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Introduccion

Staphylococcus aureus: generalidades

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo que pertenece a la familia
Staphylococcaceae, la cual agrupa a otros géneros como Jeotgalicoccus, Macrococcus,
Salinicoccus y Nosocomiicoccus. Las especies del género Staphylococcus son anaerobios
facultativos, no esporulados, inmdéviles, dan positiva la prueba de la catalasa y son capaces
de crecer en medios con alta concentracién salina entre 18°Cy 40°C.

S. aureus produce las enzimas coagulasa, DNAsa y fermenta el manitol,
caracteristicas de gran utilidad para su identificacion. Su genoma esta compuesto de un
Unico cromosoma de aproximadamente 2,8-2,9 Mpb con un bajo contenido de G + C y
plasmidos de distintos tamafios segun la cepa. Debido a los planos de division celular

generalmente se dispone en forma de racimos (Figura 1).

Figura 1- Observacion microscdpica de S. aureus (tincién de Gram)

S. aureus es el patégeno humano mas importante dentro del género, seguido por
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus vy
Staphylococcus lugdunensis. No tiene requerimientos nutricionales especiales por lo que se
lo recupera facilmente en medios de cultivo generales, en los cuales forma colonias de color

amarillo claro o blancas de 1 a 3 mm de didmetro a las 24hs de incubaciéon a 35°C-37°C [1].



Importancia clinica

El habitat y reservorio principal de S. aureus es la piel y mucosas de los mamiferos. Se
estima que el 15-36% de toda la poblacion humana esta colonizada, principalmente en el
vestibulo nasal. Se pueden distinguir dos tipos de portadores, persistentes e intermitentes,
siendo el primer grupo el que presenta mayor carga bacteriana y un mayor riesgo de adquirir
una infeccién por la misma cepa de S. aureus colonizante. El sitio de colonizacién, ademas

del nasal, puede ser axilar, faringeo, inguinal, perineal y vaginal [2, 3].

La transmisidon ocurre por contacto directo de la piel con personas colonizadas o

infectadas o a través de objetos contaminados.

Los principales cuadros clinicos producidos por S. aureus son infecciones de la piel y
tejidos blandos, como forunculosis, abscesos, impétigo, erisipela, celulitis y piomiositis, entre
otros [4]. Ademas de las infecciones de piel y tejidos relacionados, es un importante agente
causal de infecciones invasivas, como osteomielitis, artritis séptica, meningitis, bacteriemia,
endocarditis y neumonia en pacientes hospitalizados e incluso en pacientes
inmunolégicamente competentes. Otras patologias relevantes provocadas por este
patégeno son el sindrome del shock toxico e intoxicaciones alimentarias por ingestién de

enterotoxinas preformadas [5].

En Argentina, es el microorganismo mas frecuentemente aislado en infecciones de
sitio quirurgico, representando entre el 23% y el 35% de todos los aislamientos [6]. Segln un
informe del programa nacional de vigilancia de infecciones hospitalarias (VIHDA) de 2012, S.
aureus representa el tercer microorganismo que se aisla con mayor frecuencia en pacientes

adultos hospitalizados [7].

La virulencia y la capacidad de adquirir determinantes de resistencia antimicrobiana
convierten a S. aureus en un patégeno exitoso que requiere medidas de vigilancia,

prevencion y control, tanto en el ambito hospitalario como en la comunidad.



Factores de virulencia

Distintas cepas de S. aureus producen una extensa diversidad de factores de
virulencia, los cuales facilitan, entre otros, la adhesidn bacteriana, la evasion de mecanismos
del sistema inmunoldgico, la produccién de dafio celular y tisular por medio de toxinas y la

formacion de biopeliculas.

Adhesinas

S. aureus presenta la habilidad de adherirse a muchos componentes de la matriz
extracelular (ME) y proteinas séricas del hospedador. Para ello utiliza una gran variedad de
moléculas de adhesion, MSCRAMMs (del inglés Microbial Surface Components Recognizing
Adhesive Matrix Molecules), también llamadas adhesinas. Estas moléculas se encuentran
unidas a la superficie de la bacteria de forma covalente o no covalente y, ademas de mediar
la adhesién a la ME, pueden obstaculizar la accién del sistema inmune innato y promover la
internalizacion de S. aureus en células eucariotas [8, 9]. La mayoria de las adhesinas tienen
funciones solapadas, ya que distintas proteinas se unen a los mismos elementos de ME o de
la sangre. También una misma adhesina puede unirse a multiples ligandos. La habilidad de
unirse a moléculas diana en el hospedador es fundamental para la colonizacién vy la

diseminacion dentro del mismo.

Dentro de las MSCRAMMSs mas estudiadas se encuentran las proteinas de unién a
fibronectina (FnBPs), de las cuales se conocen dos variantes: FnBPA y FnBPB, expresadas
predominantemente en la fase de crecimiento exponencial. A través del dominio C-terminal
ambas proteinas se unen a fibronectina (Fn) y por el extremo N-terminal pueden adherirse a
elastina. FnBPA contiene ademds un dominio de unién a fibrindgeno, llamado dominio A, de
secuencia y estructura similar al dominio de unién a fibrindgeno de otras MSCRAMMs [10].
Las FnBPs actian como invasinas, ya que permiten la internalizacion de S. aureus en células
fagociticas no profesionales, como células endoteliales, queratinocitos, osteoblastos,
fibroblastos y células epiteliales. La invasion ocurre cuando se forma un puente de Fn entre
la FnBP y la integrina asf; de las células eucariotas, hecho que desencadena el rearreglo del
citoesqueleto de actina y la posterior endocitosis de la bacteria [11, 12]. Se postula que la
internalizacion en células no fagociticas representa un mecanismo de evasion frente a la

respuesta inmune y a la accién de los agentes antimicrobianos [10]. Asimismo podria



permitir la salida y entrada del patdégeno al sistema vascular, lo que favoreceria la

diseminacion de la infeccidn [8].

Las FnBPs también promueven la agregacion plaquetaria, especialmente durante la
fase de crecimiento exponencial [13]. La agregacion plaquetaria y la formacién de trombos
sobre las vdlvulas cardiacas por la unidn bacteria-plaqueta es un paso esencial en la
patogénesis de la endocarditis infecciosa, entidad de la cual S. aureus es el principal agente

causal [14].

Las proteinas de unién a fibrindgeno, factores de agregacién o “clumping factors”
(CIf) son dos proteinas de superficie (CIfA y CIfB) que comparten aproximadamente un 27%
de identidad en su secuencia aminoacidica y se unen a la molécula de fibrindgeno (Fg) a
través de distintas cadenas polipeptidicas de la misma [8]. Se demostré que ambas proteinas
pueden unirse a las plaquetas e inducir su agregacion [15]. CIfA inhibe la fagocitosis de S.
aureus por macrofagos y leucocitos polimorfonucleares in vitro [16, 17] y favorece la
inactivacion del factor del complemento C3b [18]. CIfB es un factor clave en la colonizacidon
nasal [19] siendo su principal ligando la proteina loricrina del estrato cérneo del vestibulo

nasal, a la que se une con alta afinidad [20].

