resistentes a la meticilina causantes de las infeccio-
nes hospitalarias y de las asociadas a los cuidados sanitarios por SARM. Fueron
los primeros clones detectados y los responsables del gran aumento de SARM en
los hospitales durante los afios ochenta y noventa. Derivan en su mayoria de los
complejos clonales CC5, CC8, CC22, CC30 y CC45(94). Se caracterizan por ser por-
tadores de cassettes SCCmec de gran tamano (frecuentemente los tipos I, 1l y 1lI,
aunque también destaca el tipo 1V)(37] [90}, Fazén por la cual estos tipos de SCCmec
presentan menor movilidad y diseminacion y se restringen a unos determinados
linajes de SARM|47). Por otro lado los clones HA-MRSA al ser portadores de estos
cassettes suelen presentar multirresistencia antibidtica. Las infecciones causadas
suelen afectar a pacientes con factores de riesgo predisponentes tales como ciru-
gia, sondas urinarias permanentes, etc.eg]

9.2. SARM asociado a la comunidad (CA-MRSA)

Se trata de cepas de S. aureus resistentes a la meticilina causantes de las infeccio-
nes en individuos jovenes sin factores de riesgo, causando desde infecciones leves
de tejido blando como forunculos, hasta infecciones mas graves como fascitis ne-
crosante y neumonia necrotizante con una letalidad cercana al 75%gs5). Las infec-
ciones causadas por estos aislamientos emergieron en los afios 90 entre individuos
sanos pertenecientes a comunidades aborigenes de Australia y posteriormente en
1997 comenz6 a detectarse en EE.UU. presentando actualmente una gran impor-
tancia en esta region.

En cuanto a su origen difiere de los de HA-MRSA en que generalmente no perte-
nece a los mismos Complejos Clonales epidémicos, presentando un linaje diferen-
teres-e71, de hecho se postula que estos clones emergen cuando los clones preva-
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lentes locales de SAMS adquieren el cassette SCCmec explicando de este modo la
gran diversidad clonal de los CA-MRSA[95_9¢].

Las infecciones por estos clones son causadas mayoritariamente por los linajes ST1-
MRSA-IV (USA400), ST8-MRSA-IV (USA300), ST30-MRSA-IV, ST59-MRSA-IV y ST80-
MRSA-IV[e6). Se caracterizan por ser portadores de cassettes SCCmec de tipo IVy V, los
cuales presentan un tamafo pequefo y por tanto son mas facilmente transmisibles
por lo que se encuentran en un gran numero de linajes de SARMg77. Asimismo presen-
tan escasa resistencia antibiética a grupos no -lactamicos y suelen expresar la Leu-
cocidina de Panton-Valentine (PVL)g¢). Sin embargo esta caracteristica no es exclusiva
de ellos. En un estudio realizado en Grecia encontraron que el 72% de los aislamientos
CA-MRSA 'y un 23% de los aislamientos HA-MRSA eran PVL positivosg7;.

Los factores de riesgo para el desarrollo de CA-MRSA incluyen aquellos en los
que se produce un contacto estrecho con personas portadoras de CA-MRSA, por
ejemplo tener un miembro de la familia perteneciente a un pais con altas tasas de
prevalencia de CA-MRSA, permanecer en lugares multitudinarios, escasa higiene,
compartir objetos personales y realizar deportes de contacto, siendo el factor de
riesgo mas importante en muchos paises Europeos viajar a paises con altas tasas
de prevalencia de CA-MRSA[gs5. Estos clones suelen ser portadores de la PVL y
suelen ser sensibles a clindamicina, trimetropim-sulfametoxazol y tetraciclinas(z1;.

9.3. SARM asociado al ganado (LA-MRSA)

Se trata de cepas de S. aureus resistentes a la meticilina presentes en animales que
colonizan o infectan al ser humano mediante el contacto estrecho por la actividad
profesional. Aunque los animales se encuentran principalmente colonizados por
SARM, se han descrito infecciones por estas cepas en caballos y cerdos. El impacto
del reservorio de SARM en el ganado esta actualmente en estudio; se estima que cer-
ca del 23-38% de las personas que trabajan en contacto con cerdos y terneros SARM
positivos estan colonizados por este microorganismo, tratandose de una transmi-
sién zoonotica. En areas donde existe una alta prevalencia de este tipo de clones se
observa un continuo aporte desde el reservorio animal a los hospitales. De hecho
la transmisién nosocomial ya ha sido documentada, causando infecciones severas
tales como endocarditis, infeccion del tejido blando y neumonias asociadas a venti-
lacidnigs). Otra posible fuente es el consumo de carne contaminadaigs;.

La mayoria de estos clones pertenecen al CC398, aunque también se han detecta-
do en otros CC: CC5, CC9, CC30, y CC9719g ¥ suelen ser resistentes a tetraciclina, ya
que es un antibiotico ampliamente utilizado en ganaderiagg.
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9.4. SARM esporadico

La evolucion de los aislamientos SARM esporadicos, tal y como citamos anterior-
mente probablemente deriven de los cinco CC mayoritarios. Sin embargo su evo-
lucién, se puede clasificar dentro de cuatro grupos:

+ Aislamientos que filogenéticamente estan muy distantes de los aislamientos
epidémicos, presentando una mayor similitud a los aislamientos comunita-
rios como la presencia de cassette SCCmec IV oV, produccion de la toxina
PVL, perfil de resistencia limitado..., proponiendo su origen a partir de clones
comunitarios y su traslado al hospital sin conseguir una adaptacién suficiente
al medio hospitalariog;.

« Aislamientos que filogenéticamente estdan muy cercanos a los aislamientos
epidémicos pero que poseen distinto tipo de cassette SCCmec, siendo esta la
posible causa de su menor diseminacion.

+ Aislamientos descendientes de una Unica generacién de los aislamientos epi-
démicos pero que presentan diferente contenido en genes de resistencia por
ejemplo la ausencia de genes de resistencia frente amonios cuaternarios que
se usan como desinfectante en el ambiente hospitalario.

« Aislamientos que representan el paso intermedio entre el ancestro y la
cepa epidémica.

10. Epidemiologia molecular de SARM
a nivel mundial

La vigilancia de SARM en instituciones sanitarias se ha realizado de forma extensa en
Norte América y Europa, permitiendo la identificacién de nuevos clones CA-MRSA
y mas recientemente de clones LA-MRSA. Sin embargo, estas regiones cuentan con
menos de un tercio de la poblacién mundial por lo que no se conoce claramente la
epidemiologia de SARM[100;. Ademas, en solo dos décadas se han encontrado gran-
des cambios en estas regionesyg1;, siendo la inmigracién una posible causarygg.

10.1.Epidemiologia molecular en el Sudeste del Pacifico (Australia,

Nueva Zelanda y Polinesia)

Segun los datos aportados por el grupo Australiano de resistencia antimicrobia-
napo2, 103 Y €l Instituto de la Ciencia Ambiental y de Investigacion de Nueva Zelan-

47



/. Revision y Antecedentes

dagjo4), los patrones de resistencia de S. aureus han cambiado en la Gltima década
principalmente debido a la emergencia a nivel hospitalario de los clones CA-MRSA.
La proporcion de los aislamientos SARM entre los aislamientos de S. aureus a nivel
hospitalario se ha mantenido estable entre los afos 2005 (31.9%) y 2011 (30.3%).
Sin embargo, a pesar del predominio de los clones HA-MRSA destacando el clon
ST22-MRSA-IV (EMRSA-15), que se introdujo en los afios 2000 por la incorpora-
ciéon de sanitarios de otros paises al sistema de salud y el clon ST239-MRSA-III
que habia sido endémico en Australia desde 1970, hoy dia se observa la creciente
incorporacion al ambito hospitalario de clones CA-MRSA, que se caracterizan por
su gran diversidad debido al aislamiento geogréfico y a la presencia de diferentes
comunidades indigenas.

Destacan como clones CA-MRSA predominantes: ST93-MRSA-1V, ST30-MRSA-1V,
ST1-MRSA-IV, ST45-MRSA-1V, ST8—MRSA-IV (USA300) y ST5-MRSA-IV en Austra-
lia y ST5-MRSA-IV, ST30-MRSA-IV, ST8—-MRSA-IV (USA300), ST93-MRSA-IVy ST1-
MRSA-IV en Nueva Zelanda.

Varios de los clones CA-MRSA encontrados se caracterizan por la expresiéon de la
toxina de Panton-Valentine, hecho que no extrana si se tiene en cuenta que el 56%
de los aislamientos SAMS de esta region presentan esta caracteristicapygq].

10.2. Epidemiologia molecular en Africa Subsahariana

Debido a la falta de programas de Vigilancia de control de la infeccién y de infraes-
tructuras para la realizacion de estudios microbioldgicos en esta region, se descono-
ce la verdadera epidemiologia de SARM. Encontramos diferentes tasas de prevalen-
cia de SARM entre los aislamientos clinicos de S. aureus en funcién del pais analizado:
3% Ghana, 20% Nigeria, 45% Algeria, destacando la alta frecuencia (>55%) de SAMS
codificadores de la toxina de Panton-Valentine pertenecientes a los complejos clo-
nales CC1, CC15, CC30, CC121 and CC152;1¢5), postulando que probablemente sean
estos los ancestros de los actuales clones CA-MRSA[16) 0 bien actien como posi-
bles reservorios para la emergencia de clones PVL positivos[jqq).

10.3. Epidemiologia molecular en América Latina

Segun el Informe Anual 2008 de la Red de Monitorizacién/Vigilancia de la Resisten-
cia alos Antibioticos de la Organizacién Panamericana de Salud(o7), la prevalencia
de SARM entre los aislamientos clinicos de S. aureus difiere de unos paises a otros:
Argentina 45%, Panama 30%, Bolivia 61%, Guatemala 66%, Paraguay 40%, Ecuador
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33%, El Salvador 51%, Venezuela 29%, Honduras 27%, Nicaragua 52%, Uruguay
37%, Peru 72%, Republica Dominicana 29% y Cuba 53%.

Los clones HA-MRSA predominantes son ST5-MRSA-I (Clon Chileno/Cordobés) y
el clon ST239-MRSA-III (Clon Brasileno); sin embargo se observa un incremento
en la prevalencia de infecciones nosocomiales causadas por clones CA-MRSA des-
tacando el clon ST8-MRSA-IV (USA300), ST30-MRSA-IV y ST5-MRSA-IV[105-109]-

10.4. Epidemiologia molecular en Oriente Proximo

La proporcién de aislamientos SARM entre los aislamientos clinicos de S. aureus di-
fiere de unos paises a otros: Israel 35%i1 103, Gaza 45%s¢), Egipto y Chipre >50%111;
y lo mismo ocurre en su distribuciéon clonal. En Israel los clones mas comunes a ni-
vel hospitalario son ST228-MRSA-I (clon del sur de Alemania), ST5S-MRSA-II (New
York-Japan), ST45-MRSA-IV (Berlin), EMRSA-2/-6 y ST247-MRSA-I (Ibérico), no
destacando la presencia de clones CA-MRSA. Sin embargo en Jordania, Libano,
Egipto y Algeria destaca la alta prevalencia de clones CA-MRSA tipo ST80-MRSA-
IV, tanto en la comunidad como a nivel hospitalariogg.

10.5. Epidemiologia molecular en Asia
Asia del Este: Taiwan, Corea y Jap6n

Antes de 1980 los aislamientos SARM eran muy infrecuentes en esta region. Su in-
cidencia se increment6 notablemente en los siguientes 20 afos. Sin embargo, tan-
to en Japdn como en Taiwdn se ha observado una disminucién en los aislamientos
SARM con respecto a los aislamientos clinicos de S. aureus, representando el 68.8%
de los aislamientos en el ano 2000 a 55.9% en 2010 en Taiwan y el 71.6% en el afio
2001 al 41% en 2011 en Japén.

Por otro lado, Corea presenta la tasa mas elevada de aislamientos SARM, no mos-
trando una gran disminucién entre los asilamientos SARM con respecto a los aisla-
mientos clinicos de S. aureus obtenidos en los periodos 2006 (77.6%) a 2011 (73%).

Los clones predominantes en Taiwan y Corea fueron ST239-MRSA-IIl, ST241-
MRSA-IIl, ST5-MRSA-II, destacando la emergencia de los clones CA-MRSA ST59 y
ST72-MRSA-IV en cada pais como emergentes de causa de infeccién nosocomial.

En Japdn destaca el clon ST5-MRSA-Ilf117).
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Hong Kong y China

En China durante los anos 90 hasta principios de los afnos 2000 la tasa de los aisla-
mientos SARM entre los aislamientos clinicos de S. aureus, era relativamente baja
13-27,8%. Sin embargo a mediados de los 2000 se incrementé notablemente 50-

62%, para finalmente disminuir a una tasa del 45.8% en el afio 2011113

En Hong Kong durante los anos 90 hasta principios de los afios 2000 la tasa de
los aislamientos SARM entre los aislamientos de S. aureus fue del 73.8%. Posterior-
mente a mediados de los anos 2000 disminuyé al 56.8% para alcanzar finalmente
una tasa del 28% en el afio 2011. Los clones predominantes en Hong Kong fueron:
ST239-MRSA-IIl (77,1%), ST5-MRSA-II (15,5%) destacando la emergencia del clon
CA-MRSA ST45-MRSA-IV como causa de infeccion nosocomial. Mientras que en

China continua destacando el clon ST239-MRSA-III S. aureus|121-113]-
Sureste Asiatico

La tasa de aislamientos SARM entre los aislamientos clinicos de S. aureus en Fili-
pinas, Tailandia y Vietnam fue de 38.1%, 57% y 74.1% respectivamente durante
el periodo 2004-2006. Los clones predominantes difieren de unos paises a otros
destacando el clon ST239-MRSA-Ill en Singapur y el predominio de los clones CA-
MRSA ST22-MRSA-IV y ST4A5-MRSA-IV en el este de Asiafy17].

Sur de Asia

La tasa de aislamientos SARM entre los aislamientos clinicos de S. aureus en la India
en el ano 2009y 2011 se establecié de 41% y 45% respectivamente mediante dos
estudios multicéntricos y en Pakistan del 41.9% durante el periodo 2006-2008. En
ambos paises predomina el clon ST239-MRSA-Ill{112).

10.6. Epidemiologia molecular en EE.UU.

La tasa de aislamientos SARM en EE.UU. entre los aislamientos clinicos de S. aureus
durante 2011 se estima del 51%, presentando un valor minimo de 39% en la regién
del pacifico y un valor maximo del 60% en las regiones del sur este y centro de
EE.UU.. La distribucién clonal actual se caracteriza por un claro predominio (61%)
del clon USA 300, seguido por el (18%) clon USA100(114;.
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10.7. Epidemiologia molecular en Canada

Segun el estudio CANWARD la proporciéon de aislamientos SARM entre los ais-
lamientos clinicos de S. aureus en el periodo 2007 a 2011 fue del 23.3%, siendo
el 68.9% clones HA-MRSA y el 28.9% clones CA-MRSA. La distribucion clonal se
caracterizé por un predominio (58,1%) del clon USA100/800 seguido del clon
(22.1%) USA300. Aunque las cepas HA-MRSA continuan siendo las mas predomi-
nantes en el ambiente hospitalario, se observa un incremento en la prevalencia
de infecciones nosocomiales causadas por clones CA-MRSA destacando el clon
ST8-MRSA-IV (USA300)[115).

10.8. Epidemiologia molecular en Europa

En Europa segun los datos aportados por la red de vigilancia de resistencia antimi-
crobiana europea (EARSS) en el afo 2012;53), la media del porcentaje de aislamien-
tos SARM entre los aislamientos clinicos de S. aureus, disminuyé significativamente
desde 23.2% en 2009 a 17.8% en 2012. El rango observado en los porcentajes de
aislamientos SARM en el afo 2012 fue de 0.7% al 53.9%. La distribucién de paises
europeos por porcentajes de resistencia fue: < 1% Suecia, 1-5% Dinamarca, Fin-
landia, Islandia, Paises Bajos y Noruega, 5-10% Austria, Letonia y Estonia, 10-25%
Eslovenia, Bélgica, Bulgaria, Croacia, Republica Checa, Francia, Alemania, Hungria,
Irlanda, Luxemburgo, Reino Unido, Eslovaquia y Espafia, 25-50% Grecia, Italia, Mal-
tay Polonia y >50% Portugal y Rumaniayss;.

Figura 8. Distribucién de paises europeos por porcentajes de resistencia.
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En Europa la prevalencia de CA-MRSA es baja comparado con EE.UU. Sin embar-
go ésta incrementandose sobre todo en paises donde la incidencia de HA-MRSA
es baja como Dinamarca y Suecia donde se estima que representan sobre el 29-
56% de los aislamientos SARM[g5] [97]. ENn Polonia se observa un predominio del
clon ST239-MRSA-IIl'y ST247-MRSA-I116). En Croacia se observa un predominio
(78%) del clon ST111-MRSA-I}1177. En Grecia se observa un predominio (60.8%)
del clon ST239-MRSA-Ill, seguido (11.2%) del clon CA-MRSA ST80-MRSA-1Vg7].
En Italia predominan (57%) el clon ST228-MRSA-I, seguido por los clones ST22-
MRSA-IV (EMRSA-15) y ST8-MRSA-IV11g). En Portugal se observa un predominio
del clon EMRSA-15, mientras la prevalencia de aislamientos CA-MRSA permane-
ce baja (<3%)65].

10.9. Epidemiologia molecular en Espana

En Espafia SARM no fue un problema epidemiolégico hasta 1980. En 1981 Trallero
et al.p119;, informaron del primer brote de infecciones por SARM en el norte de la
Peninsula y posteriormente se diseminé ampliamente.

Durante el periodo 1986-2002, se observé un aumento de los aislamientos SARM
entre los aislamientos clinicos de S. aureus desde el 1,5% hasta el 31,2%. En 2006
este valor se situd en el 29,2%, marcando asi un punto de inflexiéon y rompiendo la
tendencia creciente observada desde 198610

Durante 1989 el clon Ibérico ST247-MRSA-I fue predominante. En el afo 2002, se-
gun el estudio de prevalencia multicéntrico de Cuevas et al., en el ano 2002[7;; el
43,3% de los aislamientos SARM pertenecieron al clon ST125-MRSA-IV, el 5,2% al
EMRSA-16, el 1,5% al clon ST247-MRSA-I (Ibérico), el 0,7% al clon ST-239-MRSA-
[l (Brasilefo); no se hallaron aislamientos del clon EMRSA-15. El SCCmec mas fre-
cuentemente encontrado fue el tipo IV representando el 68,7% de los aislamientos.
En el afo 2003 Vindel et al.[1,,) encontraron que el 50,3% de las infecciones noso-
comiales eran causadas por el clon ST125, mientras el SCCmec tipo IV representa-
ba el 86,7% de los aislamientos. Rodriguez-Bafio et al.[131 mediante un estudio
multicéntrico prospectivo realizado el mismo afo obtuvieron que el 71% de los
aislamientos SARM de adquisicion nosocomial y asociados a cuidados sanitarios
pertenecia al CC5. Otros clones detectados fueron EMRSA-16 (encontrado en las
Islas Canarias y Galicia) y EMRSA-15 (encontrado en Mallorca).

Los clones de SARM comunitarios detectados estaban relacionados con el
clon USA300.
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En el ano 2009 otro estudio realizado en el norte de Espafa en 16 hospitales duran-
te el periodo de Febrero a Mayo de 2009, obtuvieron que el CC mas frecuente fue
el CC5 (81,8%), seguido de CC8 (9,8%), CC22 (2,6%) y CC30 (1,5%). El clon predomi-
nante fue el ST125 (44,6%), seguido por ST8 (9,7%)124).

En cuanto a la distribucion clonal actualmente en Espana destaca el clon ST125-
MRSA-IV[124-125), mientras que la prevalencia de aislamientos CA-MRSA perma-
nece baja sobre el 5%1,6-127], destacando el clon ST8-MRSA-IVcy ST8-MRSA-IVa
(USA300)(37}.