Debido a su organizacidn estructural, Las proteinas ClIf pertenecen a una familia de
proteinas llamada Sdr (contienen un dominio de repeticiones de dipéptidos de serina y acido
aspartico), dentro de la cual se encuentran las proteinas SdrC, SdrD y SdrE [8]. Una variante
de SdrE, denominada Bbp, es capaz de unirse a la sialoproteina ésea y al fibrindgeno [21].
SdrE, por su parte, presenta una leve actividad como pro-agregante plaquetario [15] y
ambas, SArE y Bbp, se unen al regulador del sistema de complemento C4BP e inhiben Ila

opsonizacion bacteriana [22].

S. aureus se une a otros componentes de la ME a través de moléculas especificas
como la proteina de unién a colageno (Cna), la proteina de unién a elastina (EbpS) y la
enolasa, o proteina de unién a laminina (Eno). Cna inhibe la activaciéon del sistema de
complemento por la via clasica [23] y su adherencia al colageno es importante en el
desarrollo de osteomielitis en un modelo experimental [24]. Lopes y colaboradores han
propuesto que la capacidad de atravesar la vasculatura se correlacionaria con la afinidad por
la laminina, ya que dicha afinidad es una caracteristica de las células neoplasicas y otras

células que atraviesan la membrana basal [25].
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La Proteina A de S. aureus (SpA) es una importante molécula de superficie que le
otorga a la bacteria la capacidad de unirse a multiples ligandos y evadir el sistema inmune.
La primera funcion descripta fue la afinidad por la porcidon Fc de los anticuerpos IgG [26].
Esta union impide el reconocimiento de S. aureus por neutréfilos y la activacion del sistema
del complemento por la via cldsica. Otros ligandos descriptos para SpA son el factor de von
Willebrand (VWF) y el receptor gC1gR, expuesto en las plaquetas activadas [27, 28]. Dichas
interacciones podrian contribuir a la localizacién de S. aureus en los sitios donde existe dafio
endotelial y facilitar el desarrollo de trombosis. La proteina A es reconocida por los
receptores TNFa (TNFR1) y EGF (EGFR) en células epiteliales, macrofagos, neutréfilos y
gueratinocitos a través del dominio de union a IgG, e induce una respuesta inflamatoria que
favorece el dafio tisular y el desarrollo de neumonia en un modelo experimental [29, 30].
Ademas de activar TNFR1, induce la pérdida de este receptor de la superficie celular incluso
antes de la liberacion de su ligando TNFa, lo que modula la respuesta inflamatoria debida a
TNFa y favorece el desarrollo de una infeccidn sistémica por S. aureus en un modelo murino

[31].

Otras adhesinas como la proteina de adherencia extracelular (Eap) y la proteina de
unién a fibrindgeno (Fib), a diferencia de las descriptas anteriormente, son secretadas al
medio extracelular y se las denomina SERAM (del inglés Secretable Expanded Repertoire

Adhesion Molecules) [32].

Toxinas

Luego de la adhesidn a los tejidos del hospedador y la colonizacién inicial, S. aureus
produce una serie de toxinas secretadas que son factores fundamentales para el desarrollo
de una infeccion, dentro de las cuales se incluyen toxinas formadoras de poros,

superantigenos y enzimas con diversas funciones [33].

La leucocidina de Panton-Valentine (LPV) es una toxina de dos componentes capaz de
formar poros en la membranas, especialmente en neutréfilos, luego de la interaccién con los
receptores del factor C5a del complemento (C5aR y C5L2) [34]. Esta codificada en los genes
lukS-PV y lukF-PV, los cuales se encuentran localizados en un profago. La accion de la toxina
es dependiente de la concentracién, ya que una alta concentracion de LPV provoca la

necrosis de neutréfilos humanos in vitro mientras que bajas concentraciones inducen la



apoptosis de neutrdfilos [35] y su activacidon con la consecuente liberacidon de citoquinas y
enzimas [36]. La mayoria de las cepas de S. aureus resistentes meticilina aisladas en
infecciones de origen comunitario producen LPV, por lo que, en general, se la considera un

marcador molecular de este tipo de cepas [37].

La toxina alfa o hemolisina alfa (Hla) provoca la lisis de muchos tipos celulares como
eritrocitos, monocitos, queratinocitos y células endoteliales mediante su capacidad de
formar poros en membranas citoplasmaticas [38]. Reconoce a la molécula ADAM10 como
receptor, especialmente a bajas concentraciones de la toxina, lo que da lugar a la formacién
de un poro y la activacién de dicho receptor [39]. En un modelo murino de infeccion de piel,
Tkaczyk y col., describieron que la inmunizacion previa con anticuerpos monoclonales anti-
Hla disminuye el tamafo de las lesiones en la piel y la dermonecrosis observada [40], lo que
indica que Hla desempeiia un papel importante en la severidad este tipo de infecciones. La
hemolisina gamma (HIg) provoca la lisis de eritrocitos humanos al unirse a sus membranas,
por lo que se postula que es un factor que ayuda a la supervivencia de S. aureus en sangre

humana [41].

Otras toxinas de S. aureus que son capaces de formar poros en la membrana
citoplasmatica eucariota son las modulinas solubles en fenol (PSM), péptidos anfipaticos con
accion citolitica que actuan sin necesidad de unirse a un receptor. Los genes codificantes de
las PSM estan localizados en tres sitios distintos del genoma. El grupo mas importante en
cuanto a su patogenicidad es el operén psma, el cual comprende cuatro péptidos (PSMal-
PSMa4). El operén psmp incluye a los péptidos PSMB1y PSMB2 y, una tercer PSM, también
conocida como toxina 9, estd codificada dentro del sistema de regulacion global agr [42]. Los
péptidos PSMa provocan la muerte de eritrocitos y leucocitos, incluso luego de la fagocitosis
por neutrofilos, ya que permiten la salida de S. aureus del fagosoma y la posterior lisis celular
[43]. A bajas concentraciones se unen al receptor FPR2 en la superficie de los neutréfilos

humanos e inducen una respuesta inflamatoria [44].

Algunas cepas de S. aureus expresan superantigenos (SAgs), los cuales tienen como
caracteristica la capacidad de inducir fiebre alta, una respuesta inflamatoria exacerbada y la
proliferacién inespecifica de linfocitos T. Dentro de esta familia se encuentra la toxina TSST-
1, responsable del sindrome del shock tdxico, y las enterotoxinas estafilocdccicas (SE),

involucradas en infecciones transmitidas por alimentos y con propiedades eméticas. Se



conocen distintas variantes de SEs denominadas segun el orden en que fueron descriptas
(SEA hasta SEJ) y otras llamadas “Staphylococcal enterotoxin-like”, las cuales se clasifican asi

porgue no presentan, o no se conoce su propiedad emética [45].

Otros factores de virulencia producidos y secretados por S. aureus tienen actividad
enzimatica. Algunos ejemplos son las enzimas lipasa, colagenasa, coagulasa, aureolisina

(actua como proteasa), esfingomielinasa y nucleasa [33].

Se ha descripto un elemento mévil denominado ACME (del inglés Arginine Catabolic
Mobile Element) presente en algunas cepas virulentas de S. aureus, que confiere a la

bacteria una ventaja para colonizar mas eficientemente la piel humana [46].