10.10. Epidemiologia molecular de SARM en el HUC

En el Hospital Universitario de Canarias la presencia de SARM ha sido endémica
desde principios de los afos 90, alcanzando cifras de incidencia de infeccién por
SARM cercanas al 32%iq,g;. Paulatinamente se han ido introduciendo las precau-
ciones de contacto para aquellos pacientes portadores de SARM y medidas de
control de la infeccién nosocomial. Fruto de esta situacién y en colaboracion con
la Universidad de la Laguna, se elaboraron dos Tesis Doctorales que estudiaron
la epidemiologia de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina en el Hospital
Universitario de Canarias. Durante el periodo Enero 1997-Abril 2000 destaco el
clon Ibérico representando el 63% de los aislamientos, seguido del clon Pediatri-
co (10%)129). Posteriormente desde Mayo 2000 hasta Diciembre 2004 se observo
un cambio en el clon predominante; EMRSA-16 (65.21%) seguido de ST5-MRSA-
[l (Nueva York-Japonés) (10.72%), ST247-MRSA-I (Ibérico) (9.19%), ST5-MRSA-
IVA (Pediétrico) (8.32%) y EMRSA-15 (6.56%)[130;-

En el afo 2005 de 196 aislamientos de SARM se identificaron 54 clones, corres-
pondiendo 38 (70%) al clon EMRSA-16, 10 (19%) al clon EMRSA-15, 5 (9%) al
clon Pediatrico y 1 (2%) al clon New York-Japan. Por otro lado, en el ano 2006
de 152 aislamientos de SARM se identificaron 116 correspondiendo 45 (38%) al
clon EMRSA-16, 38 (33%) al clon Pediatrico, 30 (26%) al clon EMRSA-15, 2 (2%)
al clon New York-Japan y 1 (1%) al clon Ibérico. En 2007 de 182 aislamientos de
SARM se identificaron 94, correspondiendo 37 (39%) al clon EMRSA-15, 34 (36%)
al clon EMRSA-16, 23 (24%) al clon Pediatrico. Finalmente en 2008 se introdujo
en nuestro hospital un Sistema de Vigilancia Activa frente SARM lo que condujo
a su vez a la elaboracion de otra tesis Doctoral que estudio el impacto clinico y
epidemioldgico de la implantacién de este sistema durante el periodo Febre-
ro 2008-Agosto 2009(1,5;, donde se observé como el clon EMRSA-15 seguido
por el clon Pediatrico se convertian en los predominantes desplazando al clon
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EMRSA-16. La aparicion de estos cambios clonales hacen necesario continuar el
estudio epidemioldgico clonal y su repercusion clinica.

Figura 9. Representacion de la distribucién clonal en el HUC en los periodos comprendidos entre
Enero 1997 y Agosto 20009.
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Staphylococcus aureus meticilin resistente, es un microorganismo que por su pro-
pagacion y distribucion mundial, junto con su capacidad de adaptacion a las con-
diciones adversas, le han llevado a ser uno de los microorganismos multirresisten-
tes mas importantes causante de infecciones invasivas, suponiendo un aumento
en las tasas de mortalidad y un coste adicional en el sistema sanitario debido al in-
cremento de estancia hospitalaria que supone la infeccién por este microorganis-
mo. De hecho, en Europa se estima sobre 1 millén de dias extras de hospitalizacion
como consecuencia de las infecciones por SARM suponiendo un coste adicional de
570 millones de ddlaresp,7.

La epidemiologia de SARM ha cambiado a lo largo de los ultimos anos. El primer
aislamiento descrito en 1961 fue un clon SARM asociado a cuidados sanitarios
(HA-MRSA). Las infecciones causadas por los clones de esta categoria afectan pre-
dominantemente a individuos con comorbilidades y otros factores de riesgoyg).

En los ultimos 20 afios se han notificado infecciones causadas por otros clones
pertenecientes a linajes genéticos diferentes a los anteriores denominados clones
SARM comunitarios (CA-MRSA) y asociados al ganado (LA-MRSA) entre pacientes
sanos[gs], ademas en el panorama actual de la epidemiologia molecular de SARM
se observa una extensa diversidad genética entre los aislamientos esporadicos;igo;
y la emergencia de clones que contienen el cassette SCCmec Xlgy).

Diferentes estudios han documentado como tanto las colonizaciones hospitalarias
como extrahospitalarias por SARM pueden incrementar el riesgo de padecer in-
fecciones posteriores por este microorganismo en diferentes localizaciones[zg_4q).
La colonizacién por SARM en fosa nasal es uno de los factores de riesgo mas im-
portantes para el posterior desarrollo de infeccién por este microorganismoras;.
De hecho se estima que la tasa de infeccion posterior en diferentes localizaciones
entre pacientes colonizados es del 30%.

La Vigilancia Activa se basa en la deteccion precoz del reservorio de pacientes con
colonizacién asintomatica mediante la busqueda activa a través de la realizacién
de cultivos de cribado. Este cribado se centra principalmente en detectar pacien-
tes portadores nasales de SARM, ya que de esta forma se identifican a la mayoria
de los pacientes colonizados, aunque se puede aumentar la sensibilidad de detec-
cion si se anaden cultivos de exudados de faringe, aspirado traqueal (en pacientes
intubados), piel perineal o perirectal. En algunos estudios las muestras se obtienen
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en el momento de ingreso o traslado desde o hacia unidades determinadas (p. e;j.,
UCI) y otros realizan los cultivos de forma periddica, generalmente semanal en uni-
dades de alto riesgo. La realizacion de cultivos de cribado se recomienda en todas
las guias de control de SARM, si bien la identificacién de pacientes o situaciones en

las que deben realizarse es motivo de debates7.

En el Hospital Universitario de Canarias la presencia de SARM ha sido endémica
desde principios de los afios 90, alcanzando cifras de incidencia de infeccién por
SARM cercanas al 32%;,g). Paulatinamente se han ido introduciendo las precau-
ciones de contacto para aquellos pacientes portadores de SARM y medidas de

control de la infeccion nosocomial.

En la actualidad, aunque la prevalencia de estas cepas ha ido disminuyendo por
las medidas de vigilancia y control aplicadas en los centros sanitarios, sin embargo
sus caracteristicas de elevada multirresistencia a los antibidéticos, variabilidad ge-
nética, hacen que el estudio de estas cepas multirresistentes sea de gran interés en
salud publica y en el ambito hospitalario.

Asi pues los objetivos de nuestro trabajo han sido:

1. Describir las caracteristicas demograficas de los pacientes colonizados y/o in-
fectados por SARM y las caracteristicas epidemiolégicas y clinicas de los epi-
sodios SARM durante el periodo de estudio 2009-2010.

2. Identificar los aislamientos de SARM obtenidos mediante marcadores genoti-
picos y la aplicacion de técnicas moleculares de secuenciacion, para determi-
nar los clones circulantes en el HUC durante el periodo de estudio y analizar

el posible reemplazamiento clonal respecto a periodos anteriores.

3. Caracterizar aquellos clones en los que se detecta posterior desarrollo

de infeccion.

4. Valorar la aparicion y frecuencia de la infeccion comunitaria por CA-MRSA
durante el periodo de estudio y la presencia de cepas LA-MRSA en el am-

biente hospitalario.

5. Analizar la resistencia a mupirocina en los aislamientos SARM del HUC

y su evolucion.
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6. Analizar los diferentes patrones de resistencia antibidtica encontrados y esta-
blecer una relacion entre ellos y los principales clones SARM obtenidos.

7. Explorar la relaciéon clonal entre los aislamientos de SARM en aquellos pacien-
tes que sean portadores nasales y presenten aislamientos en muestra clinica.

8. Identificar posibles factores de riesgo entre portadores nasales para el poste-
rior desarrollo de Infecciéon/colonizaciéon por SARM.
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1. Contexto del estudio

1.1.Centro Hospitalario

El estudio ha sido realizado en el Hospital Universitario de Canarias (HUC), un hospital
terciario que cuenta con 761 camasy sirve como centro de referencia para el drea norte
de las islas de Tenerife y La Palma, atendiendo a una poblacion de 425.814 habitantes.

Dispone de catorce Servicios dentro del Area Médica, once Servicios dentro del
Area Quirurgica, un Area de Ginecologia y Obstétrica, un Area Pediatrica y Neona-
tal, asi como seis Unidades de Cuidados Intensivos (UCls) en funcién de las carac-
teristicas de los pacientes a los que atienden:

« UCI: Unidad de Cuidados Intensivos con 24 camas.

+ UCIC: Unidad de Cuidados Intensivos Coronarios con 12 camas.

« URPA: Unidad de Reanimacién post Anestesia con 4 camas.

« UCSI: Unidad de Cuidados Semi-Intensivos de adultos con 4 camas.
+ UCIN: Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales con 8 camas.

« UCIP: Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos con 4 camas.

1.2. Programa de Vigilancia Activa del HUC

El Hospital Universitario de Canarias desde Febrero de 2008 lleva a cabo un pro-
grama de Vigilancia Activa frente a SARM, segun el cual se realizan tomas de fosas
nasales para el cribado de SARM a todos los pacientes a su ingreso (exceptuando
aquellos ingresados en las plantas de hospitalizacion de Psiquiatria, Obstetricia
o Unidades Pediatricas) y en caso de obtener un resultado negativo se repite a la
semana en las Unidades de Cuidados Intensivos y al mes en las plantas de hospi-
talizacion si permanece ingresado. La metodologia que se sigue se puede resumir
en tres fases; inicialmente se realiza la toma de muestras de exudados nasales,
posteriormente estas muestras son cultivadas en el medio de cultivo cromogénico
especifico ChromID MRSA (bioMerieux, La Balme Les Grottes, France). Las colonias
sospechosas son analizadas por el sistema Vitek2 (bioMerieux, Vitek Systems, Ha-
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zelwood, Mo, USA), para obtener su identificacion bioquimica y resistencia antibio-
tica. Finalmente se comprueba la sensibilidad a Mupirocina empleando el método
de difusion en disco, tal y como describe Fuchs et al., 1990;31; utilizando un disco
de mupirocina de 5 pg. Considerando sensibles los aislamiento con un halo supe-
rior a 14 mm y resistentes a valores inferiores. En caso de mostrar resistencia se
analiza el tipo mediante la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) por E-test, tal y como describe Patel et al.[3;, considerando como aislamien-
tos de bajo nivel de resistencia a mupirocina (LLR) a aquellos que presentan CMI de
8 a 64 ug/mly alto nivel a aquellos que presentan CMI =512 pg/ml.

Ademas, en las muestras de exudado nasal procedentes de pacientes ingresados
en las UCIs (UCI, UCSI, URPA y UVI) se realiza la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) a tiempo real como método molecular para el screening de SARM.

Tanto a los portadores nasales de SARM como a aquellos pacientes con muestras
clinicas positivas a SARM, se les pauta un aislamiento de contacto y se instauran
diferentes medidas de control de la infeccién:

a) Tratamiento descolonizador con pomada mupirocina al 2% aplicada tdpica-
mente en las fosas nasales cada ocho horas durante 5 dias.

b) Banos con jabon antiséptico de Clorhexidina 4% durante 5 dias.

¢) Aislamiento de contacto mediante uso de guantes, batas desechables, habita-
ciones individuales o en cohortes y rigurosa higiene de manos, al tiempo que
se realiza un seguimiento estrecho de la evolucion del paciente hasta la negati-
vizaciéon de tres muestras semanales consecutivas o su alta hospitalaria.

Por otro lado, en caso de que los aislamientos en fosa nasal presenten resistencia a
mupirocina se realiza un cambio de tratamiento descolonizador por acido fusidico,
cada 8 horas durante 5 dias. Si una vez finalizado el tratamiento descolonizador
persiste o se detecta una nueva colonizacién nasal de SARM, se estudia de nuevo
la resistencia a mupirocina, con la finalidad de detectar la emergencia de resisten-
cia a mupirocina en clones inicialmente sensibles.

1.3. Cepario del Servicio de Microbiologia y Medicina Preventiva

Para la conservacién de cepas microbianas es necesario partir de un cultivo puro
(para evitar las contaminaciones), siendo la supervivencia del 80% de las bacterias
durante el tiempo de conservacién. Para ello empleamos el método de conserva-
cién por congelacion, por el que desde un cultivo puro de SARM se recogen varias
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colonias y se introducen en un criotubo, (tubo de plastico estéril resistente a la
congelacion de cierre hermético) que contiene una suspension al 15% de glicerol
(agente crioprotector no i6nico). Posteriormente estos se introducen en un conge-
lador que alcanza una temperatura de -80°C.

De este modo, todos los aislamientos de SARM (uno por localizacién y paciente)
procedentes de muestra clinica y exudado de fosa nasal se conservan en un cepa-
rio a -80°C, para estudios posteriores de epidemiologia molecular.

1.4. Fuentes de datos

Registros del Control de la Infeccion de SARM. En el drea de Medicina Preventiva,
existe una base de datos Excel, en la cual se recogen diferentes datos:

« Nombrey apellidos.

-+ Sexo.

- Edad.

« Numero de historia.

« Numero de episodio.

+ Muestra de aislamiento de SARM: muestra de exudado nasal y/o muestra clinica.

. Catalogacién del episodio SARM en colonizacién/infeccion segun los criterios
de los Centers for Disease Control and Prevention (CDC 2008)[93;.

« Servicio en el que el paciente estd ingresado en el momento del diagnéstico.
- Fecha de aislamiento de contacto.

+ Fechadeingreso.

« Fecha de alta.

 Fallecimiento.

« Resistencia a mupirocina en los aislamientos en fosa nasal.

Registro de resistencias de los aislamientos SARM. En el area de Medicina Preven-
tiva, existe una base de datos Excel donde se recogen los antibiogramas de cada
aislamiento SARM obtenidos mediante el sistema automatizado Vitek 2 (bioMe-
rieux, Vitek Systems, Hazelwood, Mo, USA).
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Registro de cepario de SARM. En el area de Biologia Molecular existe una base de
datos Excel donde se registran e identifican los aislamientos SARM de exudados
nasales y muestras clinicas que son conservados en el cepario del Servicio de Mi-
crobiologia y Medicina Preventiva.

Registro de la Historia clinica. Proporcionado por el sistema administrativo infor-
matico SAP, del Hospital Universitario de Canarias.

2. Diseno del estudio

Se ha realizado un estudio descriptivo retrospectivo de los factores asociados a
los pacientes infectados o colonizados por SARM diagnosticados en el servicio de
Microbiologia y Medicina Preventiva del HUC en un periodo de dos afios, asi como
de los antibiotipos y caracteristicas moleculares de las cepas de SARM aisladas.

Asimismo se ha realizado un estudio observacional de tipo casos y control para in-
tentar identificar factores de riesgo relacionados con el desarrollo de una infeccién
por SARM tras tratamiento nasal descolonizador.

2.1. Pacientes, periodo de estudio, episodios de SARM
y aislamientos SARM

En el estudio se incluyeron a todos los aislamientos de SARM obtenidos de pacien-
tes hospitalizados en el HUC desde el 1 de Enero de 2009 hasta 31 de Diciembre de
2010, obtenidos tanto a partir de las muestras clinicas como de los exudados de
fosa nasal realizados para el cribado del Sistema de Vigilancia Activa, en el Servicio
de Microbiologia y Medicina Preventiva.

Se definié episodio de SARM a toda colonizacion y/o infeccion detectada en un pa-
ciente durante su hospitalizacién, considerando como episodios diferentes a todas
aquellas colonizaciones o infecciones que ocurren en distintos pacientes o en un
mismo paciente siempre y cuando suceda:

« Eningresos diferentes, cuando en el primer ingreso se realizé levantamiento
de aislamiento o bien el tiempo transcurrido entre el primer y segundo ingre-
so fue superior a treinta dias.
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« En el mismo ingreso cuando previamente se levanté el aislamiento.

Se recuperd un aislamiento de SARM por cada episodio, excepto en los casos que
pertenecieran a localizaciones diferentes a la nasal, en cuyo caso se analizé el co-
rrespondiente a la primera muestra clinica.

2.2. Descripcion de la recogida de datos

2.2.1. Estudio descriptivo

De las bases de datos descritas anteriormente se recogioé la informacion corres-
pondiente para obtener las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacien-
tes, que se agruparon en las categorias siguientes:

- Datos demograficos de paciente: nombre y apellidos, sexo y edad y nimero
de historia clinica.

- Datos administrativos: servicio al que pertenecia el paciente en el momento
de la deteccién de SARM, fecha de ingreso, fecha de alta o éxitus.

« Clasificacién de las infecciones y colonizaciones por SARM segun criterios de
los CDC 2008[93;.

« Datos en relacion con el aislamiento de SARM: fecha de aislamiento, tipo de
muestra en la que se obtiene el primer aislamiento, tipo de muestra diferente
a fosa nasal en la que se obtiene un primer o segundo aislamiento. En caso
de tratarse de muestras de cribado nasal, se recogio la sensibilidad a mupi-
rocina. En todos los aislamientos (tanto de fosa nasal como muestra clinica)
se analizé su perfil de sensibilidad antibiética o antibiotipo a clindamicina,
eritromicina, rifampcina, tobramicina, gentamicina, clotrimazol, teicoplanina,
vancomicina y ademas se recogio la identificacién clonal de cada aislamiento.

2.2.2. Estudio de casos y controles

Para la seleccién de los casos y controles a partir del total de la muestra se siguie-
ron los siguientes criterios de inclusion:

Caso: paciente portador de SARM en fosa nasal ingresado durante al menos 5 dias,
que desarrolla infeccion o colonizacién por SARM en otra localizacion diferente a
la fosa nasal tras el inicio del tratamiento de descolonizacién.
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Control: paciente colonizado por SARM en fosa nasal durante un ingreso de al me-
nos 5 dias de duracién y que tras el inicio del tratamiento de descolonizacién no
desarrolla ni infeccién ni colonizacién por SARM en otra localizacién diferente a la
fosa nasal, habiéndolo comprobado mediante la existencia de cultivos de mues-

tras clinicas negativos a SARM.

De los pacientes que cumplieron los criterios de inclusién se recogieron ademas

de los anteriormente descritos, los siguientes datos:

- Datos administrativos: procedencia de un centro de atencién sanitaria de lar-

ga estancia.

+ Datos clinicos de interés: motivo de ingreso, empleo de catéter venoso cen-
tral, ventilacion mecanica, sonda vesical, cirugia durante el ingreso, lesién en
la piel (Ulceras por presion, Ulceras vasculares, quemaduras y psoriasis), enfer-
medad de base (diabetes, enfermedad respiratoria, enfermedad renal crénica,
enfermedad hepatobiliar), morbilidades (mas o menos de dos incluyendo el
motivo de ingreso) hospitalizaciones y cirugia durante el ano previo y aisla-

miento de SARM en fosa nasal durante un ingreso en el afio previo.

- Datos correspondientes a las medidas de control adoptadas tras el aislamien-
to del SARM: tiempo de seguimiento (dias), tipo de tratamiento descoloniza-

dor, demora en el tratamiento descolonizador.

- Datos en relacién con el aislamiento de SARM: emergencia de resistencia a

mupirocina en aquellos aislamientos inicialmente sensibles.

2.3. Calculo de Indicadores

Para la obtencion de los dias de estancia por ano y servicios se utilizaron las bases

de datos proporcionadas por el departamento de Auditoria Interna del HUC.

Para conocer las tasas de colonizacion nasal al ingreso y durante el mismo utiliza-

mos los siguientes indicadores:

« Prevalencia de colonizacién nasal total al ingreso:

N.c de colonizaciones extrahospitalarias en fosa nasal *100

N.° de pacientes ingresados
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Incidencia acumulada de colonizacién nasal total durante el ingreso:

N.° de colonizaciones extrahospitalarias en fosa nasal *100

N.c de pacientes ingresados

Para conocer la distribucién de los episodios de SARM en los diferentes Servicios
hospitalarios se utilizé el indicador de:

Incidencia acumulada de SARM en los diferentes Servicios hospitalarios:

N.° de episodios SARM en cada Servicio*100
N.° de pacientes en cada Servicio

Para conocer la relevancia clinica de los aislamientos SARM en muestra clinica uti-

lizamos los siguientes indicadores:

Prevalencia de colonizacion en muestra clinica total al ingreso:

N.c de colonizaciones extrahosp. en localizacién diferente a la fosa nasal*100

N.c de pacientes ingresados

Incidencia acumulada de colonizacion en muestra clinica total durante
el ingreso:

N.c de colonizaciones extrahosp. en localizacién diferente a la fosa nasal*100

N.° de pacientes ingresados

Densidad de Incidencia total de infeccién nosocomial durante el perio-
do de estudio:

N.c de episodios de infeccién por SARM nosocomial

o relacionada con la asistencia sanitaria*1000

Y de estancias hospitalarias

Densidad de Incidencia total de infeccién nosocomial durante el perio-
do 2009
N.c de episodios de infeccién por SARM nosocomial o

relacionada con la asistencia sanitaria en 2009 *1000

Y de estancias hospitalarias en 2009
Densidad de Incidencia total de infeccién nosocomial durante
el periodo 2010:

N.c de episodios de infeccién por SARM nosocomial o
relacionada con la asistencia sanitaria en 2010 *1000

Y de estancias hospitalarias en 2010
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« Densidad de Incidencia de infeccién nosocomial durante el periodo de estu-
dio por Servicios:
N.c de episodios de infeccién por SARM nosocomial o rela-
cionada con la asistencia sanitaria de cada servicio *1000

Y de estancias hospitalarias en cada servicio

« Densidad de Incidencia de bacteriemias hospitalarias por SARM:

N.c de bacteriemias nosocomiales *10000

Y de estancias hospitalarias

2.4. Metodologia para la identificacion clonal de SARM

2.4.1. Recuperacion de cepario

Tras el acceso al registro del cepario de SARM se descongelaron por orden numé-
rico una serie de 22 cepas dos veces por semana. Para ello las cepas seleccionadas
se mantenian a temperatura ambiente durante 5 minutos y se cultivaban en medio
Agar Sangre durante 24 horas a 37+2°C.