Algunos de los factores de virulencia como Hla o PSMs se encuentran codificados en
el genoma conservado o en islas de patogenicidad presentes en la mayoria de las cepas de S.
aureus. Otros, como LPV o SEs, se localizan en profagos u otros elementos genéticos

moviles.

Formacion de biopeliculas

La habilidad de S. aureus para formar biopeliculas, o biofilms, favorece el desarrollo
de infecciones persistentes, especialmente en pacientes con dispositivos externos como
protesis o catéteres. La biopelicula es una comunidad de bacterias adherida a una superficie
inerte o animada embebida en una matriz de material proteico, polisacaridico y ADN

extracelular [47].

La formacion de una biopelicula comienza con la adherencia de S. aureus a una
superficie mediante las MSCRAMMs, seguida por la replicacién y la adhesién entre células
bacterianas a través del material que conforma la matriz. El componente de la matriz mas
estudiado es el polisacarido de adhesién intercelular (PIA) codificado en el operdn icaADBC

[48], aunque también S. aureus puede formar biopeliculas independientes de PIA [47].

La organizacion de la biopelicula otorga una gran impermeabilidad a los agentes
antimicrobianos y a los componentes del sistema inmunolégico del hospedador, lo que
dificulta notablemente el tratamiento de la infeccidn. En el caso de estar formada sobre un

agente externo el mejor tratamiento es la remocién del mismo. [47].



Expresion de factores de virulencia. El sistema Agr

La expresidn de los factores de virulencia de S. aureus se encuentra bajo el control de
diversos sistemas reguladores, tales como el sistema Agr (accesory gene regulator), SarA

(staphylococcal accesory regulator), ArIRS (autolysis-related locus) y otros [49].

El sistema Agr actua segun la densidad de la poblacion bacteriana (quorum sensing) y
se activa en la transicion de la fase de crecimiento exponencial a la fase estacionaria. Regula
positivamente la expresién de las toxinas secretadas e inhibe la expresion de las adhesinas, a
través una molécula de RNA efectora llamada RNAIIl [50]. El sistema se activa cuando se
acumula el péptido autoinductor (AIP) producido por la misma cepa en el medio extracelular
y éste activa al sistema de dos componentes formado por AgrA/AgrC. AgrA finalmente

estimula la transcripcion de todos los genes del sistema (Figura 2).

Las proteinas AgrB/AgrD son las encargadas de producir y secretar AIP, y sus genes
codificantes (agrB/agrD) forman parte de la region variable del locus agr. Dicha variabilidad
se utiliza para genotipificar cepas de S. aureus [51] y también constituye un mecanismo de
supervivencia bacteriana, ya que el AIP producido por una cepa estimula su propio sistema

pero inhibe el locus agr de cepas de otro grupo [52].

El gen de la hemolisina 6 (hl/d) se transcribe junto con RNAIIl, por lo que se ha
propuesto que la deteccién de la actividad de esta toxina sirve como marcador de la

funcionalidad del locus agr [53].
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Figura 2- Esquema del sistema Agr. Adaptado de Painter y colaboradores [52]
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Evolucidn de la resistencia a antibioticos B-lactamicos

S. aureus es naturalmente sensible a todos los antibidticos, aunque exhibe una gran
habilidad para adquirir mecanismos de resistencia. Antes de la introduccién de la penicilina
en la practica clinica la mortalidad de las infecciones por S. aureus era alrededor del 80%
[54], hecho que se revirtio con el descubrimiento y la aplicacién de este antimicrobiano. Sin
embargo, pocos afilos mas tarde, se detectaron cepas de S. aureus resistentes a penicilina
causantes de infecciones nosocomiales, las que luego se convirtieron en un problema de
salud también en la comunidad y hacia el final de los afios 1950s en un problema global [55].
Actualmente el 90% de las cepas de S. aureus son resistentes a penicilina debido a la
adquisicion de un plasmido que contiene al gen blaz el cual codifica una enzima con

actividad penicilinasa.

En el afio 1959 se introdujo el antibidtico meticilina, una penicilina semisintética
resistente a penicilinasa. Dos afios mas tarde se comunicé por primera vez la emergencia de
cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SAMR) [56]. A partir de ese momento, a lo largo
de los afios SAMR se convirti6 en uno de los principales patdgenos recuperados de

infecciones nosocomiales y comunitarias [57].

Los antibidticos B-lactamicos, como penicilina y meticilina, provocan la pérdida de
viabilidad bacteriana al inhibir la sintesis del peptidoglicano luego de unirse de forma

covalente a las proteinas de unién a penicilina (PBPs).

S. aureus posee al menos cuatro tipos de PBPs, PBP2 con actividad transglicosilasa y
transpeptidasa, PBP1 y PBP3 con actividad transpeptidasa y PBP4 con actividad
carboxipeptidasa. Las cepas SAMR presentan una PBP extranumeraria denominada PBP2a o
PBP2’ adquirida por transferencia horizontal y codificada en el elemento SCCmec

(Staphylococcal Chromosomal Cassette mec)

La presencia de PBP2a implica resistencia a todos los antibidticos B-lactamicos
(penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes) excepto ceftarolina. Esta cefalosporina de
“quinta generacidon” posee un amplio espectro de accién y es activa frente a SAMR. Los
antibidticos B-lactamicos suelen ser la primera eleccién para el tratamiento de infecciones
por S. aureus, por su alta eficacia y seguridad, por lo cual la resistencia a esta familia

constituye un problema de salud publica altamente relevante.



El elemento SCCmec

La resistencia a meticilina se debe a la adquisicion del elemento genético SCCmec,
gue contiene varios genes y entre ellos al gen mecA, el cual codifica una proteina
denominada PBP2a que presenta una afinidad disminuida por los antibidticos B-lactamicos.
El SCCmec se incorpora al cromosoma bacteriano en una regién especifica, en el extremo 3’

de un marco abierto de lectura con funcién desconocida (orfX) [58].

En la organizaciéon genética del SCCmec se distinguen dos complejos de genes
principales, el complejo mec y el complejo ccr, unidos a través de regiones denominadas “J”
(Junkyard). La region J1 se extiende desde el ccr hasta el final del SCCmec, la regidon J2 entre

los complejos mecy ccry la regidn J3 entre el complejo mecy el orfX [59].

El complejo mec esta formado por el gen mecA, dos genes que codifican proteinas
reguladoras llamadas MecR1 y Mecl y secuencias de insercion asociadas. La proteina MecR1
al detectar la presencia de antibidticos B-lactamicos en el ambiente extracelular, sufre un
clivaje autocatalitico y mediante su dominio citoplasmatico cliva a la proteina Mecl
(inhibidora de la transcripcion de mecA). La produccion de PBP2a, por su baja afinidad a
dichos antibidticos, permite a las cepas SAMR seguir sintetizando peptidoglicano y sobrevivir

en presencia de estas drogas [60].

Se han reconocido distintas clases de complejo mec segln su organizacién genética.
El complejo mec de clase A tiene los genes mecA/mecR1/mecl completos y se encuentra en
los SCCmec I, Il y VIII. Otros complejos presentan el gen mecA completo y los genes
mecR1/mecl parcial o totalmente truncados, debido a inserciones de elementos moviles

como las secuencias de insercion 15431 0 151272 [59].