2.4.2. Técnicas moleculares de tipificacion

Para definir el nivel de relacién genética entre los aislamientos SARM obtenidos y
su posterior identificacién clonal realizamos las siguientes técnicas.

2.4.2.1. Electroforesis en corriente alterna o electroforesis de campo
pulsante (PFCE)

Esta técnica se divide en tres etapas:

Etapa 12: Lisis y Macrorrestriccion
1. A partir de cultivos puros en medios sélidos no selectivos, de no mas de 18-
24 horas de incubacion, inocular de una a tres colonias en caldo LB (Luria
Bertani) e incubar a 37°C durante 18-24 horas.

2. Determinar el inéculo del microorganismo mediante espectrofotometria: me-
dir la absorbancia a 540 nm de los tubos de caldo LB, para conocer la cantidad
de caldo con inéculo que hay que transferir a tubos de pico de 15 ml segun la
densidad 6ptica (D.O.) obtenida:

« 10 mlparaunaD.0.de 0.6a0.7.
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3

7 ml para una D.O. de 1.3.

5 ml para una D.O. mayor de 1.5.

. Centrifugar a 3.000 rpm durante 10 minutos.

4. Decantar el sobrenadante.

5

N

o

. Resuspender el sedimento en 4-5ml de PET IV (10mM Tris base; 1T M NaCl)

. Vortear.

Centrifugar 10 minutos a 3.000 rpm.
Decantar el sobrenadante y resuspenderlo en 1 ml de PET IV.

Preparar moldes de agarosa:

Limpiar los moldes de los insertos con agua y etanol y dejar secar.
Sellar los moldes por la parte inferior con cinta adhesiva.

Preparar agarosa de bajo punto de fusion (InCert agarose FMC Biopro-
ducts; EE.UU.) al 1,6%.

Dispensar en tubos eppendorfs 300 pl y mantener la solucion de agarosa
en un bloque térmico a 55°C.

Mezclar 300 ul del inéculo con el mismo volumen de agarosa de bajo pun-
to de fusion.

Rellenar los moldes para la solidificacién de la mezcla.

Dejar solidificar en la nevera durante 40-50 minutos

10. Lisis:

Una vez solidificados, los insertos se sumergieron en el tampdn de lisis |
(6 mM Tris HCl pH 7,6, T M NaCl, 100 mM EDTA pH 7.5, 0.2% deoxicolato
de sodio, 0.5% sarcosilato, 0.5% brij 58, lisozima 100 mg/ml, lisostafina 15
mg/ml, RNAsa 10 mg/ml)

Incubar durante 24 horas a 37+2°C.

Descantar la lisis | y anadir la solucién de lisis Il ( EDTA 0.5 M (pH 9-9.5);
sarcosilato 1%, proteinasa K 10 mg/ml).

Incubar a 50°C durante 48h.

11.Lavado de los bloques con una solucién TE (10 mM Tris—HCl pH 8.0, 0.1 mM

EDTA). Los lavados consisten en introducir los insertos en TE durante una hora,

esta operacion se repite tres veces.

68



IV. Material y Métodos

12. Macrorrestriccion del ADN gendmico, mediante la digestion del ADN con en-
zimas de restriccion:

« Numerar los eppendorfs que se van a utilizar.

« Depositar en su interior una porcion de un tamano similar de cada uno de
los insertos.

+ Preparar la soluciéon de restriccion: Por unidad hay que dispensar:
« 143 ul de agua estéril.

+ 20ul del tampdn especifico del enzima Smal o Apal (Promega™, Madi-
son, USA).

« 2ul de BSA a una concentracion de 10mg/ml.
+ Menos de un cuarto del inserto.

+ 30U de Smal o Apal (Promega™, Madison, USA), segun proceda.

13 Anadir 168 pl de la solucién de restriccién a cada uno de los tubos eppendorfs
que contienen el inserto correspondiente.

14.Incubar durante 16-18 horas a 30°C (Smal) o a 37°C (Apal).

En resumen, en esta etapa se consigue insertar una suspension de bacterias en
bloques de agarosa con el fin de proteger el ADN bacteriano. Posteriormente estos
bloques son sometidos a soluciones de lisis que se encargan de fluir a través del
gel de agarosa y producir la lisis bacteriana. Seguidamente se realizan lavados con
el fin de arrastrar fuera del bloque de agarosa restos celulares procedentes de la
lisis. Finalmente, se realiza la macrorrestriccion: para ello se selecciona el enzima
de restriccion mas adecuado en funcidon del contenido de Guanina (G) Citosina (C)
de la bacteria a analizar, eligiendo un enzima de restriccién rica en Adenina y Timi-
na en el caso de que la bacteria sea rica en Gy C ya que se trata de generar pocos
fragmentos de ADN y que estos sean de gran tamafno. De este modo se explora
todo el cromosoma bacteriano detectando la variabilidad existente tanto en los
lugares de restriccion, como los lugares situados entre los diferentes lugares de
restriccion (Figura 10).

Etapa 2: Electroforesis en campo pulsante (PFGE)

15. Preparacion del gel de agarosa al 1% en 0.5x TBE:

« Anadira 100 ml de TBE 0,5%, 1 g de agarosa y someter a temperatura
de ebullicién.

+ Dejar enfriar la solucién en agitacion durante 30 minutos.

+ Preparar el molde encajando la bandeja en el soporte.
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« Seleccionar el peine correspondiente a 15 pocillos y colocar consecutiva-
mente en cada uno de los dientes el inserto correspondiente.

+ Verter cuidadosamente la agarosa y esperar 30 minutos.

« Colocar en los extremos y en el centro los controles de peso molecular
adecuados que facilitan la comparacién entre patrones y la identificacion
de determinados fragmentos de ADN. El peso molecular utilizado es el
ADN de concatameros del fago lambda (Lambda ladder PFGE marker, Pro-
mega) que genera fragmentos entre 50 y 500kb en incrementos progresi-
vos de 50KB.

16. Colocacién en el sistema CHEFII (Clamped Homogeneous Electric Field
Electrophoresis).

« Preparar 3L de tampdn de electroforesis 0.5x TBE y verter en la cubeta de
electroforesis 2L aproximadamente.

« Poner en marcha el sistema de acuerdo con los siguientes parametros:
+ Bloque 1:5-15 pulsos (segundos) en 12 horas.
+ Bloque 2: 15-40 pulsos (segundos) en 12 horas.
+ Voltaje: 6V/cm.
« Temperatura: 14°C.
- Desmontar el molde que contiene el gel y depositarlo en la cubeta de PFGE.

« Conectar los electrodos y poner en marcha el sistema.

17. Extraccion del gel y tincion.

« Desprender el gel de la cubeta y sumergirlo en 500 ml de TBE 0.5x y 2.5 pl de
bromuro de etidio durante 20 minutos en agitacién a temperatura ambiente.

« Visualizar el gel en el transiluminador de luz ultravioleta y fotografiarlo.
Etapa 32: Interpretacion de los patrones de bandas obtenidos

A la hora de interpretar los patrones de PFGE, se examina la coleccion completa
de cepas a estudiar en busca de un patrén mas comun entre los aislamientos. A
continuacion todos los otros patrones se compararan con éste y a la vez entre si.

Para ello se utilizan los criterios de Tenover de 1995(13,] quien establecié que los
aislamientos con idénticos patrones de PFGE debian ser considerados como el
mismo clon, mientras que los que presentaban una o dos diferencias cromosé-
micas por 2 eventos genéticos probablemente representaban el mismo subtipo
clonal. Sin embargo los aislamientos que se diferenciaban en tres o mas diferen-
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cias cromosdémicas causadas por 3 0 mas eventos genéticos presentan una alta
probabilidad de pertenecer a clones diferentes. Asi pues es necesario contabilizar
el numero de fragmentos distintos de cada cepa con todas las demas, fragmento
a fragmento. En funcién del nimero de diferencias entre dos patrones clasificare-
mos a los aislamientos en:

- ldénticos. Cuando los dos aislamientos presentan el mismo numero de ban-
das y éstas tienen aparentemente el mismo tamano. En este caso ambos ais-
lamientos representan la misma cepa.

« Genéticamente relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones
pueden ser atribuidos a un evento genético independiente. Esto es debido
a que una diferencia cromosémica, en el mas desfavorable de los casos se
traduce en un maximo de tres diferencias entre los patrones de bandas de un
aislamiento y su ancestro.

« Posiblemente relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones
pueden ser atribuidos a dos eventos genéticos independientes y se puede
observar un maximo de seis diferencias entre los patrones de bandas (inser-
ciones o delecciones de ADN; o ganancia o pérdida de lugares de restriccion).
Aunque estos aislamientos puedan también corresponder a una linea evo-
lutiva comun, su relaciéon genética no es tan cercana y por tanto, es menos
probable su relacion epidemiolégica.

« No relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones son atribui-
bles a tres 0 mds eventos genéticos independientes, lo cual se traduce en
un numero de diferencias entre los patrones de bandas superior a 6. En este
caso interpretaremos que las dos cepas pertenecen a clones distintos, sin
relacion epidemioldgica.

2.4.2.2. Analisis del ADN por secuenciacion: Multilocus
Sequence Typing (MLST)

Cadaunodelos patrones de PFGE encontrados fue analizado por la técnica de “Mul-
tilocus Sequence Typing” (MLST) siguiendo el protocolo de Enright et al., 2002(¢0.
Esta técnica se basa en la secuenciacion del ADN de fragmentos internos de genes
considerados “housekeeping” que codifican enzimas metabdlicos no sometidos a
presion selectiva. Se analizan solo determinadas regiones especificas de esos ge-
nes ya que el resto del locus presenta un alto grado de conservacién.
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Para ello es necesario que previamente se realice la extraccion automatica del ADN
mediante el equipo Maxwell® 16 (Promega Corporation Madinson, USA).

Posteriormente debemos amplificar mediante la técnica PCR los fragmentos es-
pecificos de los siete genes housekeeping: Carbamato Kinasa (arcC), Shikimate de-
hidrogenasa (aroE), Glicerol kinasa (glpF), Guanilato kinasa (gmk), Fosfato acetil-
transferasa (pta), Trioseofosfato isomerasa (tpi), Acetil coenzima A acetiltransferasa
(ygiL). Utilizando los siguientes primers (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencia de primers utilizados en la PCR

GEN PRIMER SECUENCIA (5= 3)

arcC-Up | TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC

Carbamato Kinasa (arcC) | ;.c py | AGGTATCTGCTTCAATCAGCG

Shikimate dehidrogenasa aroE-Up | ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
(arokE) aroE-Dn | GGTGTTGTATTAATAACGATATC

glpF-Up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC

Glicerol kinasa (glpF) glpF-Dn | TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC

gmK-Up ATCGTTTTATCGGGACCATC

Guanilato kinasa (gmk) | gk pn | TCATTAACTACAACGTAATCGTA

Fosfato acetil- pta-Up | GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
transferasa (pta) pta-Dn | GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA

Trioseofosfato isomerasa tpi-Up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA

(tpi) tpi-Dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
Acetil coenzima A yqil -Up | CAGCATACAGGACACCTATTGGC
acetiltransferasa (yqil) yqil-Dn | CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

La PCR se realiza sobre 50 ul de volumen de reaccién constituido por:
« 0.5 pl de ADN cromosémico.
+ 0.5 pl de cada primer.
« 1 U de Tag DNA polimerasa (Qiagen , Crawley, United Kingdom)
+ 5ul de 10x buffer.

« 0.2mM deoxynucleotidos trifosfatos (Perkin—Elmer Applied Biosystems; Fos-
ter City, Calif.).
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La PCR fue realizada en un termociclador partiendo de un proceso de desnaturali-
zacién a 95°C, seguido de 30 ciclos de hibridacién a 55°C durante 1 minuto, exten-
sion a 72°C durante 1 minuto, nueva desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto
seguido de un paso de extensién final a 72°C durante 5 minutos. Los fragmen-
tos amplificados fueron purificados mediante electroforesis en agarosa y micro-
columnas de afinidad, cuantificados y sometidos a secuenciacion independiente
de ambas hebras por la técnica de extensién ciclica de iniciador en presencia de
deoxinucleotidos fluoresceinados. Los productos de la reaccion de secuenciacién
fueron purificados y analizados mediante electroforesis capilar con excitacién por
laser y asignacion automatica de bases (CEQ 2000 XL, Beckman). Tras secuenciar
los fragmentos internos de los genes esenciales, cada secuencia diferente de un
determinado gen se considera un alelo. La identificacién de cada uno de los 7
alelos genera un "perfil alélico" que consiste en una secuencia de 7 niumeros. Cada
perfil alélico define lo que se conoce como "tipo de secuencia" o "sequence type"
(ST). La aplicacion de un algoritmo matematico de agrupacién, concretamente el
método UPGMA, al conjunto de STs permite estimar las relaciones genéticas entre
cepas. Las secuencias obtenidas se analizaron en la pagina web http.//www.mlst.
ox.ac.uk para la obtencién de un perfil numérico que nos permitira reconocer los
clones con otros ya descritos internacionalmente y poder establecer un estudio
poblacional. Observando como patrones de PFGE idénticos o que bien difieren
de 2 a 5 bandas presentan idéntico MLST y otros patrones de PFGE con mas de 6
bandas diferentes que presentaban el mismo MLST debido probablemente a un
ancestro comun entre ambos clones ya que las variaciones dentro de los genes de
“housekeeping” son muy escasas.

2.4.2.3. Tipo de Cassette Cromosomico Estafilocdcico mec
(SCCmec typing)

El andlisis del entorno genético en el que se encuentra insertado el gen mecA
proporciona una importante informacion para determinar las posibles re-
laciones epidemioldgicas entre diferentes cepas. Tal y como anteriormente
mencionamos los cassettes SCCmec presentan una estructura compuesta por
los siguientes elementos;7q;:

« Complejo del gen mec, formado por el gen mecAy sus reguladores, responsa-
ble de la resistencia a meticilina.

« Complejo del gen ccr, que codifica recombinasas responsables de la movili-
dad del cassettte.
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« Regiones J (J1, J2 y J3), componentes no esenciales responsables de la resis-

tencia adicional a otros antibioticos

Por tanto, la estructura resumida del SCCmec seria J1-ccr-J2-mec-J3. Las diferen-
tes combinaciones entre las cuatro clases del complejo del gen mec (A - D) y los
tres alotipos del ccr (ccrA, ccrB, ccrC) definen los tipos de SCCmec. A cada uno de
los tipos y subtipos de los clones encontrados mediante PFGE, se les determino el
tipo del SCCmec basdandonos en el protocolo de PCR multiple de Milheirico C et al.
2007133}, para la determinacion de los cassettes SCCmec |, II, 11l IV, V, VI y en el de

Shore et al. 2011g7] para cassette XI.

« Determinacion de los cassettes SCCmec |, I, 1lI, IV, V, VI
Los primers que se utilizaron se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Primers utilizados en la PCR multiple y region del SCCmec amplificada.

ESPECIFICIDAD DEL

PRIMER SECUENCIA (5~ 37) PRIMER
(TIPO SCCmec, REGION)

CIF2 F2 TTC GAG TTG CTG ATG AAG AAG G ! redion )1
CIF2 R2 ATT TAC CAC AAG ACT ACC AGC €9
ccCF2 GTACTCGTTACAATGTTTGG V cor complex
ccCR2 ATAATGGCTTCATGCTTACC ' P
RIF5 F10 TTCTTA AGT ACA CGC TGA ATC G il reqion 13
RIF5 R13 GTC ACA GTA ATT CCATCA ATG C ' Te9
SCCmecV J1F TTCTCCATTCTTGTTCATCC V reaisn i1
SCCmecV J1R AGAGACTACTGACTTAAGTGG ' T€9
dcs F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC | |\ (v o
dcs R1 CTA AAT CAT AGC CATGACCG | "1V YVl Teg
ccrB2 F2 AGTTTCTCAGAATTCGAACG v V. cer complex
ccrB2 R2 CCGATATAGAAWGGGTTAGC o U P
kdp F1 AAT CAT CTG CCATTG GTG ATG C I reqion )1
kdp R1 CGA ATG AAG TGA AAG AAA GTG G ' Te9
SCCmec Il J1°F CATTTGTGAAACACAGTACG il reaién J1
SCCmec Il J1 R GTTATTGAGACTCCTAAAGC ' 1e9
mecl P2 ATC AAG ACTTGC ATT CAG GC II'y 1ll, mec complex
mecl P3 GCG GTTTCA ATT CACTTGTC
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Preparacion de las muestras y extraccion del ADN cromoséomico

1. Anadir 200 pl de suspensién de 4-5 colonias SARM en salino en un eppen-
dorf de 1,5 ml (en campana de flujo).

2. Anadir 200 pl de Buffer de Lisis en el eppendorfy 20 ul de Proteinasa K.
3. Incubar 10 minutos a 56°C para completar la lisis celular.

4. Mientras se hace la lisis, se prepara el cartucho de extraccion Maxwell® 16
viral Total Nucleic Acid purification Kit (Promega™, Madison, USA) y el eppen-
dorf de eluido con 50 ul de Nuclease free water.

5. Pasados los 10 minutos de lisis, se pipetea todo el volumen (420 pl) en la pri-
mera posicidn del cartucho.

6. Programar el equipo de extraccion y colocar la cubeta en el extractor e iniciar
la extraccidon automatica Maxwell®16 (Promega™, Madison, USA).

Amplificacion
1. Colocar el nimero necesario de eppendrof para PCR en un bloque de enfriamiento.

2. Preparar el Master Mix para para 1 reaccién:
a. 29,5 ul agua destilada.
b. 5 ul PCR buffer con Mg.
c. 0,5ul2,5mM dNTPs.
d. 1 ulTaq.

e. 0,5 pl cada primer.
Anadir a cada eppendorf para PCR 45 ul del Master Mix
3. Anadir 5 ul del DNA correspondiente.

4. Amplificar en el termociclador: 94°C 5 minutos; (94°C 1 min/53°C 1 min/72°C
1 min) x 35 ciclos; 72°C 10 min; 4°C indefinido.

Electroforesis
1. Llenar la cubeta de electroforesis con tampdn TBE 1x (A partir de 100 mL TBE

5x en 400 mL agua).
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2. Preparar gel de agarosa al 2% en TBE 1x (1 g agarosa en 50 mI TBE 1xy 0,5 pl

bromuro etidio).

3. Colocar la agarosa en el soporte con el peine de pocillos anchos correspon-

diente para el nUmero de muestras a estudiar y dejar solidificar.

4. Sacar el peine y colocar el gel dentro de la cubeta de electroforesis.

5. Anadir 10 pl de la muestra amplificada con colorante de carga en cada pocillo

(8 ul amplificado mas 2 ul colorante).

6. Anadir 6 ul de marcador molecular en el pocillo correspondiente.

7. Conectar los electrodos. El gradiente es del polo negativo al positivo.

8. Visualizar el gel en el transiluminador de luz ultravioleta y fotografiarlo.

Obtencion y expresion de los resultados

En la visualizacion del gel comparamos las bandas correspondiente a cada locus

con las bandas del peso molecular, de esta forma identificamos cuantas bandas

se observan, que peso molecular poseen y que secuencia amplificada del SCCmec

representa. Gracias a la especificidad de estas secuencias, tal y como se explica en

la Tabla 4. identificamos el tipo de SCCmec correspondiente.

Tabla 4. Identificacion del cassette SCCmec en funcién del tipo de banda y su peso molecular que
aparece en el gel.

PRIMER Cif2 RIF5 ccrC dcs SCCmecV | kdp | ccrB2 | Mecl | SCCmeclll
SCCmecl 495 342
SCCmec I 342 284 311 209
SCCmec lll 414 209 243
SCCmec IV 342 311
SCCmecV 449 377
SCCmec VI 342
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- Determinacion del cassette SCCmec X

La técnica PCR fue realizada en el Centro Nacional de Microbiologia Instituto Car-
los Ill, siguiendo el protocolo de Shore et al.[g7}, por el cual se realizé la amplifica-
cion de las secuencias que codifican al complejo ccr identificando a los alotipos
ccrA1 y ccrB3 y al gen mecA modificado “mecC”, utilizando los siguientes primers
y la DNA polimeras GoTaq DNA polymerase (Promega Corporation, Madison, WI),
utilizando el kit Expand Long Expand Template PCR System (Roche Diagnostics,
Inc.) y siguiendo especificaciones del fabricante. Posteriormente se realiz6 la elec-
troforesis de los productos de PCR en gel de agarosa y finalemte se visualizé el gel

bajo luz ultravioleta.

Tabla 5. Secuencias de los Primers necesarios para la determinacion del cassette SCCmec XI.

PRIMER SECUENCIA (5~ 3)
ccrB3 m10/0061 F1 CTACTTGAAGTTATCCAATC
aerAlN o ooei iR CACATTACTCGCTGATTTAG
mecA m10/0061 F1 CCAGATATAGTAGCATTATA
mecA m10/0061 R1 AAAGATGACGATATTGAG

3. Analisis estadistico

La descripcidon de la muestra se realiza resumiendo las variables nominales con
la frecuencia relativa de sus categorias componentes y las de escala con mediana
(minimo-maximo) debido a su alejamiento de una distribucién normal de proba-
bilidades comprobada con el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov.

Las comparaciones de variables nominales segun la distribucién conjunta obser-
vada entre sus diferentes categorias se realiza mediante la prueba X2 de Pearson
o, de no poder ser empleada por no cumplir con el requisito necesario de valores
esperados mayores a cinco por celda, la prueba exacta de Fisher cuando las tablas
de contingencia son de 2x2. Las variables de escala se comparan empleando la
prueba U de Mann-Whitney.

La relacién clonal entre los aislamientos SARM en fosa nasal y muestra clinica se
exploran mediante la estimacién del coeficiente Kappa de Cohen que calcula la
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concordancia libre de azar, interpretada con la escala de valoraciéon de Landis &
Koch134: <0 Sin acuerdo, 0,00-0,20 Insignificante, 0,21-0,40 Mediano, 0,41-0,60
Moderado, 0,61-0,80 Sustancial, 0,81-1 Casi perfecto. Este andlisis de relacién se
refuerza con la obtencién del dendograma.

Para determinar la asociacién entre posibles factores de riesgo y subsecuente in-
feccidon o colonizacion por SARM, los casos y controles fueron comparados em-
pleando los tests adecuados al tipo de variable que se compara: X2 de Pearson
para variables nominales y prueba U de Mann-Whitney para las variables de esca-
la. Para el analisis multivariable se eligieron aquellos factores que alcanzaron en el
andlisis inicial una significacion estadistica marginal p<0,15, con el fin de encon-
trar interacciones potenciales entre estas variables. El modelo elegido para estos
analisis multivariables fue el de regresién logistica binario con infeccién/coloniza-
cion como variable dependiente; estrategia de pasos hacia atras y criterio de Wald.
Todas estas pruebas de significacién son bilaterales a un nivel de significacion del
5% y los cdlculos correspondientes se realizan con ayuda del paquete estadistico
en entorno Windows SPSS de IBMCo®. Versién 21.0.
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1. Descripcion de episodios SARM
diagnosticados en el HUC durante el
periodo 2009-2010

En el periodo de estudio, desde Enero de 2009 hasta Diciembre de 2010, se diag-
nosticaron un total de 930 episodios de aislamientos SARM correspondientes
a 834 pacientes hospitalizados en el HUC. De estos ultimos, 624 (75%) fueron
Unicamente portadores nasales, 148 (18%) fueron portadores nasales y en loca-
lizaciones diferentes a la fosa nasal (111 con deteccién inicial de SARM en fosa
nasal y posteriormente en muestra clinica y 37 con previa deteccién en muestra
clinica y posterior en fosa nasal) y 62 (7%) portadores Unicamente en otras loca-

lizaciones (Figura 10).

Figura 10. Distribucién de los pacientes diagnosticados de SARM en funcién de la localizacién.

Portador nasal y
en localizacion
clinica

18%

Portador en
Portador nasal localizacion
75% clinica

7%

834
Pacientes

Los pacientes diagnosticados tenian un promedio de 67+16,76 con un rango de
18-97 anos de edad y 335 (40%) fueron mujeres. La distribucidon de pacientes por
grupos de edades se presenta en la Figura 11.
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Figura 11. Distribucién de los pacientes diagnosticados de SARM por grupos de edad en afios.
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1.1. Distribucion de los episodios de SARM segun

procedencia diagnostica

Del total de episodios, 830 (89%) fueron identificados como primer diagndstico tras
aislarse SARM en los cultivos de vigilancia epidemiolégica (exudado nasal); de estos,
32 (4%) fueron identificados Unicamente por PCRy 798 (96%) por PCR y/o cultivo en
medio cromogénico. Del total de episodios 100 (11%) fueron diagnosticados como
primer diagndstico tras aislarse SARM en una muestra clinica obtenida con la inten-
cion de descartar o diagnosticar una infeccion, de los cuales en 38 (38%) se detectd
posteriormente SARM en fosa nasal. De esta forma, definitivamente se obtuvo un
total de 868 episodios de pacientes portadores nasales de SARM (Figura 12).

Figura 12. Esquema de la distribucién de los episodios en funcién de la procedencia diagnostica.

930 episodios

1° Diagndstico en Fosa Nasal 1° Diagndstico en muestra clinica
830 (89%) 100 (11%)
- 32 (4%) - 62 (62%)
episodios solo PCR episodios no desarrollan posterior

colonizacién por SARM en fosa nasal

798 (96%)
episodios PCR y/o Cultivo 38 (38%)
episodios desarrollan
colonizacién en fosa nasal
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1.1.1. Episodios con aislamientos SARM en fosa nasal

Los 830 episodios de SARM en fosa nasal que se identificaron en los cultivos de
vigilancia activa (exudado nasal), fueron clasificados en colonizacién extrahospi-
talaria y colonizacion hospitalaria siguiendo los criterios de los CDC 2008;g3;, re-
sultando: 687 (83%) episodios de colonizacion extrahospitalaria'y 143 (17%) colo-
nizacioén hospitalaria, siendo la Prevalencia de colonizacion nasal total al ingreso
de 1,7% mientras que la Incidencia acumulada de colonizacién en fosa nasal total
durante el ingreso fue 0,36%.

1.1.2. Episodios con aislamientos SARM en muestras clinicas

En el total del periodo se identificaron 264 aislamientos SARM en muestra clinica,
correspondientes a 255 episodios y 210 pacientes, siendo la distribucion la siguien-
te: 100 muestras clinicas como primer diagnostico de SARM, 124 como segunda
muestra clinica (procedentes de 110 episodios de colonizacién nasal previay 14
como segunda muestra clinica), 28 como tercera muestra clinica, 7 como cuarta
muestra clinica y 4 como quinta muestra clinica.

La distribucion de las mismas segun localizacién clinica fue la siguiente: exudados
155 (59%), muestras respiratorias 51 (19,2%), sangre 39 (14,7%), orina 10 (3,8%),
catéter 5 (1,9%), liquido sinovial 4 (1,5%) (Figura 13).

Figura 13. Distribucion de las muestras clinicas positivas a SARM.
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1.2. Distribucion de los episodios SARM por servicios

La distribucién de los episodios SARM dentro de los diferentes servicios agrupados
por areas afines fue la siguiente: 477 (51,3%) Area Médica, 314 (33,7%) Area Qui-
rdrgica y 139 (15%) Unidades de Cuidados Intensivos. En el desglose por Servicios
hospitalarios mostrados en la Tabla 6 observamos como los Servicios con mayor
Incidencia acumulada fueron U.C.S.I. y Medicina Interna.

Tabla 6. Incidencia acumulada de episodios SARM en los diferentes Servicios hospitalarios

SERVICIOS .o £P1s0DI0S | NI UEeAD0S | ACUMULADA (%)
ucsl 24 341 7,04
Medicina Interna 148 2342 6,32
Angiologia y Cirugia Vascular 45 872 5,16
Reumatologia 12 268 4,48
uvi 65 1559 4,17
URPA 10 298 3,35
Cirugia Plastica 21 688 3,05
Hematologia 28 1044 2,68
Oncologia Medica 48 1880 2,55
Digestivo 58 2285 2,54
Urologia 55 2426 2,27
Oftalmologia 14 650 2,15
Neurocirugia 35 1654 2,12
coT 69 3322 2,08
UCI (Coronarias) 40 1962 2,04
Neurologia 28 1435 1,95
Neumologia 40 2270 1,76
Nefrologia 23 1426 1,61
Cirugia Toracica 9 593 1,52
Endocrinologia 4 342 1,17
Cirugia General y Digestiva 66 4854 1,36
Oncologia Radioterédpica 13 1010 1,29
Cardiologia 29 2270 1,28
Cirugia Maxilofacial 5 471 1,06
Cirugia Cardiovascular 8 966 0,83
ORL 12 1582 0,76
Ginecologia 16 2456 0,65
Rehabilitacion 1 171 0,59
Urgencias 3 2191 0,01
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1.3. Relevancia clinica de los aislamientos SARM en muestra clinica

Siguiendo las definiciones y criterios de las Infecciones Asociadas a Cuidados Sa-
nitarios de los CDC 2008(93), la significacion clinica de los aislamientos SARM en
las 264 muestras clinicas fue: 34 (13%) Colonizaciones extrahospitalarias, 73 (28%)
Colonizaciones hospitalarias, 73 (28%) Infecciones extrahospitalarias, 84 (31%) In-

fecciones intrahospitalarias, como se observa en la Figura 14.

Figura 14. Clasificacion de los episodios SARM en muestra clinica.
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La Prevalencia de colonizacion en muestra clinica total al ingreso fue de 0,08%
mientras que la Incidencia acumulada de colonizacién en muestra clinica total du-
rante el ingreso fue de 0,18%

Las infecciones tanto extra como intrahospitalarias se distribuyeron tal y como se
muestra en la Tabla 7, destacando la presencia de las infecciones de piel y partes
blandas a nivel extrahospitalario, de bacteriemias tanto a nivel hospitalario (12
primarias, 1 secundaria y 11 asociadas a dispositivos) como extra hospitalario (5
primarias, 10 secundarias y 1 asociada a dispositivo) asi como un alto porcentaje
de infeccién de localizacién quirdrgica a nivel hospitalario (5 superficiales, 15 pro-
fundas y 3 6érgano espacio).
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Tabla 7. Distribucién de las infecciones por SARM.

INFECCION INFECCION
TIPO DE INFECCION HOSPITALARIA EXTRAHOSPITALARIA

n (%) n(%)

Bacteriemia 24 (29) 16 (22)
Infeccion de localizacion quirdrgica 23 (27) 1(1)

Infeccidn de piel y partes blandas 15 (18) 33 (45)
Infeccion respiratoria 8(10) 7 (9)
Neumonia 6 (7) 3 (4)
Infeccion del tracto urinario 3 (4) 0 (0)

Otras 5(5) 13 (19)

Total 84 (100) 73 (100)

La Densidad de Incidencia total de infeccién nosocomial durante el periodo de
estudio fue de 0,24%o, siendo de 0,33%o en el afio 2009 y 0,14%o0 en el afio 2010
(p<0,001). Por otro lado cuando comparamos la distribucién de las bacteriemias
hospitalarias y extrahospitalarias no encontramos diferencia (p=0,461).

La distribucion por Servicios se muestra en el Figura 15. La Densidad de Inciden-
cia de bacteriemias hospitalarias por SARM fue de 0,67 por 10.000 estancias.

Figura 15. Distribucion de la Densidad de Incidencia (%o) de infeccién nosocomial por Servicios.
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Tabla 8. Distribucion de la densidad de Incidencia (%o) de infeccién nosocomial por Servicios

SERVICIOS 3lg® EPIIf_lODIOS N.c DE ESTANCIAS II\IIJ(IZEINDSIEIRQI?A?‘;J)

Cirugia Cardiovascular 7 6.058 1,16

Angiologia y Cirugia Vascular 9 8.835 1,02

U.C.S.l. 2 2.523 0,79

U.V.I. 11 13.926 0,79

U.R.PA. 1 1.970 0,51

Medicina Interna 18 39.115 0,46

Digestivo 5 16.572 0,30

C.O.T. 9 31.848 0,29

UCI (Coronarias) 2 7.952 0,25

Urologia 5 22.000 0,23

Cirugia Plastica 1 4,934 0,20

Cirugia General y Digestiva 7 36.023 0,19

O.R.L. 1 6.407 0,17

Ginecologia 1 9.287 0,11

Hematologia 1 11.470 0,09

Cardiologia 1 16.254 0,06

Oncologia Medica 1 16.010 0,06

Neurocirugia 1 19.949 0,05

Neurologia 1 18.625 0,05
Oftalmologia 0 - -
Reumatologia 0 - -
Neumologia 0 - -
Nefrologia 0 - -
Cirugia Toracica 0 = =
Endocrinologia 0 - -
Oncologia Radioteréapica 0 - -
Cirugia Maxilofacial 0 - -
Rehabilitacion 0 - -
Urgencias 0 - -

1.4. Resolucion de los episodios SARM

La resolucioén final de los episodios SARM fue la siguiente: 706 episodios (75,9%)
recibieron el alta antes de la realizacion de los cultivos de control de descoloniza-
cion nasal, 130 (14%) finalizaron el tratamiento descolonizador y se comprob6 su

descolonizacién realizandose el levantamiento del aislamiento por contacto tras
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obtener tres cultivos negativos frente SARM de exudado nasal recogidos en tres
semanas consecutivas y 94 (10%) fallecieron.

De un total de 157 infecciones, 40 (25%) fueron bacteriemias y en 8 (20%) de ellas
el paciente fallecié.

Figura 16. Resolucidn final de los episodios SARM.
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2. Descripcion de la Epidemiologia Clonal de
los aislamientos SARM

Con el fin de identificar los clones de SARM circulantes en el Hospital Universitario
de Canarias combinamos diferentes métodos de biologia molecular incluyendo
PFGE, MLST y deteccion del cassette SCCmec mediante PCR.

De un total de 1094 aislamientos de SARM (pertenecientes tanto a muestras de
exudado de fosa nasal, como de muestra clinica) se recuperaron 938 (86%) ais-
lamientos del cepario de diferente procedencia: 789 (95%) de 830 en fosa nasal
obtenidos como primer aislamiento, 90 (90%) de los 100 en muestra clinica como
primer aislamiento y 59 (34%) de los 164 obtenidos como segundo aislamiento en
muestra clinica.

2.1. Distribucion clonal de los aislamientos SARM

En el estudio de Electroforesis en Gel de Campos Pulsantes del total de aislados de
SARM tras la digestion con el enzima Smal o Apal y después de realizar un analisis
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por Multi Locus Sequence Typing (MLST) se obtuvieron 16 patrones de bandas
diferentes correspondientes a 16 clones distintos (ST5-MRSA-IV (clon Pediatri-
co), ST5-MRSA 1l (clon New York-Japan), ST146-MRSA-IV, ST125-MRSA-IV, EMR-
SA-15, ST896-MRSA-IV, EMRSA-16, ST30-MRSA-IV, ST72-MRSA-IV (USA700),
ST8-MRSA-IV (clon USA 300), ST2574-MRSA-XI, ST217-MRSA-1V, ST461, ST247-
MRSA-I (clon Ibérico), ST4A5-MRSA-IV (clon Berlin), ST398-MRSA-IV. En la Figura
17 se muestran los patrones de PFGE de los clones SARM obtenidos durante el

periodo de estudio, tras la digestién con el enzima Smal (A'y B) o Apal (C).

Figura 17. Macrorrestriccion con Smal'y (Ay B) o Apal (C) y posterior PFGE.

A B C

Posiciones A, A6, A15, B1,B5 y C1 se encuentran los pesos moleculares. Las posiciones A2, A3, A4,
A5, A6, A7, A8, A9, A10, A11, A12, A13, A14, B2, B3, B4, B5, C2; representan los clones Pediatrico,
New York Japan, ST 146 SARMIV, ST125 SARM |V, Patrones de PFGE de los clones obtenidos en el
Hospital Universitario de Canarias desde Enero 2009 hasta Diciembre 2010, tras la digestion con el
enzima Smal (Ay B) y con el enzima Apal (C). En las posiciones A1, A6, A15,B1,B5y C1 se encuentran
los pesos moleculares. Las posiciones A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, A10, A11, A12, A13, A 14, B2,
B3, B4, B5, C2; representan los clones Pediatrico, New York-Japan, ST146-MRSA-IV, ST125-MRSA-
IV, EMRSA-15, ST896-MRSA-IV, EMRSA-16, ST30-MRSA-IV, USA700, USA300, ST2574-MRSA-XI,
ST217-MRSA-1V, ST461, Ibérico, Berlin y ST398-MRSA-IV.

Los clones predominantes resultaron: 402 (43%) ST5-MRSA-IV (Pediatrico), 363
(39%) ST22-MRSA-IV (EMRSA-15) y 130 (14%) ST36-MRSA-Il (EMRSA-16). La dis-

tribucion del resto de clones se observa en la Tabla 9.
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Tabla 9. Distribucion clonal y frecuencia total de los aislamientos SARM obtenidos.

CLON AISLAMIENTOS n (%)
ST5-MRSA-1V (Pediatrico) 402 (43)
ST22-MRSA-IV (EMRSA - 15) 363 (39)
ST36-MRSA-II (EMRSA-16) 130 (14)
ST398-MRSA-IV 12 (1)
ST125-MRSA-IV (CC Pediatrico) 6 (0.6)
ST5-MRSA-II variant (New York-Japan) 5(0,5)
ST72 -MRSA-IV (USA 700) 7(0,7)
ST146-MRSA-IV (CC Pediatrico) 2(0,2)
ST217-MRSA-IV 2(0,2)
ST45-MRSA- IV (Berlin) 1(0,1)
ST247-MRSA- | (Ibérica) 1(0,1)
ST461 3(0,3)
ST2574-MRSA-XI 1(0,1)
ST896-MRSA-IV (cc EMRSA-15) 1(0,1)
ST8-MRSA-IV (USA 300) 1(0,1)
ST30-MRSA-IV (cc EMRSA-16) 1(0,1)
Total 938 (100)

2.2. Emergencia de nuevos clones SARM en el Hospital

Universitario de Canarias

Durante el periodo de estudio se detect6 la presencia de clones que ya fueron iden-
tificados en el afno 2008: ST398-MRSA-1V, ST72-MRSA-IV (USA700), ST8-MRSA-IV
(USA300), que persisten en nuestra institucion aunque en escasa proporcion. Asi-
mismo se identificaron tres clones que no habian sido identificados previamente
en nuestro hospital: ST217-MRSA-I, ST461, ST2574-MRSA-XI.

ST398-MRSA-IV

Durante el periodo de estudio se identificaron 12 aislamientos correspon-
dientes al clon ST398-MRSA-1V, obtenidos a partir de exudados de fosa
nasal de 12 pacientes diferentes de nacionalidad espafola sin referencia
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de viajes previos, residentes en el drea norte de Tenerife. Los aislamientos
fueron clasificados en 3 colonizaciones hospitalarias y 9 colonizaciones ex-
trahospitalarias, no pudiendo ser establecida ninguna relaciéon tiempo es-
pacial entre los pacientes a nivel hospitalario.

ST72-MRSA- 1V (USA700)

Durante el periodo de estudio se identificaron 7 aislamientos correspondientes
al clon ST72-MRSA-IV, obtenidos a partir de exudados de fosa nasal de 7 pa-
cientes diferentes.

Todos ellos eran de nacionalidad espanola residentes en el area norte de Tene-
rife, sin referencia de viajes a otros paises. Los aislamientos fueron clasificados
en 2 colonizaciones hospitalarias y 5 colonizaciones extrahospitalarias, no pu-
diendo ser establecida ninguna relacién tiempo espacial entre los pacientes a
nivel hospitalario.