En todos los tipos de SCCmec se encuentran genes codificantes de recombinasas,
esenciales para la integracion/escision del casete en el cromosoma bacteriano. Las
recombinasas estan codificadas en el complejo ccr (cassette chromosome recombinase) por
la combinacién de los genes ccrA y ccrB (ccrAB) de los cuales existen distintos alotipos, o por

el gen ccrC [59].

En base a la clase de complejo mec y al tipo de recombinasa se han definido
diferentes tipos de SCCmec (Figura 3 y Tabla 1). Hasta el momento se conocen Xl tipos de

SCCmec e incluso variantes dentro de un mismo tipo basadas en polimorfismos de las
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regiones J. Los SCCmec de mayor tamafio, por ejemplo Il y Ill, en general contienen genes
accesorios en las regiones J, como genes de resistencia a otras familias de antibidticos o a
metales pesados. Los SCCmec de menor tamafio, como el IV y el V, representan un menor

costo energético para las bacterias [61, 62].

El SCCmec tipo XlI fue descripto en el afio 2011 en una cepa de SAMR llamada
LGA251, aislada de ganado bovino [63]. El SCCmec XI posee un gen mec con un 69% de
identidad con el gen mecA denominado mecA;cazs1, posteriormente renombrado como
mecC [64]. Este gen no es detectado por las reacciones de PCR convencionales para

amplificar mecA, aunque otorga un fenotipo de resistencia similar.

El ultimo casete identificado fue el SCCmec tipo XlI, el cual tiene como particularidad
gue presenta en el complejo ccr un nuevo alotipo del gen ccrC (ccrC2). Ademas posee un

complejo mec de estructura similar al complejo mec clase C2, aunque carece de una de las

IS431 [62].
SCCmec Complejo ccr Complejo mec
| 1(A1B1) clase B (1S431-mecA-AmecR1-1S1272)
1l 2 (A2B2) clase A (1S431-mecA-mecR1-mecl)
1 3 (A3B3) clase A (1S431-mecA-mecR1-mecl)
v 2 (A2B2) clase B (1S431-mecA-AmecR1-1S1272)
Vv 5(C1) clase C2 (IS431-mecA-AmecR1-1S431)*
Vi 4 (A4B4) clase B (1S431-mecA-AmecR1-1S1272)
Vil 5(C1) clase C1 (IS431-mecA-AmecR1-1S431)**
VIl 4 (A4B4) clase A (I1S431-mecA-mecR1-mecl)
IX 1 (A1B1) clase C2 (IS431-mecA-AmecR1-1S431)*
X 7 (A1B6) clase C1 (IS431-mecA-AmecR1-1S431)**
Xl 8 (A1B3) clase E  (blaZ-mecA cpsi-MeCcR1 gaysi-mecl gars:)
Xi 9 (C2)*** clase C2-like (AIS431-mecA-AmecR1-1S431)* **

Tabla 1- Clasificacion de los tipos de SCCmec segln los complejos mec y ccr de acuerdo a las
recomendaciones del grupo internacional de trabajo para la clasificaciéon de elementos SCCmec
(IWG-SCC, http://www.sccmec.org). Los complejos ccr se identifican con un nimero del 1 al 8 segln
la combinacién de alelos de los genes ccr Ay ccrB o el alotipo de ccrC. Las clases de complejos mec se
definen segun la organizacion y presencia o ausencia de los genes mecA/mecR1/mecl, secuencias de
insercién y otros genes como blaZ. *Las secuencias de insercion 1S431 estan orientadas en sentidos
opuestos, ** Las secuencias de insercion 1S431 estan orientadas en el mismo sentido, *** El nombre
de los complejos corresponde al asignado por los autores [62].
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Métodos de tipificacion molecular para el estudio de SAMR

Durante las ultimas décadas se desarrollaron distintos métodos para tipificar cepas
de SAMR y estudiar su diseminacién. Existen métodos basados en la obtencién de perfiles de
bandas y otros basados en la secuenciacion del ADN. Ambos tipos de métodos son

ampliamente utilizados y su aplicacién depende del objetivo buscado.

Las técnicas mas utilizadas actualmente son la electroforesis de campo pulsado
(PFGE, Pulsed-Field Gel Electrophoresis), la tipificacién por secuenciacion de multiples loci
(MLST, Multilocus sequence typing), el estudio del polimorfismo del gen spa (spa typing) y la
tipificacidon del casete SCCmec. También existen métodos basados en la obtencién de perfiles
de bandas en geles de agarosa mediante la amplificacion de fragmentos de ADN al azar por
PCR con cebadores inespecificos (RAPD, Random Amplification of Polymorphic DNA). Cabe

aclarar que las mismas técnicas se utilizan para el estudio de SAMS.

La tipificacion de cepas de SAMR tiene como objetivo estudiar la relacion clonal entre
distintos aislamientos de la misma especie, ya sea para estudios de epidemiologia local como
global. En el primer caso el objetivo puede ser la deteccién de un brote o la identificacién de
la fuente de una infeccién y en el segundo la comparacién de aislamientos recuperados con
diferencias geograficas y/o temporales para trazar de manera precisa la diseminacién de
lineas clonales. Para cada objetivo se pueden utilizar distintas técnicas, habitualmente

combinadas entre si para obtener mayor informacion.

La electroforesis de campo pulsado (PFGE) se basa en la separacién de fragmentos de
ADN a partir de la digestion del genoma bacteriano completo con enzimas de restriccion de
corte poco frecuente. Al haber pocos sitios de restriccidn se generan escasos fragmentos de
tamafios entre 50-2000 kb que son separados en un gel de agarosa a través de la aplicacién
de campos eléctricos en diferentes direcciones. A lo largo de la corrida electroforética
aumenta la duracion de los pulsos eléctricos. Los fragmentos de ADN se separan en base a la
facilidad para reorientarse en las distintas direcciones del campo eléctrico, caracteristica que
depende de su tamafio. Como resultado se generan perfiles de bandas llamados
“pulsotipos” [65]. EI PFGE es considerado la técnica de referencia por su alto indice
discriminatorio y reproducibilidad, especialmente para la investigacion de brotes, aunque las

desventajas son la laboriosidad, el tiempo que consume y el costo.
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Los métodos basados en secuenciacion de genes poseen la ventaja de que la
informacién puede ser compartida facilmente por distintos laboratorios en cualquier lugar
del mundo y se han generado bases de datos para disponer de informacion globalizada y
accesible a diferentes usuarios. Entre ellos, la secuenciacion de multiples loci (MLST) se basa
en el estudio de los polimorfismos de fragmentos internos de siete genes con funciones
metabodlicas conservadas o housekeeping. Se amplifica un fragmento de 450-500pb de cada
gen y en base a las secuencias de ADN se establece un perfil alélico que serd la combinacién
de los siete alelos asignados por comparacion con una base de datos disponible
(http://www.mlst.net). Cada perfil alélico generado representa un secuenciotipo (ST). La
informacién que brinda MLST refleja el genoma conservado en donde los cambios se
acumulan lentamente, por lo que es una técnica que permite establecer la evolucién de las
lineas clonales a través del tiempo y su diseminacion geografica. Los resultados son
reproducibles y facilmente intercambiables entre laboratorios [66, 67]. Los aislamientos que
poseen un minimo de cinco alelos idénticos pertenecen al mismo complejo clonal (CC). Se ha
combinado el MLST con un algoritmo llamado BURST (Based Upon Related Sequence Types)

para establecer los complejos clonales y conocer el genotipo fundador de cada CC.