ST8-MRSA- IV (USA300)

Durante el periodo de estudio se identificé 1 aislamiento correspondiente al
clon ST8-MRSA-IV, clasificado como infeccién extrahospitalaria, obtenido a
partir de muestra clinica de sangre. El paciente era de nacionalidad espafiola
y residente en el area norte de Tenerife y sin referencia de viajes a otros paises.

ST217-MRSA- IV

Durante el periodo de estudio se identificaron 2 aislamientos correspondien-
tes al clon ST217-MRSA-1V, obtenidos a partir de exudados de fosa nasal de 2
pacientes diferentes.

Ambos de nacionalidad espafiola residentes en el 4rea norte de Tenerife, sin
referencia de viajes a otros paises. Los aislamientos fueron clasificados en
2 colonizaciones extrahospitalarias, no pudiendo ser establecida ninguna
relacion tiempo espacial entre los pacientes a nivel hospitalario.

ST461

Durante el periodo de estudio se identificaron 3 aislamientos correspon-
dientes al clon ST461, obtenidos a partir de exudados de fosa nasal de 3
pacientes diferentes.

Todos ellos de nacionalidad espanola residentes en el area norte de Teneri-
fe. Los aislamientos fueron clasificados en 3 colonizaciones extrahospitala-
rias, no pudiendo ser establecida ninguna relacién tiempo espacial entre los
pacientes a nivel hospitalario.
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e ST2574-MRSA-XI

Durante el periodo de estudio se identificé 1 aislamiento correspondiente
al clon ST2574-MRSA-XI obtenido a partir de exudados de fosa nasal de 1
paciente, de nacionalidad espanola residente en el darea norte de Tenerife,
siendo clasificado como colonizacion extrahospitalaria.

2.3. Distribucion clonal de SARM por anos de estudio

La distribucion clonal fue muy similar en los dos afos 2009 y 2010 que compren-
den el periodo de estudio tal y como se observa en la Figura 18 y la Tabla 10,
destacando el gran predominio de los clones ST5-MRSA-IV (Pediatrico), ST22-
MRSA- IV (EMRSA-15); sin embargo se observa una disminucién significativa en el
clon ST36-MRSA-II (EMRSA-16) (p=0,008) y un aumento en la aparicién del clon
ST398-MRSA-IV relacionado con cerdos y ganado (p=0,05).

Tabla 10. Distribucién clonal de los aislamientos SARM obtenidos por afo de estudio.

CLON 2o s P- VALOR
ST5-MRSA-IV (Pediatrico) 201 (40) 201 (46) 0,100
ST22-MRSA-IV (EMRSA-15) 198 (40) 165 (37) 0,478
ST36-MRSA- Il (EMRSA-16) 83(17) 47 (11) 0,008
ST398-MRSA-IV 3 (0.6) 9(2) 0,050
ST125-MRSA-IV (cc Pediétrico) 2(0.4) 4(0.9) 0,427
ST5-MRSA-II variant (New York-Japan) 3(0.6) 2(0.4) 0,907
ST72-MRSA-IV (USA700) 2(0.4) 5(1) 0,263
ST 146-MRSA-IV (cc Pediatrico) 1(0.2) 1(0,2) 0,915
ST217-MRSA-1V 0 2 (0.4) 0,220
ST45-MRSA-IV (Berlin) 1(0.2) 0 0,923
ST247-MRSA-I (Ibérico) 1(0.2) 0 0,984
ST461 0 3(0.7) 0,103
ST2574-MRSA-XI 0 1(0.2) 0,469
ST896-MRSA-IV (cc EMRSA-15) 1(0.2) 0 0,972
ST8-MRSA-IV (USA 300) 1(0.2) 0 0,901
ST30-MRSA-IV (cc EMRSA-16) 1(0.2) 0 0,918

Total 498 (100) 440 (100) -
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Figura 18. Distribucién clonal en porcentaje de los aislamientos SARM obtenidos.
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2.4 Distribucion clonal de SARM por tipo de muestra

La distribucién clonal en fosa nasal y en cada tipo de muestra clinica se muestra en
la Tabla 11, destacando el predominio de los clones Pedidtrico, EMRSA-15y EMR-
SA-16 tanto en fosa nasal como en muestra clinica, a excepcién de las muestras
respiratorias donde el predominio del clon EMRSA-15 fue superior al del clon Pe-
diatrico. Asimismo se observa como el resto de clones se localizaron en fosa nasal.

Con el fin de estudiar la relacion entre clon y tipo de muestra, analizamos los tres
clones mayoritarios (Pediatrico, EMRSA-15 y EMRSA-16) con las muestras mas
abundantes (exudado nasal, exudados, muestras respiratorias y sangre), tras apli-
car la prueba de X2 no obtuvimos diferencias significativas (p=0.387).
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Tabla 11. Distribucién clonal de los aislamientos SARM en fosa nasal y tipo de muestra clinica.

MUESTRA
EXUDADO | £y ;papo | SANGRE | RESPIRA- ORINA LIQUIDO | \rpreg
CLON N:‘(ﬁ/f)L n (%) n (%) TORIA n (%) S”:\?Q/’O;AL n (%)
n (%)
STS_M,RS.A_IV 338 (43) 36 (47) 11 (46) 10 (28) 6 (67) 1(33) 0
(Pediatrico)
ST22-MRSA-IV
(EMRSA-15) 304 (39) 29 (38) 8 (33) 17 (47) 2 (22) 2 (67) 1(100)
ST36-MRSA-II
(EMRSA-16) 106 (13) 10 (13) 4(17) 9 (25) 1(11) 0 (0) 0 (0)
ST398-MRSA- IV 12 (2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
STl ZS_MBS.A_IV 5(0.6) 1(1.3) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
(cc Pediatrico)
ST5-MRSA-II
variant
e Ve e 5(0.6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Japan)
ST72-MRSA- IV
(USA700) 7 (0.8) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
SUt 46_M,RS.A_IV 2(0.2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
(cc Pediatrico)
ST217-MRSA-1V 2(0.2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
STAS-MRSA-IV 1, (0.1) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0(0)

(Berlin)

ST247_,MRSA_ I 1(0.1) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
(Ibérico)

ST461 3(0.3) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
ST2574-MRSA-XI 1(0.1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
ST896-MRSA- IV

(cc EMRSA-15) 1(0.1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
ST8-MRSA- IV
(USA300) 0(0) 0(0) 1(4) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(0)
ST30-MRSA- IV
(cc EMRSA-16) 1(0.1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Total 789 76 24 36 9 3 1
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2.5. Relacion entre clon y posterior desarrollo de infeccion

De los 157 aislamientos de SARM implicados en infecciéon (uno por cada episodio:
73 Infecciones extrahospitalarias y 84 Infecciones hospitalarias), se analizaron 97
(62%) siendo su identificacién y distribucion la que se muestra en la Tabla 12. In-
tentamos identificar una posible relacién entre los tres clones mayoritarios (Pedia-
trico, EMRSA-15y EMRSA-16) y:

« Tipo deinfeccién (intra o extrahospitalaria) mediante analisis estadistico, pero
no se obtuvo diferencias significativas (p=0,692).

« Preferencia de colonizaciéon sobre infeccion mediante anélisis estadistico,
pero no se obtuvo diferencias significativas (p=0,943).

« Adquisicién hospitalaria frente adquisicion comunitaria mediante andlisis es-
tadistico (p=0,016).

Tabla 12. Clones implicados en la infeccién por SARM.

COLONIZACION INFECCION

— *
n (%) n (%) P- VALOR
SARM o
CLONES | plsiAM. Ifeccién e
SARM n (%) Intrahospitalaria | Colonizacién pvs
IH EX IH EX v v Adquisicién
Infeccion Infeccion quist tari
Extrahospitalaria comliT ara
ST5-MRSA-IV
(Pediatrico)t 402(43) | 56(33) | 302(45) | 29(46) | 15(42)
ST22-MRSAIV | 363309) | 750a4) | 25137) | 22636) | 1542 0,692 0943 0016

(EMRSA-15)?

ST36-MRSA-II

(EMRSA_16) | 130014 | 34(0) | 82(12) | 10016) | 4(11)

ST125-MRSA-IV 6(0.6) 0(0) 5(0.7) 0(0) 1(3) - -
ST8-MRSA-IV

(USA 300) 1(0.1) 0(0) 0(0) 0(0) 1(3) = =

Total 938 (100) | 171(100) | 670(100) | 61 (100) | 36 (100) = =

IH= intrahospitalaria
EX= extrahospitalaria

*Las comparaciones fueron realizadas entre los tres clones mayoritarios Pediatrico, EMRSA-15y
EMRSA-16, porque el tamafio muestral del resto de clones era muy pequeiio.

**Analisis estadistico comparando la adquisicion hospitalaria frente Adquisicion comunitaria:
'Pediatrico vs EMRSA-15 (p=0,07), 2EMRSA-15 vs EMRSA-16 (p=0.008), 3(EMRSA-16 vs Pediatrico
(p=0.108).

94



V. Resultados

3. Estudio de la resistencia antibiotica en los
aislamientos SARM

3.1. Resistencia de los asilamientos SARM en fosa nasal a mupirocina

Para el andlisis de resistencias a mupirocina se estudiaron 798 aislamientos de
SARM procedentes de exudados de fosa nasal: 670 (84%) aislamientos resultaron
sensibles, mientras que 104 (13%) aislamientos presentaron resistencia tipo HLR y
24 (3%) resistencia tipo LLR. Tras comparar la tasa de resistencia HLR con el periodo
anterior 2000-2004;30; donde de un total de 326 aislamientos de fosa nasal, 275
(84,36%) aislamientos resultaron sensibles, mientras que 37 (11.35%) aislamientos
presentaron resistencia tipo HLR y 14 (4,29%) resistencia tipo LLR, no se obtuvo
significacién estadistica (p=0,440).

En la Tabla 13y la Figura 19 se representa la evolucion de la resistencia a mupirocina ob-
teniendo una significacion estadistica en la disminucién de la resistencia LLR (p=0.022).
EnlaTabla 14 se muestra el analisis de resistencia a mupirocina de los aislamientos SARM
en funcién del tipo de adquisicién segun los criterios de los CDC 200893;.

Tabla 13. Distribucién de la sensibilidad a mupirocina en funcién de los anos.

2009 N (%) 2010 N (%) P-VALOR
HLR'" 3 46 (11) 58 (15)
LLR"?2 18 (4) 6 (2) 0,022
SENSIBLE?*? 350 (85) 320 (83)

HLR vs LLR (p=0,007), 2 LLR vs S (p=0,028) y 3HLR vs S (p=0,135).

Figura 19. Porcentaje de la resistencia a mupirocina de los aislamientos de SARM (HUC 2009 - 2010)
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Tabla 14. Distribucién de la sensibilidad a mupirocina en funcién de la clasificacion de los aisla-
mientos segun los CDC 2008.

CE n (%) CH n (%)

HLR 86 (13) 18 (14)
LLR 18 (3) 6 (4)

SENSIBLE 562 (84) 108 (82)

CE= Colonizacién Extrahospitalaria - CH= Colonizacién Intrahospitalaria

De los 798 aislamientos se identificaron 789, mostrando su distribucién clonal y
frecuencia en la Tabla 11. El 100% de los clones identificados como: Berlin, New
York-Japan, ST146- MRSA-IV, ST398-MRSA-1V, ST896-MRSA-IV, ST30-MRSA-1V,
ST2574-MRSA-XI, fueron sensibles a mupirocina.

El analisis de resistencia y sensibilidad a mupirocina en los tres clones mayoritarios
se muestran en la Figura 20.

Figura 20. Porcentajes de sensibilidad y resistencia entre los tres clones mayoritarios.
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El 91% de los aislamientos EMRSA-15 fueron sensibles a mupirocina frente al 78%
del clon Pediatrico (p< 0,0001) y al 85% del clon EMRSA-16 (p=0,08).

El 22% de los aislamientos del clon Pediatrico presentaron resistencia HLR frente al
2% del clon EMRSA-15 (p< 0,0001) y al 13% del clon EMRSA-16 (p =0,042)

En laTabla 15 se representan los porcentajes de resistencia a mupirocina (bajo y alto
nivel de resistencia) del resto de clones identificados durante el periodo de estudio.
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Tabla 15. Porcentajes de resistencia de la mupirocina para cada uno de los clones.

CLON AISLAMIENTOS ALTO NIVEL DE BAJO NIVEL DE
TOTALES (n) RESISTENCIA (%) RESISTENCIA (%)
ST125-MRSA-IV
(CC PEDIATRICO) 5 25 0
ST72-MRSA-IV
(USA700’ 7 14 0
ST217-MRSA-IV 2 50 0
ST247-MRSA- |
(IBERICO) ! g Y
ST461 3 67 0

3.2. Resistencias de los aislamientos SARM obtenidos en fosa nasal vy

muestra clinica a otros antibioticos.

Para el analisis de resistencias a diferentes antibioticos, se estudiaron 850 aisla-
mientos de SARM obtenidos en exudado de fosa nasal y muestra clinica.

El porcentaje de resistencias resulté: 50% clindamicina, 58% eritromicina, 15%
gentamicina, 48% tobramicina, 1% trimetropim-sulfametoxazol (SXT), 0,2% rifam-
picina. Mientras que la sensibilidad fue del 100% para vancomicina, teicoplanina,
quiniprustina/dalfopristina y linezolid.

Enla Figura 21 se representa la evolucién de la resistencia a clindamicina, eritromi-
cina gentamicina, tobramicina, trimetropim-sulfametoxazol y rifampicina de los
aislamientos de SARM obtenidos durante el periodo de estudio.

Figura 21. Porcentaje de la resistencia a diferentes antibioticos de los aislamientos de SARM (HUC
2009 - 2010).
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No se encontro significacion estadistica cuando se compararon las resistencias a
cada antibidtico en los dos afnos de estudio (Tabla 16).

Tabla 16. NUmero y porcentaje de resistencia a cada antibiético (HUC 2009-2010).

ANTIBIOTICO n (%) 2009 n (%) 2010 n (%) P-VALOR
CLINDAMICINA 235 (52) 186 (47) 0,110
ERITROMICINA 259 (57) 237 (60) 0,561
GENTAMICINA 66 (15) 63 (16) 0,619
TOBRAMICINA 212 (47) 194 (49) 0,638

SXT 5(1,1) 5(1,3) 0,999
RIFAMPICINA 1(0,2) 1(0,3) 0,999

3.3. Asociacion entre antibiotipos vy clones SARM

Con el fin de encontrar antibiotipos asociados a los tres clones mayoritarios en
nuestra institucion se analizaron 751 aislamientos de SARM procedentes de exuda-
do de fosa nasal y muestra clinica (344 del clon Pediatrico, 304 del clon EMRSA-15
y 103 del clon EMRSA-16). Se encontraron nueve antibiotipos diferentes (Tabla
17) todos sensibles a rifampicina y trimetropim-sulfametoxazol y vancomicina. Su
distribucion por clones se muestra en la Tabla 18.

Excluimos de las comparaciones los perfiles 6, 7 y 8 para poder aplicar de forma glo-
bal la prueba estadistica chi? de Pearson que exige frecuencias esperadas >5 en las
celdas, y se obtuvieron diferencias significativas para el resto de perfiles (p<0,001).

Tabla 17. Antibiotipos determinados para los tres clones mayoritarios de SARM (HUC 2009 - 2010)

ANTIBIOTICOS
ANTIBIOTIPO

CL E3 GM | TO RF | SXT \Y Q/D | LZ
1 R R S S S S S S S
2 R R S R S S S S S
3 S S S S S S S S S
4 S S S R S S S S S
5 R R R R S S S S S
6 S R R R S S S S S
7 S S R R S S S S S
8 S R S S S S S S S
9 S R S R S S S S S

CL= Clindamicina, E= Eritromicina, GM=Gentamicina, TO=Tobramicina, RF=Rifampicina,
SXT=Trimetropim - Sulfametoxazol, V=Vancomicina, Q/D=Quinupristina/Dalfopristina, LZ=Linezolid
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Tabla 18. Distribucién de los clones mayoritarios de SARM por antibiotipo (HUC 2009-2010).

CLON n%
ANTIBIOTIPO TOTAL | P- VALOR
PEDIATRICO | EMRSA-15 | EMRSA-16
1 40 (12) 120 (40) 22 (21) 182
2 61(18) 3(0.9) 57 (55) 121
3 39(11) 167 (55) 4 (4) 210
4 81(24) 2(0.6) 1(0.9) 84
5 38(11) 6 (2) 17 (16) 61 <0,001*
6 24(7) 1(0.3) 0 25
7 17 (5) 2(0.6) 0 19
8 1(0.3) 2(0.6) 1(0.9) 4
9 43(12) 1(0.3) 1(0.9) 45
TOTAL 344 (100) | 304 (100) | 103(100) 751

*Excluyendo los antibiotipos 6, 7 y 8 que no cumplen la condicién necesaria para
aplicar la prueba chi? de Pearson de frecuencia esperada >5 en todas las celdas.

Para identificar a expensas de que antibiotipos y clones se alcanzaba esta signi-

ficacion estadistica se procedié a un analisis pormenorizado de todas las combi-
naciones posibles de antibiotipo y clones cuyos resultados en numero absoluto y
porcentaje se resumen en la Tabla 19.

Tabla 19. Frecuencia de aparicién de significacion estadistica en las comparaciones de asociacion
de antibiotipo para los tres clones SARM predominantes.

ANTIBIOTIPO PEDIATRICO n (%)' | EMRSA-15n (%)' | EMRSA-16 n (%)

1 6 (16) 8 (26) 7 (23)
2 8 (22) 5(16) 13 (42)
3 4(11) 9 (29) 1(3)
4 9 (24) 1(3)2 1(3)2
5 2(5) 2(7) 6 (20)
6 1(3) 0(0) 0 (0)
7 0 (0) 1(3) 2 1(3)2
8 3(8)2 3(10) 1(3)2
9 4(11) 2 (6) 1(3)?

TOTAL 37 (100) 31 (100) 31(100)

' % respecto al total de asociaciones significativas dentro del clon, de las 72 comparacio-

nes realizadas.

2 Significaciéon marginal (p<0.10).
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Se obtuvieron: 37 combinaciones con p<0.001 para el clon Pediatrico resultando
la combinacién mas frecuente el antibiotipo 4 (9; 24%); 41 combinaciones para el
clon EMRSA-15 resultando la combinacidon mas frecuente el antibiotipo 3 (9; 29%)
y EMRSA-16 resultando la combinaciéon mas frecuente el antibiotipo 2 (13; 42%). El
resto de antibiotipos y sus porcentajes se muestran en la Figura 22.

Figura 22. Frecuencias de los diferentes antibiotipos con p<0.001 presentes en cada clon mayorita-
rio de SARM (HUC 2009-2010).
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4.4 .Comparacion de la frecuencia de resistencia a Clindamicina,

Eritromicina y Tobramicina entre los tres clones mayoritarios.

Tal y como hemos presentado los resultados de asociacion entre antibiotipos y
clones ha resultado que el clon Pediatrico es asociado al antibiotipo 4, el cual
presenta resistencia a Tobramicina; el clon EMRSA-15 al antibiotipo 3 que pre-
senta sensibilidad a todos los antibidticos testados y finalmente el clon EMR-
SA-16 al antibiotipo 2, que presenta resistencia a clindamicina, eritromicina y
tobramicina. Con el fin de apoyar el resultado anterior comparamos la frecuencia
de resistencia antibidtica totales a clindamicina, eritromicina, tobramicina de los

tres clones mayoritarios.

Se analizaron 812 clones: 366 Pediatricos, 326 EMRSA-15y 120 EMRSA-16. En la
Tabla 20, se observa como el clon EMRSA-16 presenta un elevado porcentaje de
aislados resistentes a clindamicina, a eritromicina y a tobramicina. Asimismo el

clon Pediatrico presenta un elevado porcentaje de resistencia a tobramicina.
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Tabla 20. Frecuencia de resistencia y sensibilidad a Clindamicina, Eritromicina y Tobramicina de los
tres clones mayoritarios

RESISTENTE/ | RESISTENCIA CLONES _
IO SENSIBLE (9%) COMPARADOS | PTVALOR
CLINDAMICINA
Pediatrico
Pediatrico 151/215 41 Vs 0,349
EMRSA-15
EMRSA-16
EMRSA-15 146/180 45 vs <0,001
Pediatrico
EMRSA-16
EMRSA-16 112/8 93 S <0,001
EMRSA-15
ERITROMICINA
) Pediatrico
PEDIATRICO 220/146 60 'S <0,001
EMRSA15
EMRSA-16
EMRSA-15 148/178 45 S <0,001
Pediatrico
EMRSA-16
EMRSA-16 113/7 94 VS <0,001
EMRSA-15
TOBRAMICINA
) Pediatrico
PEDIATRICO 286/80 78 S <0,001
EMRSA-15
EMRSA-16
EMRSA-15 20/306 6 'S 0,387
Pediatrico
EMRSA-16
EMRSA-16 89/31 74 S <0,001
EMRSA-15

4 . Estudio de la relacion clonal entre los aislamientos
SARM en fosa nasal y muestra clinica

Para determinar la auto-infeccién/auto—colonizacién estudiamos la relacién ge-
nética de los aislamientos SARM nasales y los aislados en muestras clinicas con
diagnostico de infeccion o colonizacién en otras localizaciones diferentes a fosa
nasal mediante técnicas moleculares.

Analizamos 59 episodios en los cuales el paciente era portador nasal de SARM y
ademas presentaba alguna muestra clinica positiva a SARM, por tanto 59 clones
pertenecientes a fosa nasal y 59 pertenecientes a muestra clinica (29 exudados,
8 sangre, 19 muestras respiratorias, 2 orinas, 1 liquido sinovial) fueron analizados.
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La distribucion de los clones SARM fue 51 (43%) aislamientos pertenecientes al
clon EMRSA-15, 41 (35%) al clon Pediatrico, 25 (21%) al clon EMRSA-16y 1 (1%)
al clon ST398-MRSA-IV. Obtuvimos la presencia del mismo clon en fosa nasal y
muestra clinica en 55 (93%) episodios mientras que en 4 (7%) episodios resultaron
diferentes (Tabla 21).

Tabla 21. Identificacion de los aislamientos SARM discordantes entre fosa nasal y muestra clinica.

AISLAMIENTO SARM AISLAMIENTO SARM
EN FOSA NASAL EN MUESTRA CLINICA
Clon EMRSA-15 Clon EMRSA-16
Clon Pediatrico Clon EMRSA-15
Clon EMRSA-15 Clon Pediatrico

Clon ST398-MRSA-IV Clon Pediatrico

Asimismo la coincidencia entre los clones aislados en fosa nasal y en muestra
clinica estimada fue de 0.895 (p<0,001) mostrando una concordancia casi per-
fecta. Por tanto la autoinfeccién/colonizacion fue mas comun que la adquisiciéon
extrinseca de SARM.

En la Figura 23 se presenta el dendograma agrupando los pulsotipos con un gra-
do de similitud del 80% o mas. Los pulsotipos B3, B5, B6,B1 corresponden al clon
Pediatrico. Los pulsotipos E11, E1 corresponden al clon EMRSA-16. Los pulsotipos
F2,F9,F1,F10, F3 corresponden al clon EMRSA-15.

Figura 23. Dendograma realizado con el software InfoQuest™ FP para analizar la relaciéon genética
mediante el andlisis de los patrones de PFGE.
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5. Analisis de los factores de riesgo entre

portadores nasales para el posterior

desarrollo de infeccion/colonizaciéon por

SARM en localizacion clinica

En el estudio de casos y controles realizado con el fin de identificar poten-
ciales factores de riesgo para el posterior desarrollo de infeccién/coloniza-
cion en otras localizaciones diferentes a la fosa nasal obtuvimos 43 pacien-

tes que cumplieron los criterios de inclusién para el grupo de casos y 42

para el grupo control.

Ambos grupos resultaron comparables por factores que no son de riesgo inde-
pendiente, pero que pueden marcar diferencias en la probabilidad de adquirir
la infeccion o colonizaciéon por SARM en otra localizacion diferente a la fosa

nasal (Tabla 22).

Tabla 22. Similitud de los grupos a comparar.

CASOS CONTROLES
VARIABLE (n=43) (n=42) P-VALOR
Estancia P,\osp])ltalarla 43(5-362) 35(5-266) 0,320
(dias)
Tiempo de
seguimiento (dias)’ o0 Tl Tt
Demora en
tratamiento (dias)’ 0(0-1) 0(0-2) 0,424
Motivos de ingreso?
Trauma 9(75) 3(25)

Cardiovascular 4(50) 4(50) 0217
Neoplasias 7(41) 10(59) !
Infecciones 8(36) 14(64)

Otros 15(58) 11(42)
Mortalidad? 9(21) 3(7) 0,068

'"Mediana (rango) comparada con la prueba U de Mann-Whitney.
2n (%) comparada con la prueba chi? de Pearson.
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En el grupo de casos, 23 pacientes desarrollaron posterior colonizacién por
SARM en alguna localizacién y 20 desarrollaron una infecciéon durante su in-
greso: 6 (30%) infeccion de piel y partes blandas, 6 (30%) infeccién de locali-
zacion quirurgica (5 ILQ profundas y 1 ILQ superficial), 5 (25%) bacteriemia (2
bacteriemias primarias, 2 bacteriemias asociadas a dispositivos y 1 bacterie-
mia secundaria a infeccion respiratoria), 2 (10%) infeccién respiratoria, 1 (5%)
neumonia. El tiempo entre la primera deteccidon en fosa nasal y la posterior
colonizacion o infeccién en otro lugar presenté una mediana de 10 dias.

En la Tabla 23 se presentan los resultados de las comparaciones de las variables
estudiadas entre los dos grupos, encontrandose diferencia al nivel p <0.15 prees-
tablecido para la emergencia de clones SARM con resistencia a mupirocina tras
finalizar el tratamiento descolonizador y procedencia del paciente de un centro
de atencién sanitaria de larga estancia. Estos dos factores fueron incluidos en el
modelo de regresiéon. Como resultado del ajuste de este modelo se obtuvo que la
emergencia de resistencia a mupirocina en fosa nasal se hallaba asociada de forma
independiente al desarrollo de infecciéon/colonizaciéon por SARM (Tabla 24).

De los siete casos con emergencia de resistencia a mupirocina, 6 (86%) desa-
rrollaron infeccion después de la deteccion de la resistencia en fosa nasal y
uno previamente a la deteccion.

Para determinar la relacion entre los aislamientos de SARM nasales sensibles
a mupirocina iniciales y los aislamientos SARM emergentes con resistencia a
mupirocina se analizé la relacidon genética entre ambos y se observo como en
tres ocasiones el aislamiento inicial era idéntico al segundo, mientras que en
dos ocasiones resultaron diferentes (Tabla 25).
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Tabla 23. Comparacién de los factores de riesgo estudiados entre casos y controles.

TODOS LOS CASOS CONTROLES
VARIABLE PARTICIPANTES (n=43) (n=42) P-VALOR
Sexo
(Hombre/Mujer)’ 60 (71) /25 (29) 31(52)/12 29 (48) /13 (52) 0,758
Edad (afos)? 75 (18-92) 72 (16-90) 72 (25-92) 0,909
Servicio de ingreso'
Cirugia 43 (51) 22 (51) 21 (49)
Cuidados intensivos 18 (21) 10 (56) 8(44) 0,819
Médico 24 (28) 11 (46) 13 (54)
Cateterizacion
Ve @ 16 (19) 10 (63) 6 (37) 0,290
Ventilacion
mecanica’ 31 (37) 17 (55) 14 (45) 0,553
Sonda vesical’ 52 (61) 28 (54) 24 (46) 0,451
Cirugia durante el
ingreso actual’ 48 (57) 23 (48) 25 (52) 0,575
Lesion en la piel’ 30 (35) 18 (60) 12 (40) 0,200
Estancia hospitalaria
mayor a 2 semanas’ 70 (82) 36 (51) 34 (49) 0,738
Diabéticos’ 46 (54) 20 (43) 26 (57) 0,160
Enfermedad
respiratoria’ 20 (24) 9 (45) 11 (55) 0,568
Enfermedad renal
At 9(11) 7 (78) 2(22) 0,160
Enfermedad
hepatobiliar’ 6(7) 2(33) 4 (67) 0,433
Mas de 2
morbilidades? 36 (42) 17 (47) 19 (53) 0,595
Hospitalizaciones
durante el ano 47 (55) 22 (47) 25 (53) 0,438
previo’
Cllrgelle € ) 24 (28) 11 (46) 13 (54) 0,582
ano previo’ !
SARM durante el
afo previo' 13 (15) 6 (46) 7 (54) 0,728
Centro de asistencia
sanitaria 11 (13) 8 (73) 3(27) 0,115
de larga estancia’
Resistencia a
mupirocina? 12 (14) 6 (50) 6 (50) 0,965
Emergencia de
Resistencia a 8 (9) 7 (88) 1(12) 0,058
mupirocina’

'n (%) comparada con la prueba chi? de Pearson.
2Mediana (rango) comparada con la prueba U de Mann-Whitney.
3 La resistencia a mupirocina encontrada tanto en casos como en controles resulté de alto nivel (HLR).
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Tabla 24. Asociacion de la emergencia de clones SARM resistentes a mupirocina y la permanenecia
previa en un centro de asistencia sanitaria de larga estancia con la infeccién/ colonizacién por SARM*.

INCREMENTO DEL RIESGO A
INFECCION /COLONIZACION POR _
FAEO: SARM EN OTRAS LOCALIZACIONES | P~VALOR
(1C95%)
Emergencia de cepa SARM 8,35(1,968-61,93) veces 0,049
resistente a mupirocina
Permanencia previa en un 0116
centro de asistencia sanitaria 8,35(1,968-61,93) veces !
de larga estancia

*Segun los resultados del modelo de regresion logistica binario multivariable.

Tabla 25. Relacién genética entre los aislamientos de SARM nasales iniciales sensibles a mupirocina y
los aislamientos SARM emergentes con resistencia a mupirocina.

AISLAMIENTO INICIAL AISLAMIENTO SARM
GRUPO n SARM SENSIBLE A EMERGENTE RESISTENTE
MUPIROCINA A MUPIROCINA
CONTROL 1 Clon Pediatrico Clon Pediatrico
2 Clon Pediatrico Clon Pediatrico
CASOS 2 Clon Pediatrico EMRSA-15
Bl Clon Pediatrico | ___

'En tres casos el aislamiento SARM emergentes con resistencia a mupirocina no
pudo ser identificado por no disponer de la cepa.
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1. Descripcion de episodios SARM
diagnosticados en el HUC durante el
periodo 2009-2010

Analizando las caracteristicas demograficas de los pacientes diagnosticados de
SARM encontramos que la media de edad de los 834 pacientes incluidos en este
estudio fue de 67+16,76 anos, mientras que la de los pacientes que ingresaron en
el Hospital Universitario de Canarias durante el mismo periodo fue de 49,52 anos
(46,66 en mujeres y 52,62 en hombres).

Dentro del estudio, los grupos de edades que destacaron fueron: 61-70 afios con
el 19% de los pacientes, 71-80 con el 29% y 81-90 con el 20%, coincidiendo con
lo publicado con anterioridad, donde las infecciones causadas por clones perte-
necientes a linajes HA-MRSA se producen sobre todo en edades mayores de 60
afnos[3s). Sin embargo, en determinadas regiones geograficas tras la emergencia
de los clones CA-MRSA se han incrementado las tasas de infeccién en la poblacién
pediatrica y adulta joven, como EE.UU. (de 6,7 casos por 1000 ingresos en 2002 a
21,1 casos por 1000 ingresos en 2007, p=0,02)[136] 0 en Taiwan (de 9,8% duran-
te 1997-2000 a 56% 2004-2005 p<0,005) [137;, en donde ademas coincidié con
un aumento en la prevalencia de colonizacion nasal en nifos sanos (de 8,1% de
2004-2006 a 15,1% en 2007-2009, p<0,0001)}135;. No obstante en nuestro estudio
no hemos incluido la poblacion pediatrica, ya que por el momento el aislamiento
de clones CA-MRSA es puntual, aunque cuando existan incrementos significativos
de estos aislamientos serd necesario el estudio en esta poblacién.

El 60% de los pacientes fueron hombres y el 40% mujeres, sin embargo esta distri-
bucién por sexos difiere de la presentada por los pacientes que ingresaron en el
Hospital Universitario de Canarias durante el mismo periodo, donde el 48% fueron
hombres y el 52% mujeres.

1.1. Distribucion de los episodios SARM segun

su procedencia diagnostica

De los 930 episodios encontrados, el 89% fue identificado por el Sistema de Vi-
gilancia Activa (4% unicamente PCR y 96% cultivo o cultivo y PCR), mientras que

108



VI. Discusion

por cultivo de muestra clinica solo hemos identificado el 11%. Nuestros resultados
muestran una vez mdas como la Vigilancia Pasiva es insuficiente para el control de
la infeccion por SARM, ya que los cultivos de estas muestras se remiten por razo-
nes clinicas, por lo que un resultado positivo implica un diagnéstico tardio para la
vigilancia, tal y como describen otros autores como Salgado et al.[s5), asi como la
no deteccidon de un alto porcentaje de pacientes colonizados.

El Sistema de Vigilancia Activa frente SARM del HUC realiza una busqueda activa
de pacientes colonizados mediante la realizacién de cultivos de cribado de fosa
nasal. Sin embargo, no realiza un cribado de zonas como perineo, recto y axilas,
lugares que suelen ser reservorios silentes desde los cuales los pacientes pueden
ser colonizados o infectados en otras localizacionesyj3g_140]. Esto se debe a que
tal y como otros estudios han documentado, la realizacién de cribado en varias
localizaciones consecutivamente no es coste-efectivorj4¢3; de hecho cuando el
screening se centra Unicamente en la busqueda portadores nasales, el nimero de
pacientes colonizados por este microorganismo que se pierde es pequeio, porque
la colonizacién extra nasal es infrecuente y esta fuertemente asociada con la co-
lonizacion nasalj142;. Aunque algunos autores como Harbarth et al.[33; establecen
que las colonizaciones en faringe, perineo, piel y tracto gastrointestinal represen-
tan el 27% del totalfsz;,

Finalmente, los métodos de cribado se han visto mejorados tras la introduccién
de métodos moleculares de screening como la PCR, ya que permiten una rapida
deteccion de portadores. Sin embargo, su coste-eficacia la limita a ser utilizada en
unidades de alto riesgorz3; motivo por el cual en nuestro Hospital solo se realiza
en pacientes ingresados en las UCIs (UCI, UCSI, URPA y UVI).

1.1.1. Episodios con aislamiento SARM en fosa nasal

La prevalencia de colonizacién nasal al ingreso fue de 1,7% mientras que la inci-
dencia acumulada de SARM en fosa nasal durante el ingreso fue de 0,36%.

Nuestra tasa de prevalencia en el ingreso esta por debajo de las tasas publicadas
en hospitales de otros Paises Europeos y Norte América las cuales oscilan entre el
0,03% 'y el 9%i143-144], [152]- Harbarth et al.[33; consideran razonable que hospitales
con tasas de SARM <5% utilicen un sistema de Vigilancia Activa selectiva mejor
que universal. En nuestro hospital se ha venido empleando esta estrategia desde
el comienzo de la implantacién del Sistema de Vigilancia Activa, ya que para ello se
tuvo en cuenta los datos epidemioldgicos previos, donde ya se excluyeron desde
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un inicio las plantas y unidades pediatricas y las plantas de Psiquiatria y Obstetri-
cia, por no haber registrado previos casos de SARM.

1.2. Distribucidon de los episodios de SARM por Servicios

Los Servicios que presentaron mayores tasas de Incidencia Acumulada de Episo-
dios SARM fueron Unidades de Cuidados Intensivos, Medicina Interna, Angiologia
y Cirugia Vascular y Reumatologia, presentando tasas desde 7-3%. Asimismo, to-
dos ellos excepto el Servicio de Reumatologia presentaron las mayores tasas de
Densidad de Incidencia de Infeccion que oscilaron entre 1y 0,46%o. Cirugia Car-
diovascular fue el servicio con mayor tasa de Densidad de Incidencia de Infeccién
(1,16%o), pero su Incidencia Acumulada de Episodios SARM (0,83%) no destaco.

En general las Unidades de Cuidados Intensivos se caracterizan por administrar
terapias antibioticas prolongadas y de amplio espectro, Medicina Interna por rein-
gresos, plurimorbilidad de los pacientes y largas estancias hospitalarias y los Ser-
vicios de Cirugia Cardiovascular y Angiologia y Cirugia Vascular, por las maniobras
invasivas tanto diagndsticas como terapéuticas, mostrando un entorno favorable
para la transmisién de SARM y destacando asi la importancia de la implantaciony
seguimiento de los programas de Vigilancia Activa y de las medidas de aislamiento,
con el fin de conseguir reducir las infecciones causadas por este microorganismo.

1.3. Relevancia clinica de los aislamientos SARM en muestra clinica

La Prevalencia de colonizaciéon en muestra clinica total fue de 0,08%, es decir 1,62%
menos que la tasa de Prevalencia obtenida en fosa nasal, mostrando asi una vez
mas como el nicho ecoldgico por excelencia en S. aureus es la fosa nasal.

Los episodios de SARM en muestra clinica de acuerdo los criterios de los CDC
2008[93; obtenidos fueron: 13% Colonizaciones extrahospitalarias, 28% Coloni-
zaciones hospitalarias, 28% Infecciones extrahospitalarias y 31% Infecciones in-
trahospitalarias. Sin embargo, en los episodios clasificados como extrahospitala-
rios no podemos descartar que fueran Infecciones relacionadas con la Asistencia
Sanitaria ya que no en todas las historias clinicas se recogen los datos suficientes
para obtener esta clasificacién.

Ultimamente en determinadas zonas geograficas como EE.UU.[114;, Canada(ys),
Dinamarca y Paises Bajos[j46) donde se describen cada vez mas infecciones estric-
tamente comunitarias producidas por clones CA-MRSA pertenecientes a linajes

110



VI. Discusion

muy diferentes al de clones HA-MRSA. No obstante, como mas adelante explicare-
mos, en nuestro estudio esta situacion Unicamente ha sido observada en un caso
de infeccién extrahospitalaria.

La Densidad de Incidencia total de Infeccién nosocomial por SARM fue de 0,24%o
y la Densidad de Incidencia de Bacteriemias nosocomiales fue de 0,67 por 10.000
estancias, no resultando muy diferente a otras comunidades como Catalufia donde
tras un estudio realizado por el programa VinCat se obtuvo una Densidad de Inci-
dencia de Bacteriemias de 0,5 por 10.000 estancias, aunque en este estudio también
contabilizaron las bateriemias de origen comunitariof;47). Asimismo, la Densidad de
Incidencia de Bacteriemia nosocomial fue similar a la encontrada en otros paises
como EE.UU. e Inglaterra (0,72 y 0,78 por 10.000 estancias respectivamente);;4g;.

No obstante, se produjo una reduccion que alcanza la significacion estadistica en
la densidad de Incidencia de Infecciéon nosocomial entre 2009 y 2010, hecho que
probablemente se deba a la accién sinérgica de diferentes factores como: la bus-
queda activa de portadores nasales, temprana instauracion del tratamiento des-
colonizador y de las medidas de aislamiento de contacto. Mostrando una vez mas
la eficacia de los Sistemas de Vigilancia Activa en la reduccién de las Infecciones
Asociadas a los Cuidados Sanitarios[j49-152].

En la distribucién de las infecciones por SARM observamos como las infecciones
de piel y tejido blando predominan entre las infecciones comunitarias. Este hecho
ya ha sido descrito previamente en Norte América, pero se ha asociado a clones
CA-MRSA, no siendo el caso del presente estudior;s3;. Por otro lado las bacterie-
mias se distribuyeron de manera similar entre ambos tipos de infeccion, mostran-
do un cambio en la epidemiologia de las infecciones por SARM, coincidiendo con
otros autores como Millan et al. 2010[154), quienes encontraron que hasta un tercio
de las infecciones bacteriémicas por este microorganismo no son de presentacién
nosocomial, siendo probable que los centros de asistencia sanitaria de larga es-
tancia o los portadores de dispositivos intravasculares de larga duracién sean los
responsables de este escenario.

1.4. Resolucidon de los episodios SARM

Solo un 14% de los pacientes estudiados finalizé el tratamiento descolonizador an-
tes del alta, mientras que el 75,9% de los pacientes fueron dados de alta antes de
poder comprobar la existencia de tres cultivos negativos como control después de
finalizar el tratamiento descolonizador. Esto demuestra la importancia de disponer
de un sistema de alerta informatica al reingreso del paciente que informe sobre
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su posible estado de portador con el fin de poder realizar un rdpido aislamiento,
hasta disponer de los resultados de los tests de screening.

El 25% de las infecciones fueron bacteriemias y se produjo fallecimiento en el 20%
de los casos.