Otra técnica basada en secuenciacion de ADN es la tipificacion del polimorfismo del
gen spa o “spa typing”, con un poder discriminatorio intermedio entre PFGE y MLST. El gen
codificante de la proteina A de S. aureus (spa) contiene una regién polimérfica (regién X) que
consiste en repeticiones en tdndem de secuencias de alrededor de 24 pb. El tipo de
secuencias, el orden y el numero de esas repeticiones son utilizados para establecer un “spa
tipo”, mediante la comparacion con una base de datos (http://www.spaserver.ridom.de). La
regién polimdrfica estd flanqueada por secuencias conservadas que permiten utilizar
cebadores para amplificar la regién X y posteriormente conocer la secuencia de ADN [68].
Los cambios que se acumulan en esta regidn pueden ser por mutaciones puntuales,
deleciones o duplicaciones de las repeticiones, y ocurren con mayor velocidad que en el caso
de un gen conservado como los utilizados en el esquema de MLST. Esto permite que el spa
typing se utilice para estudiar eventos de epidemiologia local o global [69] con la ventaja de
presentar menor laboriosidad y costo y una buena correlacién con la informacion aportada

por MLST [70].
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La tipificacion del casete SCCmec se realiza mediante reacciones de PCR para
establecer las clases de complejos mec y ccr. El conocimiento del tipo de SCCmec es
fundamental para describir un clon de SAMR, pero no suficiente, por lo que debe

acompanarse por otras técnicas de tipificacién como las descriptas anteriormente.

Epidemiologia molecular de las infecciones por SAMR

Con el advenimiento de las técnicas de tipificacion molecular se pudo conocer la
dindmica y la estructura poblacional de SAMR, la evoluciéon y dispersion de clones
epidémicos [71, 72] y la diferenciaciéon de clones tipicamente “hospitalarios” de aquellos
“comunitarios” [73]. Asimismo Enright y colaboradores propusieron una nomenclatura de
los clones de SAMR en base a la informacién suministrada por distintas técnicas, que incluye
minimamente al secuenciotipo y al tipo de SCCmec (ej. ST5-1V) y adicionalmente al tipo de

spa (ej. ST5-1V-t311) [74].

S. aureus posee una estructura poblacional de tipo clonal, es decir, a diferencia de
otras especies de cocos gram positivos, evoluciona con mayor probabilidad a través de
mutaciones puntuales que por procesos de recombinacion [75]. Los clones epidémicos de
SAMR mas prevalentes se agrupan en relativamente pocos complejos clonales (CC1, CC5,

CC8, CC22, CC30, CC45, CC59, y CC80) [76].

Luego de la primera descripcién de SAMR en el aifio 1961, la resistencia a meticilina
en esta especie se limitd inicialmente al ambito hospitalario. Pero alrededor del aifio 1993,
SAMR emergié como un patégeno de la comunidad cuando se describié un brote por SAMR
en una comunidad remota de Australia, sin ningin contacto con el sistema de salud, en
pacientes previamente sanos [77]. Esto dio lugar al concepto de SAMR adquirido en la
comunidad (SAMR-AC). A partir de esa primera descripcion ocurrieron muchas mas en
diferentes lugares del mundo, e incluso se encontraron cepas tipicamente comunitarias

como causa de infecciones intrahospitalarias [76].

En el afio 2003 se describi6 una nueva clasificacion de SAMR, al conocerse
infecciones en humanos por cepas que habitualmente provocan infecciones en animales,
poniendo en evidencia la capacidad de transmisidn zoondtica. A estas cepas se las denomind

SAMR-LA, por livestock-associated methicillin resistant S. aureus [78].
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S. aureus resistente a meticilina asociado al cuidado de la salud (SAMR-AH)

Se define a una infeccion como asociada al hospital, o asociada al cuidado de la salud
(healthcare-associated) a la producida por SAMR en pacientes con factores de riesgo
tradicionales que se relacionan con el sistema de salud, como la admisién a una unidad de
cuidados intensivos o residencias en establecimientos de cuidado de la salud, antecedentes
de cirugias, didlisis, tratamiento inmunosupresor, uso de catéteres o dispositivos que
atraviesen la piel al momento de la consulta o en el afio previo a la infeccidon. En algunos
estudios, las infecciones por SAMR-AH se distinguen ademas segun su lugar de inicio. Si la
infeccidon ocurre después de las 48hs de admisidn al hospital se considera una infeccion de
inicio nosocomial, por el contrario, si es previa a las 48hs de admision la infeccién es de inicio

en la comunidad [79].

En un estudio de vigilancia realizado entre los afios 1997 y 1999 se detectaron
distintos porcentajes de prevalencia de SAMR en los hospitales, 23% en Australia, 67% en
Japon, 40% en Sudamérica, 32% en Estados Unidos y 26% en Europa. Dentro de cada regién
los porcentajes variaron segun el pais estudiado [80]. En los ultimos afios, SAMR fue

reportado como el patdgeno nosocomial mas frecuente en muchos lugares del mundo [57].

Las infecciones hospitalarias por SAMR, comparadas con las producidas por S. aureus
sensible a meticilina (SAMS) se asocian a una mayor estadia en el hospital, mayor mortalidad

y altos costos para el sistema de salud [81, 82].

Las cepas de SAMR que tradicionalmente se encontraban en infecciones asociadas al
cuidado de la salud (SAMR-AH) presentan tipos de casete SCCmec I, Il y lll y multiresistencia,
es decir, resistencia a multiples familias de antimicrobianos ademas de la resistencia a
antibioticos B-lactdmicos. No obstante, cada vez con mayor frecuencia se observan
infecciones intrahospitalarias provocadas por cepas de SAMR que no presentan resistencia
acompafiante y portan casetes SCCmec de menor tamafo, las cuales se asocian

generalmente a infecciones de inicio en la comunidad [83, 84].

Los clones de SAMR-AH epidémicos pertenecen en su mayoria a los complejos
clonales 1, 5, 8, 30, 22 y 45. Dentro del CC8, varios clones SAMR-AH han sido descriptos
como prevalentes en distintas regiones del mundo, como por ejemplo el primer SAMR

descripto (Clon “Arcaico”) se clasifica como ST250-SCCmecl, el ST247-1 (clon “Ibérico”) o el
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ST239-lll (clon “Brasilero/Sudaméricano”), importante en la epidemiologia de SAMR-AH en

nuestro pais y Sudamérica.

Dentro del CC5 se destaca el clon ST5-1I (“Nueva York/Japén”), a partir del cual
surgieron los primeros aislamientos con sensibilidad disminuida a vancomicina (VISA), uno
de los antibidticos de eleccién en los casos de infecciones complicadas por SAMR. Este CC
también agrupa al clon ST5-I (“Cordobés/ Chileno”), de frecuente recuperacién en hospitales

de Argentina. Dentro del complejo CC30 se destaca el ST36-Il (UK-ERMSA-16) [73, 85].

S. aureus resistente a meticilina asociado a la comunidad (SAMR-AC)

La ocurrencia de infecciones por SAMR en pacientes sin factores de riesgo
tradicionales para SAMR-AH y sin contacto previo con el sistema de salud dio la alarma para
un nuevo fenémeno, el SAMR adquirido en la comunidad. Estos aislamientos se
diferenciaron fenotipicamente y genotipicamente de los SAMR-AH, por ser sensibles a la
mayoria de los antibidticos, excepto B-lactamicos, y presentar perfiles de PFGE diferentes
[77]. Se cree que estas cepas se originaron a partir de la adquisicion del elemento SCCmec en

cepas SAMS de la comunidad.

Segun el centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) se considera una
infeccion por SAMR adquirida en la comunidad a aquella ocurrida fuera del ambito
hospitalario, en individuos sin factores de riesgo tradicionales para SAMR antes de

transcurridas las 48hs de admisidn al hospital.

A diferencia de las cepas SAMR-AH, la caracterizacion genética de los aislamientos de
SAMR-AC indica que en general poseen un casete SCCmec de menor tamaio como IV, Vy VI,
carecen de resistencia acompafiante y codifican para la leucotoxina LPV. El SCCmec IV y la
LPV se consideran marcadores moleculares de las cepas SAMR-AC, aunque no todas

presentan estas caracteristicas [37].

Si bien las presentaciones clinicas mas frecuentes por SAMR-AC son infecciones de
piel y estructuras relacionadas (IPER), también puede causar infecciones invasivas con alta
morbilidad y mortalidad como bacteriemias, osteomielitis, piomiositis, artritis séptica,
neumonia necrotizante y meningitis [86, 87]. Un estudio de vigilancia en 9 centros de salud
de Estados Unidos en el afio 2007 mostro que el 14% de las infecciones invasivas por SAMR

fueron debidas a SAMR-AC [79].
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Dentro de las IPER por SAMR-AC mds comunes se encuentran los abscesos, la
forunculosis y celulitis, especialmente en nifios y adultos jévenes. La cirugia y el correcto
drenaje de los abscesos suele ser suficiente para la curacién, incluso sin necesidad de una
terapia antimicrobiana. No obstante, es fundamental conocer la prevalencia de SAMR-AC en
cada region para indicar una terapia empirica adecuada en los casos de IPER en donde si es
necesario aplicarla, ya que las lesiones de piel producidas por SAMR y SAMS son muy
similares y la terapia incorrecta puede favorecer la complicacion de las IPER con la

posibilidad de desencadenar una infeccién invasiva [88].

Los factores de riesgo para SAMR-AC no estdn establecidos de manera clara pero se
estima que la colonizacién nasal con SAMR implica un riesgo de infeccion posterior. Otros
factores como la falta de higiene, la convivencia con personas infectadas, la practica de
deportes de contacto, el hacinamiento y el contacto con trabajadores de la salud han sido
asociados con la ocurrencia de infeccién por SAMR-AC. En general, son los mismos factores

de riesgo que para una infeccidon por SAMS [88, 89].

El hecho de que las cepas de SAMR-AC ocasionen infecciones severas, muchas veces
de mala evolucién en personas sanas, muestra que poseen un mayor potencial patogénico
qgue las cepas SAMR-AH. En un estudio realizado por Voyich y colaboradores, encontraron
gue las cepas MW?2 y USA300 (representantes de SAMR-AC), son mas virulentas en modelos
animales y también tienen una mayor resistencia a la lisis por neutréfilos humanos,
comparadas con cepas SAMR-AH [90]. Las cepas SAMR-AC producen mayores cantidades de
factores de virulencia como hemolisina a y PSMa [91] y se replican con mayor velocidad

[92].

Los clones predominantes de SAMR-AC pertenecen a los complejos clonales 1, 8, 22,
30, 59 y 80, dentro de los cuales se destacan el ST8-IV (conocido como “USA300”), ST30-1V
(clon “South West Pacific”, SWP), ST59-V (clon “Taiwan”), ST80-IV (clon “Europeo”) y ST1-IV
(WA-1 o USA400). Los clones ST8-1V y ST30-1V se consideran pandémicos ya que han sido

recuperados de manera repetida en todos los continentes [93].

El clon ST30-IV fue originalmente descripto en Australia, pero en la actualidad se ha
diseminado a Europa, Asia, Medio Oriente y Sudamérica [93]. El clon ST8-IV, o USA300,
mayoritario en Estados Unidos, es uno de los clones mas estudiados por su elevada

virulencia y capacidad de diseminaciéon. Ha causado numerosos brotes en ese pais, y cada
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vez con mayor frecuencia es reportado en otras partes del mundo como Europa, Canad3,
Japoén y Australia. En Colombia en el afo 2006 se describié al clon que mas tarde se
renombrd como variante latinoamericana de USA300 (USA300-LV), el cual se diferencia de
USA300 porque posee un tipo de SCCmeclV distinto (IVc) y no codifica el elemento genético

ACME, caracteristico de USA300 [94, 95].

Recientemente se han detectado clones de SAMR-AC como causa de infecciones
intrahospitalarias, lo que evidencia un cambio en la epidemiologia de SAMR y desdibuja la
division clasica entre SAMR-AH y SAMR-AC [84]. A través de un modelo matematico, D’Agata
y colaboradores estiman que SAMR-AC se va a transformar en el SAMR predominante en los

hospitales y centros de salud [96].

La virulencia y la alta capacidad de diseminacién de SAMR-AC hacen que sea

necesario fortalecer la vigilancia y el cumplimiento de medidas de control.

Situacion en Argentina

La epidemiologia molecular de SAMR en Argentina fue cambiando a lo largo de los
anos. A través de distintos estudios realizados en el pais se evidenciaron una variedad de

clones circulantes tanto en el ambito hospitalario como en la comunidad.

El clon SAMR-AH detectado inicialmente en hospitales del pais entre los afios 1992 y
1997 fue el clon multiresistente ST239-lll, o clon Sudamericano, Unicamente sensible a
glicopéptidos [97, 98]. En el afio 2002 se describié la emergencia de un nuevo clon, el ST5-I,
llamado clon “Cordobés/Chileno” como causa de infecciones intrahospitalarias de igual
prevalencia que el ST239-11l en un estudio llevado a cabo en 6 hospitales de Cérdoba [99]. En
el afno 2005 nuestro grupo de trabajo documentd el reemplazo del clon ST239-111 por el clon
ST5-1 en dos hospitales de Buenos Aires [100], convirtiéndose en el SAMR-AH mas
importante a nivel hospitalario [101]. A diferencia del primero, el clon ST5-1 es sensible a los

antibidticos minociclina, rifampicina y trimetoprima-sulfametoxazol.