La bacteriemia por SARM se asocia a un peor pronéstico, de hecho la mortalidad
entre pacientes con bacteriemia por SARM es cercana al 30%j155-157]. La gran ma-
yoria de fallecimientos ocurren de una manera temprana dentro de los 30 dias
del comienzo del procesor;sg), produciéndose cerca del 50% de los fallecimientos
entre los 4-9 dias después del comienzo de la infeccidén y la terapia antibiética in-
adecuada es un factor de riesgo muy importantey;59;. Sin embargo, la endocarditis
y las infecciones del tracto respiratorio inferior suelen ser factores de riesgo de
mortalidad tardia en los procesos de bacteriemiar;sg). Es importante destacar que
dentro de los factores de riesgo para el posterior desarrollo de bacteriemia por
SARM se encuentra la colonizacién previa por SARM, destacando asi laimportancia
del tratamiento descolonizadory;3s;.

2. Descripcion de la Epidemiologia Clonal de
los aislamientos SARM

El genotipado mediante distintas técnicas de tipificacion molecular (PFGE, MLST
y SCCmec) de los aislamientos obtenidos detecté 16 clones distintos, siendo los
predominantes 43% ST5-MRSA-IV (Pediatrico), 39% ST22- MRSA-IV (EMRSA-15)
y 14% ST36-MRSA-II (EMRSA-16). El resto de clones presentaron una frecuencia
menor o igual al 1% y fueron los siguientes: ST5—-MRSA-II (clon New York-Japan),
ST146 —-MRSA-IV, ST125-MRSA-IV, ST896-MRSA-1V, ST30-MRSA-IV, ST72-MRSA-
IV (USA700), ST8-MRSA-IV (clon USA300), ST2574-MRSA-XI, ST217-MRSA-IV,
ST461, ST247-MRSA-I (clon Ibérico), STA5-MRSA-IV (clon Berlin), ST398-MRSA-IV.

Esta distribucion muestra como mayoritarios a los clones Pediatrico, EMRSA-15y
EMRSA-16 que pertenecen a los Complejos Clonales 5, 22 y 30 y que han presen-
tado una diseminacion pandémica a lo largo de los anosjgg). Actualmente el clon
Pediatrico destaca por su considerable presencia a nivel comunitario en paises de
América Latina[yog), [109] Y continua presente en otros paises como Francia, Suiza,
Espafnary4) y Reino Unidojgg). El clon EMRSA-15 muestra una amplia distribucion
representando cerca del 54% de los aislamientos en Portugalies; [6s), €l 60% en
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Malta e Irlandaeg) [160] Y Presentando junto con EMRSA-16 una amplia distribu-

cién tanto a nivel hospitalario como comunitario en el Reino Unidojgq;. Este ultimo

clon también esta presente en zonas como Sudafrica y Maltajgg).

Nuestros resultados contrastan con el resto de Espana, donde el clon ST125-

MRSA-IV es el predominante y responsable de mas del 50% de las infecciones cau-
sadas por SARM161 y los clones EMRSA-15 y EMRSA-16 apenas son identificados a
excepcion de las comunidades de Galicia y Baleares[y2_124}. Ademas la diversidad

genética que encontramos en el resto de clones, merece ser comentada:

ST398-MRSA-IV

Se trata de un clon cuyo linaje tiene un origen animal, pertenece al CC3984g;
y fue descrito en 2008 por Nemati et al.;g9) Coloniza principalmente a anima-
les de ganado constituyendo estos su principal reservorio y posteriormen-
te infecta o coloniza a humanos que mantienen un estrecho contacto con
estos por su actividad laboral (granjeros y veterinarios)gs;. Fue aislado por
primera vez en Bélgica y actualmente su presencia es mayoritaria en aque-
llos Paises donde se han conseguido un mayor control de HA-MRSA como
Paises bajos, donde el clon ST398 representa el 41% de los aislamientosgs.
En nuestra institucién los aislamientos procedian de las fosas nasales de 12
pacientes de nacionalidad espafiola residentes en el area norte de Tenerife
sin referencia a viajes, siendo clasificados estos aislamientos como coloni-
zaciones hospitalarias y extrahospitalarias, sin poder asegurar su actividad
profesional. En un estudio realizado en nuestro dmbito y en la misma fecha
se demostrd una colonizacién en fosa nasal de cerdos del 85,7%y de traba-
jadores del sector del 9,3%;1¢62). Por otro lado, se observa un incremento que
alcanza la significacién estadistica en la frecuencia de aislamiento de este
clon entre 2009 de 0,2% a 2010 de 2% en nuestro hospital, concordando con
otro estudio aleméan donde encontraron un incremento de 0,2% en 2004 a
5,4% en 2011163}, siendo asi evidente su mayor diseminacion geogréfica.

ST72-MRSA-IV (USA 700)

Se trata de un clon de origen comunitario CA-MRSA que pertenece al
CC8(pg), actualmente es el clon predominante entre los clones CA-MRSA en
Corea[jg4) y destaca su emergencia como clon causante de infecciéon noso-
comial en Asia del Este[y1). En nuestra institucion los aislamientos proce-
dian de las fosas nasales de 7 pacientes de nacionalidad espafnola residentes
del area norte de Tenerife sin referencia a viajes, siendo clasificados estos
aislamientos como colonizaciones extra e intrahospitalarias.
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ST8-MRSA-IV (USA 300)

Se trata de un clon considerado de origen comunitario CA-MRSA que perte-
nece al CC8. Fue aislado inicialmente en los afios 90 en Australiapes) y poste-
riormente fue identificado como USA300 por McDougal et al. en 2003[14¢). Ac-
tualmente es endémico en Canadary 153, EE.UU.[114) y América Latinagjog-109] Y
causa tanto infecciones nosocomiales como comunitariasje7;. En Espana se
ha notificado su emergencia en los Ultimos afios[y,¢). Inicialmente fue asocia-
do a infecciones de origen comunitario entre pacientes jovenes sin aparentes
factores de riesgo, mas tarde se relacioné con unos determinados grupos de
poblacion (atletas, reclusos, niflos y militares) donde la aglomeracion, el con-
tacto piel-piel y el deficiente manejo de heridas eran comunes, facilitando asi
su diseminacién y produciendo los primeros brotes de infecciones de tejido
blando que mas tarde podian evolucionar a infecciones mas complicadasyygg).
En un principio se especul6 que no colonizaba las fosas nasales, pero tras dife-
rentes estudios se ha demostrado que puede colonizar ésta y otras zonas del
organismoyyeg). El papel patdgeno de este clon se le atribuye esencialmente
a la presencia de genes de virulencia dentro de su genoma tales como la ex-
presion de la toxina citotoxica PVLjj6g;. En nuestra institucion unicamente se
aislé en un paciente de nacionalidad espanola residente del drea norte de
Tenerife sin referencia a viajes, que sufrié una bacteriemia primaria clasificada
como infeccién extrahospitalaria y que posteriormente fallecié.

ST 217-MRSA-IV

Se trata de un clon asociado a cuidados sanitarios (HA-MRSA) que pertene-
ce al CC22 y deriva del clon EMRSA-15. Es uno de los clones predominantes
en Suizajg7]. En nuestra institucion los aislamientos procedian de las fosas
nasales de 2 pacientes de nacionalidad espafola sin referencia a viajes, sien-
do clasificados estos aislamientos como colonizaciones extrahospitalarias.

ST 461

Se trata de un clon de linaje comunitario CA-MRSA, que ha sido aislado pre-
viamente en Greciapgg) y Sudafricap7q), sin presentar una amplia distribucion
por el momento. En nuestra institucién los aislamientos procedian de las fo-
sas nasales de 3 pacientes de nacionalidad espafnola sin referencia a viajes,
siendo estos aislamientos clasificados como colonizaciones extrahospitalarias

ST 2574-MRSA-XI

Se trata de un clon portador del cassette SCCmec XI, fue identificado por
Paterson et al. 201493 en Reino Unido en 2013. Los clones portadores de
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cassette SCCmec Xl estan asociados al ganado ya que predominan entre
rumiantes y ratonesp;7q] transmitiéndose posteriormente a humanos. Estos
clones han sido identificados en diferentes paises de Europa: Irlanda, Fran-
cia, Suiza, Paises bajos, Alemania, Austria, Suiza, Finlandia, Espafa, Suecia 'y
Bélgica. Sin embargo poco se conoce de su epidemiologia, destacando el
incremento que se ha producido en su prevalencia en Dinamarca de 1.9%
en 2010 a 2.8% en 2011172

En Espafia por el momento solo se ha publicado un articulof73; en el que refieren
7 aislamientos de clones portadores de cassette SCCmec XI, siendo uno de ellos
responsable de una bacteriemia que ocasiond el fallecimiento del paciente. En
nuestra institucion solo se obtuvo un aislamiento en fosa nasal clasificado como
colonizacién extrahospitalaria de un paciente que no habia viajado recientemente
y que se dedicaba a la construccién. Es posible que la prevalencia de este clon se
haya incrementado en los Ultimos anos pero que no haya sido identificado por el
diferente diagndéstico microbioldgico que requiere, ya que presentan un gen mecC
que es un nuevo alotipo de gen mecA y que no es detectado por las PCR actuales
del gen mecAg7). Por otro lado codifica una PBP;., que tiene la misma funcion
que la PBP,, pero no es detectada mediante los ensayos actuales de aglutinacién
frente PBP,,(53; y finalmente presenta una mayor afinidad por oxacilina por lo que
se muestra como resistente a cefoxitina pero con CMI frente oxacilina dentro del
rango de sensibilidad{gy).

La diferente distribucidn con el resto de Espana y la emergencia de clones espo-
radicos predominantes en otros paises podria explicarse porque Tenerife es una
isla altamente turistica que recibe miles de visitantes de otras nacionalidades cada
ano, posiblemente portadores de SARM, entre los que destacan britanicos y sud-
americanos. De hecho, el rol de los viajeros en la diseminacién del SARM ya ha sido
descrito por otros autores como Zhou et al.;1741 y Harris et al.jy7s).

Por otro lado, esta distribucién contrasta con las de periodos analizados con an-
terioridad en nuestro hospital, donde entre Enero 1997 y Abril 2000 destacé el
clon Ibérico representando el 63% de los aislamientos, sequido del clon Pediatri-
co (10%)129. Posteriormente desde Mayo 2000 hasta Diciembre 2004 se observé
un cambio en el clon predominante; EMRSA-16 (65.21%) seguido de ST5-MRSA-II
(New York-Japan) (10.72%), ST247-MRSA-I (Ibérico) (9.19%), ST5-MRSA-IVA (Pe-
diatrico) (8.32%) y EMRSA-15 (6.56%)[130)- En 2008 se identificaron por primera
vez en nuestra institucion los clones ST398-MRSA-IV, ST72-MRSA-IV (USA700),
ST8-MRSA-IV (USA300) que se encontraron en una en escasa proporcion 0.8%p17¢).
Durante el periodo de estudio 2009-2010 continuaron detectandose estos ultimos
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y se identificaron tres clones nuevos para nuestro hospital: ST217-MRSA-I, ST461,
ST2574-MRSA-XI, a la vez que se produjo de nuevo un reemplazamiento clonal,
siendo los clones mayoritarios los clones Pediatrico, EMRSA-15 y EMRSA-16. De
hecho, se observa una disminucién que alcanza la significacion estadistica en la
frecuencia de aislamiento del clon EMRSA-16 entre 2009 de 17% a 2010 de 11%,
mostrando su continua disminucién y posible reemplazamiento futuro.

Estos hechos muestran dos aspectos que deben ser tenidos en cuenta:

« Se observa un continuo reemplazamiento clonal, fenémeno que ya ha sido
descrito anteriormente en diferentes paises. Por ejemplo, en el resto de
Espafa la sustitucion del clon Ibérico por el clon ST125-MRSA-IV(1,7), en
EE.UU. la sustitucion del clon USA100 por el clon USA300;16g;, €n Portugal la
sustitucion del clon ST239-MRSA-Ill por EMRSA-15[177_178] etc. Este fend-
meno no esta claro por qué sucede: algunos autores abogan por la mayor
capacidad de diseminacién en el ambiente hospitalario de algunas cepas
sobre otras[y79), otros por la capacidad de responder a especificas presiones
selectivas en un area geografica determinada por parte de algunas cepas
por lo que consiguen ser predominantes en dichas areaspigg). Sin embargo
en nuestro caso como en otros, se ha producido un cambio sin conocerse la
razon epidemioldgicarigy.

« La diversidad genética que encontramos en los clones que no fueron predo-
minantes con respecto al periodo 2000-2004, muestra la creciente introduc-
cion de clones esporadicos en nuestra institucién. Esta situacién también ha
sido observada en Irlanda donde se ha registrado un incremento de clones
esporadicos de 12,1% en 2005 al 23,1% en 2011140

Tras analizar una posible relacién entre clon y posterior desarrollo de infecciéon
entre los tres clones mayoritarios en nuestra institucidon por ser los clones que pre-
sentaron un tamafno muestral adecuado, no encontramos ninguna significacion
entre mayor riesgo a sufrir una infeccién sobre colonizacién, ni entre mayor riesgo
a sufrir una infeccién intrahospitalaria que extrahospitalaria. Existe una gran con-
troversia sobre la presencia de clones mas patdégenos que otros, ya que existen
estudios como el de Melles et al.[1g33, que abogan sobre la existencia de ciertos
linajes SARM como los del CC5 que presentan un mayor potencial invasivo; sin
embargo otros autores como Feil et al.[1g3}, sugieren que la virulencia no tiene por
qué estar asociada al linaje clonal.

Por otro lado, se sugiere la presencia de cepas mas resistentes que otras por el
mayor contenido y expresion de genes de resistencia en los cassettes SCCmec. Es
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dificil evaluar la verdadera patogenicidad de las mismas y la consiguiente infec-
cién. Autores como Sapri et al.j1g4) sugieren una relacion inversa entre resistencia
y virulencia, ya que las cepas mas resistentes podrian ser menos virulentas por
contener menos genes de virulencia.

Después de analizar el tipo de adquisicién de SARM y su clasificacion segun los crite-
rios de los CDC 200893 se observa que todas las infecciones adquiridas en el Hospi-
tal y la gran mayoria de las adquiridas en la comunidad fueron causadas por clones
asociados a los cuidados sanitarios (HA-MRSA); sin embargo, también hemos podi-
do observar como algunas colonizaciones en fosa nasal eran causadas por clones
LA-MRSA y CA-MRSA. Estos hechos demuestran el comienzo de la diseminacion a
nivel hospitalario de clones LA-MRSA y CA-MRSA Yy la presencia de clones HA-MRSA
a nivel comunitario, concordando con otros estudios;gg), (90}, [122], [185-186]-

3. Estudio de la resistencia antibiotica en los
aislamientos SARM

3.1. Resistencia de los aislamientos SARM en fosa nasal a mupirocina

Debido a que la colonizacién en fosa nasal por SARM ha mostrado ser un factor
de riesgo para la transmision nosocomial y para la posterior infeccidon por este
microorganismorsg) 1187}, la descolonizacién nasal parece ser una estrategia eficaz
para disminuir estos riesgoszq). La efectividad de la utilizacion de mupirocina na-
sal ha sido estimada cerca del 94% una semana después del tratamiento y del 65%
después de 14 dias[igg;. Sin embargo, es preciso su correcta utilizacion, ya que su
eficacia como agente descolonizador se ha visto comprometida por su utilizaciéon
indiscriminada, repetida y prolongada, generando problemas de resistencia, fra-
casos en pacientes con colonizacion cutanea en multiples localizaciones, asi como
recaidas y recolonizaciones |57 [189], [190]- D& hecho Koch et al.[1gg}, €n una revision
de la literatura cientifica sobre las medidas preventivas para limitar las infecciones
por SARM relacionadas con los cuidados sanitarios, concluyen que las terapias de
descolonizacién con mupirocina deben restringirse a aquellos portadores de S.
aureus con alto riesgo de desarrollar infecciones nosocomiales por este microorga-
nismo. Asimismo, las guias APIC de 2010 no aconsejan la descolonizacién rutinaria
de pacientes colonizados por SARM y la indica en las siguientes situacionessg:
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« En aquellos pacientes portadores que son responsables de la transmision
continua o en situaciones de brotes.

- En pacientes portadores que van a ser sometidos a un proceso quirurgico y
gue presentan factores de riesgo para una infeccién de localizacién quirargi-
ca por SARM.

+ Enciertas poblaciones portadoras de SARM con el fin de reducir subsecuentes
infecciones como: pacientes dializados, pacientes con infecciones recurrentes
por S. aureus y pacientes ingresados en Unidades de Cuidados Intensivos.

Sin embargo, no debemos olvidar otros factores que probablemente estén relacio-
nados con el fracaso del tratamiento descolonizador como son: las enfermedades
de base del paciente, presencia de lesiones en la piel, dispositivos, el insuficiente
cumplimiento de las medidas de aislamiento, aplicacion incompleta del tratamien-
to descolonizador y la aplicacion de mupirocina extra nasal[y3j, (391, [191]- En nues-
tro hospital la aplicacién del tratamiento descolonizador con mupirocina al 2%
administrada tépicamente en las fosas nasales 3 veces al dia y bafios con gel de
clorhexidina al 4%, durante 5 dias se realiza de manera universal a todos aquellos
pacientes diagnosticados de SARM en fosa nasal siempre y cuando no presenten
este microorganismo en otras localizaciones, en cuyo caso se espera a la negativi-
zacion de SARM en los cultivos microbioldgicos de dichas localizaciones.

La tasa de resistencia a mupirocina obtenida durante el periodo 2009-2010 fue del
16% (13% HLR y 3% LLR) y se ha mantenido estable respecto al periodo anterior de
estudio 2000-2004130; en el cual todavia no se habia implantado la Vigilancia Ac-
tiva en nuestro hospital y se obtuvo una tasa de resistencia a mupirocina de 15,6%
(11.3% HLR y 4.3% LLR), no alcanzando significacién estadistica cuando se com-
pararon ambos periodos. Este resultado contrasta con el que obtuvieron Patel et
al.;1971 donde tras realizar un sistema de vigilancia universal y aplicar tratamiento
descolonizador con mupirocina observaron un incremento en la tasa de resisten-
cia frente mupirocina desde el 4,1% al 7,2% (p<0,05).

Por otro lado, la tasa de resistencia del 16% que obtuvimos concuerda con la ob-
servada en el resto de Espafia en otros estudios como Cuevas et al., y Perez-Roth et
al.,quela sitian entre el 19.3%y 14.8% respectivamente(; o), 193}, aunque también
existen divergencias como el estudio de de Potel et al.[94), realizado en un nimero
limitado de hospitales donde encontraron una tasa de resistencia del 1.3%.

Asimismo, el resto de paises presenta tasas diferentes; 14% en Corearjgs), 13.6%
en EE.UU.[196}, 15% en ltaliaf197;, 3% en Austria, Alemania y Suizajjgg), 6% Chi-
Na[iggy 12% Canadé[zoo].
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Algo que llama la atencién en nuestros resultados es la disminucién significativa
del tipo de resistencia de bajo nivel frente a mupirocina (LLR) entre los afios 2009
y 2010, de forma que las cepas que presentan alto nivel de resistencia (HLR) son
las responsables mayoritariamente de la resistencia a mupirocina. Este fenéme-
no es debido a:

« El propio mecanismo de resistencia, ya que las cepas LLR se producen por una
modificacion cromosémica del gen ileS que codifica al enzima Isoleucyl-RNA-
sintetasay por tanto solo se transmite de bacterias madres a hijas. Sin embargo
la resistencia HLR se debe a la transmision plasmidica del gen mupA o mupB
sintetizdndose una enzima Isoleucyl-RNA-sintetasa modificada, sobre la cual
la mupirocina no puede actuar. Este ultimo mecanismo de resistencia presenta
una mayor facilidad de transmisidon que el anterior ya que puede realizarse en-
tre diferentes clones e incluso diferentes especies siendo los estafilococos coa-
gulasa negativos importantes reservoriospyg1 y por otra parte estos plasmidos
suelen albergar genes de resistencias a otros antibioticos,3; [26)-

Esto supone un incrementa las limitaciones del uso de la mupirocina. Segun el
estudio de Walker et al.[1g9), cuando se utiliza mupirocina como tratamiento des-
colonizador de SARM sobre una cepa sensible se produce fallo de erradicacién en
el 20% de los casos, mientras que cuando se aplica sobre cepas LLR se descoloniza
el 80% de los casos, aunque después de 1-4 semanas solo el 25% presenta una
descolonizacién verdadera. Esta situacion empeora cuando se aplica sobre aisla-
mientos con alto nivel de resistencia frente mupirocina ya que la descolonizacion
inicial solo es del 27.7%. Sin embargo, algunos autores cuestionan el significado
clinico de cualquier nivel de resistencia a mupirocina en SARM por la elevada con-
centracion local que alcanza la mupirocina topica en fosas nasalespgy;.

La emergencia de aislamientos SARM con alto nivel de resistencia a mupirocina ya
ha sido documentada en diferentes paises como en Irlanda, donde se han regis-
trado tasas de 1,4% en el periodo 1999-2005 hasta un 2,9% en el periodo 2006-
200919g)- Algo similar ha sucedido en Canadd, donde se han registrado tasas del
1,6% en el periodo 1995-1999 hasta un 7% en el periodo 2000-2004290;. Asimis-
mo las tasas de resistencia tipo HLR varian en funcién del pais: Francia 0,8%, EE.UU.
0,62% y Canada 7%;01].

El clon Pediatrico ha mostrado una mayor habilidad para adquirir el gen mupA que
EMRSA-15 y EMRSA-16 ya que presenta una diferencia de aislamientos con resis-
tencia tipo HLR que alcanza significacion estadistica, sin embargo se requieren mas
estudios moleculares que analicen el tipo de plasmido responsable de la transmisién
y su éxito de transmision.
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La tasa de resistencia a mupirocina se ha mantenido estable entre los aislamientos
clasificados como colonizaciones extrahospitalarias (16%) y aquellos que fueron
clasificados como colonizaciones hospitalarias (18%), contrastando con el aumen-
to de resistencia que han encontrado otros autores como Upton et al.jpp3) en aisla-
mientos extrahospitalarios en Nueva Zelanda probablemente debido al uso inde-
bido de mupirocina ya que se dispensaba sin prescripcion médica.

3.2. Asociacion entre antibiotipos y clones SARM

Con el objetivo de poder establecer una correlacion entre antibiotipo y los tres clones
mayoritarios en nuestro hospital (Pediatrico, EMRSA-15, EMRSA-16) analizamos las
sensibilidades a clindamicina, eritromicina, gentamicina, tobramicina, trimetropim
sulfametoxazol, rifampicina, vancomicina, teicoplanina, quiniprustina/dalfopristina

y linezolid y agrupamos a todos los aislamientos SARM en nueve antibiotipos.

Encontramos que ningun antibiotipo fue exclusivo para un determinado clon, pero
los antibiotipos que mejor definieron a los tres clones fueron:

« El antiobiotipo numero 4 para el clon Pediatrico, mostrando resistencia a to-
bramicina y sensibilidad a clindamicina, eritromicina, gentamicina, rifampici-
na y trimetropim-sulfametoxazol, vancomicina, quiniprustina/dalfopristina

y linezolid.

« El antibiotipo numero 3 para el clon EMRSA-15, que fue sensible a todos
estos antibioticos.

« El antibiotipo numero 2 para el clon EMRSA-16, mostrando resistencia a:
clindamicina, eritromicina, tobramicina y sensibilidad al resto.

Estos resultados coinciden con los descritos por otros autores tales como Pérez-
Roth et al.[193), quienes encontraron que el clon EMRSA-16 presentaba resistencia a
clindamicina, eritromicina, pero era sensible a gentamicina. Teixeira et al., 2012777
quienes relacionaron el clon Pediatrico con un antibiotipo sensible a clindamici-
na, gentamicina, rifampicina, trimetropim sulfametoxazol, tetraciclinas, linezolid
y vancomicina. Sin embargo, nuestros resultados no coinciden con los publicados
por Amorim et al., 2007[1g1; que asocié el EMRSA-15 a un antibiotipo definido por
resistencia a clindamicina y eritromicina, pero sensible a gentamicina, tobramici-
na, tetraciclina, trimetropim sulfametoxazol y rifampicina.
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Cuando analizamos las tasas globales de resistencia de todos los clones SARM
identificados durante el periodo de estudio, encontramos que el 100% fue sensi-
ble a vancomicina por lo que de momento no encontramos cepas VRSA, ni VISA. La
resistencia VRSA es muy rara; en EE.UU. desde 2002 hasta 2012 se han declarado 11
casosy14] Y publicaciones recientes han documentado el hallazgo de dos aislamien-
tos en la India y en Irdngys). En Europa ya se ha declarado un primer caso en 2014,
concretamente en Portugalfy7;. Las cepas VISA actualmente representan cerca del
30% de los aislamientos de SARM en Turquia, 10% en Australia, 6% en Israel y 0,7%
en Franciapjg).Varios estudios han identificado un cambio global de tasas de resis-
tencia de SARM cuando se ha producido un reemplazamiento clonal dentro de una
institucion. Amorim et al.[1g1}, describieron el reemplazamiento del clon brasilefio
multirresistente por el clon EMRSA-15 en Portugal, con una disminucion de la re-
sistencia a gentamicina, tetraciclina y rifampicina; Schaumburg et al.j43), observa-
ron un incremento de la resistencia a trimetropim sulfametoxazol y tetraciclinas,
asociado a un incremento en la proporciéon de aislamientos LA-MRSA en Alemania
y Menegotto et al.[g;, observaron una disminucion de la resistencia a clindamicina
y gentamicina, pero un incremento de resistencia a ciprofloxacino cuando el clon
ST228-MRSA-I| fue reemplazado por el clon ST125-MRSA-IV/V.

Algo similar ha ocurrido en nuestra institucion cuando comparamos las tasas glo-
bales de resistencia frente a clindamicina, eritromicina y rifampicina del periodo
2009-2010 con el periodo 2000-2004, en el cual la distribucién clonal de SARM
fue la siguiente: 298 (65%) EMRSA-16, 49 (11%) New York-Japan, 42 (9%) Ibérico;
38 (8%) Pediatricoy 30 (7%) EMRSA-15, observandose una disminucién de la resis-
tencia a estos antibioticos durante el periodo 2009-2010 que alcanza significacion
estadistica (p<0,001).

Dicha reduccién puede ser atribuida al reemplazamiento clonal EMRSA-16 porta-
dor del cassette SCCmec Il, por el clon Pediatrico y EMRSA-15 portadores del cas-
sette SCCmec IV. Debido a que los cassettes SCCmec | y Il, se caracterizan por pre-
sentar un gran tamano, una distribucién limitada a determinados linajes de SARM,
contener el gen mecA y otros genes de resistencia a antibidticos no 3-lactamicos
y estar presentes mayoritariamente sobre clones HA-MRSA, se puede explicar asi
el fendmeno de la multirresistencia en las cepas nosocomialesjg7]. Sin embargo, el
cassette SCCmec IV se caracteriza por presentar un tamafno pequeno y no presen-
tar otros genes de resistencia diferentes al gen mecA y por tanto mayor sensibili-

dad, mayor movilidad, y estar presente en gran variedad de linajes SARM37) (sg)-
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4. Estudio de la relacion clonal entre los
aislamientos SARM en fosa nasal vy en
muestra clinica

El riesgo de infeccion entre pacientes colonizados por S. aureus se estima de 12
veces mayor a la de aquellos pacientes que no son portadores(sg;.

La mayoria de los casos de infeccion son considerados infecciones endégenas cau-
sadas por la misma cepa que coloniza la fosa nasalg), [39). Autores como Koosi-
tra -Smid et al., 2004,04) han documentado que cerca del 78% de los pacientes
que presentan aislamientos de S. aureus en quemaduras estan colonizados con
la misma cepa que habia sido aislada en sus fosas nasales a su ingreso. Asimismo,
Reighard et al., 2009457 concluyeron que el 89,5% de los casos de pacientes tenian
el mismo aislamiento en fosa nasal que en muestra clinica y que de estos el 47,4%
presentaba un estado portador en fosa nasal previamente al desarrollo a la infec-
cidon/colonizacién de otras zonas.

En nuestros resultados se observa la presencia del mismo clon en fosa nasal y mues-
tra clinica en el 93% de los episodios estudiados. Asimismo, la coincidencia entre
los clones aislados en fosa nasal y muestra clinica mostré un valor Kappa de 0.895
que alcanza significacion estadistica, mostrando una concordancia casi perfecta.
Este resultado hace referencia a aislamientos SARM simultaneos y consecuentes,
entre fosa nasal y muestra clinica. Los clones responsables fueron mayoritariamen-
te EMRSA-15, EMRSA-16 y Pediatrico. Ademas, en el estudio de casos y controles
gue realizamos para el estudio de factores de riesgo entre portadores nasales para
el posterior desarrollo de infeccion, también analizamos la relacidn existente entre
los aislamientos de fosa nasal y los aislamientos posteriores en muestra clinica, ob-
teniendo que el 98% de los casos la cepa de muestra era idéntica a la de fosa nasal.

Sin embargo, otros autores como Taylor et al.[;505}, encontraron que en solo el 42%
de los casos la cepa era idéntica en fosa nasal y muestra clinica. Con nuestros re-
sultados no podemos afirmar rotundamente que la transmisién de SARM se haya
producido mediante una transmision paciente-paciente, ya que los clones invo-
lucrados pertenecen a linajes pandémicos de alta diseminacién. Sin embargo, las
precauciones de contacto instauradas y la falta de interaccion entre pacientes hos-
pitalizados pueden favorecer los procesos de autoinfeccién y autocolonizacion
siendo esta una posible explicacion de tal similitud entre clones, mas que una ad-
quisicion exdgena.
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5. Analisis de los factores de riesgo entre
portadores nasales para el posterior
desarrollo de infeccion/colonizaciéon por
SARM en localizacion clinica

La colonizacién asintomatica por S. aureus es comun, se calcula que sobre el 30%
de adultos sanos se encuentra colonizado. Se estima que el 20% de la poblacién
general presenta una colonizacion permanente, mientras que el 30% un estado de
colonizacién intermitente y 50% restante parece no colonizarse[sg;.

Diferentes estudios han documentado que tanto colonizaciones comunitarias
como nosocomiales por SARM pueden incrementar el riesgo de infecciones poste-
riores en diferentes localizaciones3g_39;. De hecho, el estado de portador es consi-
derado como un predictor de infeccién y la tasa de infeccion en otras localizacio-
nes clinicas entre pacientes colonizados es estimada sobre el 30%;40;, [42)-

Las infecciones por SARM han sido asociadas con altas tasas de mortalidad [206-20g]-
En nuestro estudio dicha tasa no alcanza significacion estadistica entre el grupo de
casos y control, pero es probable que con un mayor tamafio muestral hubieramos
obtenido mayores tasas de mortalidad en el grupo de casos, coincidiendo con lo
publicado anteriormente.

Se han identificado diferentes factores de riesgo predisponentes para la colonizacién
nasal por SARM (hospitalizaciones previas, procedencia de un centro de asistencia sa-
nitaria de larga estancia e infeccién crénica de piel) ;209-2107 Y la posterior infeccidnsg;.

Sin embargo, no todos los pacientes portadores nasales desarrollan infeccién. En-
tre los diferentes factores de riesgo de infeccion por SARM entre portadores nasa-
les descritos por otros autores se encuentran: estancia hospitalaria mayor de tres
semanasyap), procedencia de un centro de asistencia sanitaria de larga estanciafsyy,
tratamiento previo con corticoidesse), desarrollo de ulceras por presion después
del ingresoys¢), diabetes mellitus;47;, sondaje urinariojs7_4g}, hospitalizaciones pre-
viasps7-4g), uso de catéteres centralessg), historia previa de colonizacion o infec-
cién por SARM6(47, presencia de tumor maligno sélidops3) y =23 comorbilidadessg).

El Unico factor que segun el andlisis de regresion logistica se asocioé a la aparicion de
una infeccién/colonizacion por SARM fue la emergencia de resistencia a mupirocina.
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En contraste, no observamos diferencias entre aquellos portadores nasales que
presentaron desde un inicio aislamientos resistentes a mupirocina, porque cuan-
do la resistencia fue detectada, el tratamiento descolonizador con mupirocina fue
suspendido y cambiado a acido fusidico. A pesar del éxito de las estrategias de
descolonizacién nasal con mupirocina para prevenir la posterior infeccion, algu-
nos autores han observado una tasa de fallo en la erradicacién del 20% entre ais-
lamientos sensibles a mupirocinaj gg). Aunque otros autores relacionan mas este
fallo de descolonizacion a factores de riesgo del paciente y al bajo cumplimiento
con el tratamiento descolonizador, que con factores microbiolégicoszg.

La emergencia de clones de SARM resistentes a mupirocina, puede estar asociado
con el uso de este antibioticorjggy y diferentes hipétesis han sido elaboradas para
explicar esta asociacién. En algunos pacientes, el aislamiento de SARM en fosa na-
sal obtenido después del tratamiento descolonizador, fue el mismo que el obte-
nido antes del tratamiento, con la Unica diferencia del cambio de sensibilidad a
mupirocina a resistencia de alto nivel. Esta situacion puede ser debida a la transmi-
sion plasmidica del gen mupA sintetizdandose un enzima Isoleucyl-RNA-sintetasa
modificada sobre la cual la mupirocina no puede actuar. Este gen mupA puede ser
transmitido a partir de otras especies diferentes a S. aureus, tales como Staphylo-
coccus epidermidis[3-s] [211]-

Por otro lado, el aislamiento nasal obtenido tras el tratamiento descolonizador
puede ser diferente al obtenido en fosa nasal inicialmente, pudiendo ser debido a
una nueva colonizacién por transmisién a través del personal sanitario o por una
colonizacién inicial policlonal en fosa nasal.

En este ultimo caso, el clon mupirocina sensible podria ser el que mas exitosamen-
te habria colonizado las fosas nasales, mientras el clon resistente podria haber per-
manecido latente siendo dificultoso su recuperacion en el cultivo. El subsecuente
tratamiento descolonizador, podria eliminar el clon predominante y favorecer el
desarrollo de clon resistente. Esta hipotesis es apoyada por la coexistencia de va-
rios clones de S. aureus en fosa nasal, ya que aproximadamente, el 6.6% de los
pacientes colonizados por S. aureus en fosa nasal presentan mas de un clony;.
Autores como Maslow et al.[13;, encontraron una colonizacion simultanea poli-
clonal en diferentes localizaciones clinicas. Sin embargo, algunos estudios abogan
por la presencia de una colonizaciéon monoclonal en fosa nasal como resultado de
la competitividad existente para la colonizacién de un nicho ecolégicop;14).

La emergencia de clones de mupirocina resistentes es muy importante ya que han
sido asociados con el incremento de la mortalidad intrahospitalaria comparada
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con los aislamientos sensibles a mupirocina después del tratamiento descoloniza-
dor con mupirocinagjge; y con la transmision del gen mupA via plasmidica para la
resistencia de alto nivel a mupirocina.

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones, como:

La recogida de datos categorica de dispositivos invasivos, en vez de recoger el
numero de dias de exposicién. Asimismo en tres de ocho casos no pudimos re-
cuperar la cepa emergente con resistencia a alto nivel mupirocina, por tanto no
pudimos establecer la relacién clonal entre el primer y segundo aislamiento en
fosa nasal. En los casos restantes: el primer y segundo aislamiento fueron idénticos
en tres casos, mientras que en dos fueron diferentes. Por tanto, no podemos esta-
blecer conclusiones respecto al origen clonal de recolonizacién nasal de nuestros
pacientes. Otra limitacion es que no realizamos un screening de zonas como peri-
neo, recto y axilas, lugares que suelen ser reservorios silentes desde los cuales los
pacientes podrian haber sido recolonizadosy39) 140)- Sin embargo, otros estudios
han demostrado que no es coste efectivo realizar screening en varias localizacio-
nes consecutivamenterj41}, de hecho cuando el screening se centra Unicamente
a la monitorizacidon portadores nasales el nUmero de pacientes colonizados por
SARM que se pierden es pequeho, porque la colonizacién de SARM extra nasal es
infrecuente y esta fuertemente asociada con la colonizacion nasal de SARM[147;.

A pesar de estas limitaciones, nuestros resultados sugieren la posible influencia de
la emergencia de clones SARM con alto nivel de resistencia a la mupirocina en fosa
nasal con la subsecuente incidencia de colonizacidn/infeccién en otras localizacio-
nes. Para confirmar nuestros resultados son necesarios la elaboraciéon de estudios
prospectivos con disefios de seguimiento.
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La mayoria de los episodios de SARM de nuestro estudio fueron detecta-
dos mediante el Sistema de Vigilancia Activa, lo que indica que la Vigilancia
Pasiva mediante cultivo de muestras clinicas es tardio e insuficiente para el
control de la infeccién causada por SARM.

Solo el 14% de los pacientes estudiados finalizé el tratamiento descoloniza-
dor antes del alta, por lo que es de gran importancia disponer de un sistema
de alerta informatica al reingreso del paciente que informe sobre su posible
estado de portador.

Las mayores cifras de Densidad de Incidencia de Infeccién nosocomial por
SARM se registraron en los servicios de Cirugia Cardiovascular, donde las ma-
niobras invasivas tanto para el diagndéstico como terapéuticas son frecuen-
tes, en las Unidades de Cuidados Intensivos, donde se administran terapias
antibiodticas prolongadas y de amplio espectro y en Medicina Interna, donde
los reingresos, pluricomorbilidades y largas estancias son frecuente, mos-
trando en su conjunto un entorno favorable para la transmisién del SARM.

La Densidad de Incidencia de Bacteriemias nosocomiales por SARM fue similar
a la encontrada en otros paises como EE.UU. e Inglaterra, produciendose el
fallecimiento en el 20% de los pacientes con bacteriemias por este microor-
ganismo, por lo que es esencial la temprana deteccion del estado de portador

nasal para comenzar de forma precoz el tratamiento descolonizador.

En relacion a la distribucion clonal de los aislamientos de SARM obtenidos,
se observa un continuo reemplazamiento clonal con respecto a los periodos
anteriores de estudio en el HUC, con un claro predominio de los clones Pe-
diatrico, EMRSA-15y EMRSA-16y una gran diversidad clonal, que muestra la
creciente introduccién de clones esporadicos tipo LA-MRSA y CA-MRSA en

nuestra institucion.

En nuestro estudio encontramos una distribucion clonal de SARM dife-
rente al resto de Espafia, asi como la presencia de manera espordadica de
clones predominantes en otros paises, ésto podria ser explicado por el
papel que desempena el turismo en la transmisién de diferentes clones
de este microorganismo.
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10.

11.

12.

No encontramos para ninguno de los clones mayoritarios un mayor riesgo
de desarrollar infeccion en los pacientes previamente colonizados.

Todas las infecciones asociadas a cuidados sanitarios y la mayoria de las co-
munitarias fueron causadas por clones asociados a cuidados sanitarios (HA-
MRSA); sin embargo, algunas colonizaciones tanto hospitalarias como co-
munitarias han sido originadas por clones CA-MRSA y LA-MRSA, mostrando
el comienzo de la diseminacién a nivel hospitalario de este tipo de clonesy
la presencia de clones HA-MRSA a nivel comunitario.

La tasa de resistencia a mupirocina entre los aislamientos SARM de fosa na-
sal se ha mantenido estable con respecto el periodo anterior del presente
estudio y concuerda con las tasas de resistencia registradas en el resto de
Espana. Sin embargo, se observa un aumento en el tipo de resistencia tipo
HLR que presenta una gran facilidad de transmision, lo que limita el uso de
mupirocina en el futuro.

En el andlisis de la resistencia antibidtica de los clones mayoritarios encon-
tramos nueve antibiotipos diferentes, no siendo ninguno exclusivo para un
determinado clon, si bien si existieron combinaciones mayoritarias entre
antibiotipo y clon que alcanzaron significaciéon estadistica. Por lo tanto, el
analisis de los perfiles de sensibilidad podrian ser utilizados como marcador
fenotipico para una busqueda preliminar de nuevos clones SARM en unains-
titucion determinada, mientras que el analisis molecular podria servir como
una guia para el adecuado tratamiento y mejor control de la infeccién.

Obtuvimos una elevada concordancia entre los clones presentes en fosas
nasales y en muestra clinica de un mismo paciente; sin embargo, no pode-
mos afirmar rotundamente que la transmisién de SARM se haya producido
mediante un proceso de autoinfeccidon/colonizacion, ya que los clones invo-
lucrados pertenecen a linajes pandémicos ampliamente distribuidos.

El unico factor independiente de riesgo entre portadores nasales para el
desarrollo de una infecciéon/colonizacion en otra localizacion fue la emer-
gencia de resistencia de alto nivel a mupirocina entre aislamientos nasales
inicialmente sensibles, si bien seria necesario la realizacién de otros estu-
dios para su confirmacion.
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