En la comunidad, en un estudio realizado por Gardella y col. en el afio 2008, que
incluyd 69 aislamientos provenientes de infecciones de piel y partes blandas y de infecciones
invasivas por SAMR en pacientes sin factores de riesgo para SAMR-AH, se detectd al clon
SAMR-AC ST5-1V en un 48% de los casos. Los aislamientos provenian de distintos hospitales

de Buenos Aires, Entre Rios y Misiones [102]. En la provincia de Cdrdoba, Sola y col.,
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detectaron que el 89% de las cepas SAMR-AC estudiadas correspondieron también al clon
ST5-IV [103]. Asimismo se lo encontré como responsable de dos casos de meningitis
adquirida en la comunidad en nifios de Misiones [86] y representd el 2,5% de los
aislamientos recuperados en un estudio de portacion realizado en nifios y sus familiares en

San Antonio de Areco, Buenos Aires, en el afio 2008 [104].

La mayor cantidad de informacion correspondiente a la prevalencia de las infecciones
adquiridas en la comunidad por SAMR en nuestro pais, hasta antes del inicio de este trabajo
de tesis, provenia de pacientes pedidtricos. En un estudio prospectivo multicéntrico
realizado entre 2006-2007 en hospitales pediatricos se detecté una prevalencia del 62% de

SAMR-AC, y aproximadamente un 25% de infecciones invasivas [105].

En la poblacion adulta cada vez con mayor frecuencia se comunican casos de
infecciones por SAMR adquiridas en la comunidad, pero no se conoce una prevalencia real,
lo que dificulta el establecimiento de una terapia empirica apropiada a la epidemiologia de la

region [4].
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Hipétesis y justificacion del estudio

El comportamiento dindmico de los clones de SAMR observado en el mundo y en
nuestro pais permite sospechar rdpidos cambios en la epidemiologia molecular de este
patégeno. Se han descripto numerosos reemplazos clonales a nivel comunitario en el
mundo, con la emergencia de clones exitosos de rdpida diseminacién. A su vez, ya ha sido
bien documentado que las cepas asociadas a la comunidad pueden causar una amplia gama
de infecciones, desde leves hasta muy complicadas y mortales, en pacientes sin factores de
riesgo. El aumento de infecciones por SAMR comunicado en personas no vinculadas al
ambito hospitalario en nuestro pais, podria indicar la emergencia de nuevos clones en la

comunidad.

El presente trabajo de tesis se basa en la hipdtesis de que luego del ano 2008 ha
ocurrido un cambio en la epidemiologia molecular de SAMR de la comunidad en Argentina y
el clon ST5-1V ha sido reemplazado. Dicho reemplazo podria deberse a una mayor capacidad
patogénica de el o los nuevos clones de SAMR-AC prevalentes. Asimismo, puede existir una
correlacién entre la recuperacion de un determinado clon de SAMR-AC y la severidad de la

infeccion producida por él, asociada a determinantes de virulencia especificos.

La motivacion es contribuir a la vigilancia epidemioldgica, al control de la
diseminacion de clones resistentes en la comunidad, advertir sobre su comportamiento en
distintos tipos de infecciones y conocer en mayor profundidad a este patdégeno de gran

relevancia e impacto para la salud publica.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo es contribuir al conocimiento de la epidemiologia
molecular y la virulencia de los clones de SAMR que circulan en nuestro pais en la
comunidad, capaces de causar infecciones invasivas y no invasivas en pacientes adultos sin

factores de riesgo.
Los objetivos especificos son los siguientes:

1- Genotipificar aislamientos de S. aureus resistentes a meticilina de
diferentes regiones del pais recolectados durante el afio 2010-2011 en dos
estudios multicéntricos nacionales a fin de caracterizar el/los clones
prevalentes asociados a infecciones de piel y estructuras relacionadas e
infecciones invasivas adquiridas en la comunidad y analizar los datos
clinico-epidemioldgicos.

2- Evaluar la asociacion de clones de SAMR-AC con el tipo de infeccidon que
causan.

3- Analizar la sensibilidad de los clones de SAMR-AC frente a antimicrobianos
de uso clinico.

4- Comparar la virulencia de los principales clones de SAMR-AC circulantes
en Argentina utilizando modelos experimentales de infeccidn in vivo.

5- Caracterizar el perfil y la expresion de factores de virulencia de los
distintos clones de SAMR-AC.

6- Evaluar si determinados factores de virulencia de SAMR-AC se asocian con

infecciones invasivas o no invasivas
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Materiales y Métodos

1-Estudios multicéntricos para la caracterizacion de SAMR-AC en Argentina

Entre marzo de 2010 y octubre de 2011 se llevaron a cabo dos estudios
epidemioldgicos multicéntricos organizados por la Sociedad Argentina de Infectologia (SADI)
con la colaboracién de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA, para la investigacion de
SAMR asociado a la comunidad en la poblacién adulta de Argentina. En el marco de ambos

estudios se recolectaron aislamientos para su andlisis en el presente trabajo de tesis.
A continuacidn se detallan las caracteristicas de cada estudio:

= “Fstudio multicéntrico de infecciones de piel y estructuras relacionadas (IPER) por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina originario de la comunidad en adolescentes

y adultos: caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y moleculares”

Objetivo principal: Determinar la prevalencia de SAMR-AC en casos de infeccidn clinica
de la piel y estructuras relacionadas (complicadas y no complicadas) adquiridas en la

comunidad en adolescentes y adultos.

Objetivos secundarios: Conocer las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de las IPER
por SAMR-AC, los probables factores de riesgo asociados, las caracteristicas genéticas de
las cepas de SAMR-AC predominantes en nuestro pais y el patrén de sensibilidad de las
mismas como fundamento para eventuales cambios en las recomendaciones del

tratamiento empirico en adultos.

Disefio: Prospectivo, descriptivo, observacional, no intervencional, multicéntrico, con

analisis molecular.

Criterios de inclusion: Pacientes de edad > 14 afos que consultaron a los centros
afectados al estudio con una infeccién de piel y estructuras relacionadas caracterizadas
por al menos uno de los siguientes sintomas y signos: dolor local, sensacion de quemazon
o urente local, tumefaccion, rubor, calor local, impotencia funcional y/o supuracion, y de
la cual se hubiera obtenido un cultivo. Las muestras aceptables para cultivo fueron sélo
las tomadas por puncidn aspiracién con aguja, biopsia cutdnea o muestra obtenida por el

cirujano durante el drenaje.
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Criterios de exclusion: Hospitalizacién, didlisis, cirugia, admisién en unidades de cuidados
cronicos, catéteres o elementos médicos que atraviesen la piel durante los ultimos 12

meses.

Metodologia: Se incluyeron 311 pacientes que concurrieron a los hospitales participantes
gue cumplieron con los criterios de inclusién y no presentaron criterios de exclusion. Los
datos de los pacientes permanecieron anénimos y fueron encriptados. De cada paciente
se obtuvieron los datos clinico-epidemioldgicos vy el cultivo correspondiente de la IPER. La
identificacion bioquimica y el analisis de sensibilidad a antibidticos de los aislamientos se
realizaron en cada centro de salud, y posteriormente una proporcién de esos aislamientos
fue enviada al laboratorio de Resistencia Bacteriana, Catedra de Microbiologia, Facultad
de Farmacia y Bioquimica (UBA) para realizar la tipificacion molecular de las cepas. De
cada paciente enrolado se realiz6 una evaluacidon basal y una evaluacion de fin de

tratamiento.

Centros de Salud participantes: Participaron un total de 19 centros de salud, 18 de la

Ciudad Auténoma de Buenos Aires y de la Provincia de Buenos Aires y 1 de Santa Fe.

Consideraciones éticas: El protocolo fue aprobado en el Comité de ética y/o Comité de
Docencia e Investigacion de cada Institucion participante de acuerdo a sus propias

normativas.

“Estudio multicéntrico, prospectivo, descriptivo sobre las caracteristicas epidemioldgicas y
clinicas de las infecciones invasivas causadas por Staphylococcus aureus resistente a

meticilina adquirido en la comunidad en adultos y adolescentes de Argentina”

Objetivo principal: Conocer las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de las

infecciones invasivas por SAMR-AC en pacientes adolescentes y adultos de Argentina.

Objetivos secundarios: Explorar los probables factores de riesgo asociados a las
infecciones invasivas, las caracteristicas genéticas de las cepas de SAMR-AC

predominantes en nuestro pais y el patrén de sensibilidad de las mismas.

Disefo: Prospectivo, descriptivo, observacional, no intervencional, multicéntrico, con
analisis molecular.
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Criterios de inclusion: Pacientes de edad > 14 afios con infeccion invasiva por SAMR,
definiendo “infeccién invasiva” como el aislamiento de SAMR de un sitio normalmente

estéril.

Criterios de exclusion: Hospitalizacién, didlisis, cirugia, admisién en unidades de cuidados
cronicos, catéteres o elementos médicos que atraviesen la piel durante los ultimos 12

meses.

Metodologia: Se incluyeron 55 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusiéon y
no presentaron criterios de exclusiéon. Los datos de los pacientes permanecieron
anonimos y fueron encriptados. Se registraron los datos clinico-epidemioldgicos. La
identificacion bioquimica y el analisis de sensibilidad a antibidticos de los aislamientos se
realizaron en cada centro de salud, y posteriormente una proporcion de esos aislamientos
fue enviada al laboratorio de Resistencia Bacteriana, Catedra de Microbiologia, Facultad
de Farmacia y Bioquimica (UBA) para realizar la tipificacion molecular de las cepas. De
cada paciente se realizdé una evaluacién basal, una evaluacién de fin de tratamiento y un
seguimiento hasta 90 dias luego del final del tratamiento (disponible sdlo en 31

pacientes).

Centros de Salud participantes: Participaron 11 centros de salud, 10 de la Ciudad

Auténoma de Buenos Aires y de la Provincia de Buenos Aires y 1 de Santa Fe.

Consideraciones éticas: El protocolo fue aprobado en el Comité de ética y/o Comité de
Docencia e Investigacion de cada Instituciéon participante de acuerdo a sus propias

normativas.

2- Microorganismos

Los aislamientos de SAMR-AC disponibles para realizar la tipificacion molecular en
este trabajo de tesis fueron 146 aislados de IPER provenientes de 17 centros de salud y 28
aislados de infecciones invasivas provenientes de 11 centros de salud. Posteriormente se
seleccionaron representantes de los tipos clonales mas importantes encontrados para

comparar su virulencia en ensayos in vivo e in vitro.
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2.1-Cepas utilizadas como control

Se utilizaron cepas de S. aureus de colecciones de cultivo microbianas (ATCC y

NARSA) y otras de origen clinico cedido por investigadores del pais como control de los

ensayos realizados. Las caracteristicas genotipicas y/o fenotipicas de las cepas control se

describen en la tabla 2.

Cepa Caracteristicas relevantes Origen
ATCC 25923 SAMS, mecA (-) ATCC
ATCC 43300 SAMR, mecA (+) ATCC
5 luk-PV, hlg (+) [86]
Clon Cordobés (A1C) SCCmec Dra. Sola
Clon Brasilero (A3) SCCmeclll Dra. Predari
SAMR-AC “Pulsotipo A” (6) SCCmec IVa, ST5 [102]
SAMR-AC “Pulsotipo C” SCCmec IVc, ST30 [102]
SAMR-AC “Pulsotipo D” SCCmec IV, ST282 [102]
454 SCCmecV [106]
NRS384 (USA 300) agr |; SCCmec IVa;fnb,?;;Tan, fib, clfA, clfB,arcA NARSA
NRS 110 sea, sed, seg, sei, sej, icaA (+) NARSA
NRS 174 bbp, cna, eno, ebpS (+) NARSA
NRS158 seb (+); agr | NARSA
NRS 113 sec, seg, seh, sei (+) NARSA
172 sdrE (+) [102]
NRS 111 sea, see, tst (+) NARSA
NRS70 (N315) agr Il; SCCmec I NARSA
NRS 123 agr I NARSA
NRS 153 agr IV NARSA
NRS 144 (RN 4220) Productor de B-hemolisina NARSA
S. epidermidis NRS 101 Productor prototipo de biopelicula NARSA
Newman Aica No productor de biopelicula ica-dependiente Dra. Gomez

Tabla 2: Caracteristicas de las cepas control utilizadas. NARSA: Network on Antimicrobial Resistance

in Staphylococcus aureus (Actualmente BEI). ATCC: American Type Culture Collection.
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3-Conservacion y cultivo de cepas bacterianas

Las cepas recibidas fueron conservadas en medio de cultivo TSB (Caldo Tripteina Soja,

Britania) suplementado con glicerol 20% en criotubos a -70°C y -20°C.

El cultivo de rutina se realizé en Agar Tripteina Soja (TSA, Britania) o Agar Infusidn
Cerebro Corazén (BHIA, Difco Laboratories) a 37°C 24hs, y cuando la técnica lo requirio en
medios de cultivo liquidos (TSB o BHI) a 37°C 24hs con agitacién (180 rpm) o Agar Sangre

Ovina (ASO, Laboratorio Argentino).

4-Extraccion de ADN

Se obtuvo el ADN bacteriano de todas las cepas de la coleccidon para utilizar como
templado de reacciones de PCR utilizando el protocolo descripto por Harris-Warrick y

colaboradores con modificaciones [107].

A partir de 2 ml de cultivo crecido durante 24hs a 37°C en agitacién (180 rpm) en
caldo TSB se obtuvo un sedimento bacteriano por centrifugacion (9000 x g). Se resuspendid
el sedimento en 1 ml de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH = 8,00) y luego de una nueva
centrifugacidon se resuspendido en 100 pl de TES (TE + sacarosa 50%) suplementado con
lisozima (2 mg/ml) (Sigma-Aldrich) y lisostafina (0,3 mg/ml) (Sigma-Aldrich). Se incubd a 37°C
durante 1 hora para permitir la ruptura de la pared celular bacteriana. Luego se adicioné 40
ul de TE suplementado con dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10% y 20 pl de EDTA 0,5M pH 8.0
y se mezcld por inversion. Se afiadiéo RNAsa (0,02mg/ml) (Fermentas) y se incubd durante 30
minutos a 37°C. Posteriormente se agregd proteinasa K (Fermentas) (0,4mg/ml) y se incubd

a la misma temperatura hasta observar clarificacién, aproximadamente 40 minutos.

El ADN bacteriano se obtuvo a partir de la fase acuosa luego de dos extracciones
secuenciales con fenol (Invitrogen) y cloroformo (Anedra), utilizando 320 ul de mezcla de
solventes (1:1) y una extraccién final con 240 pl de cloroformo. La fase acuosa se mezclé con

1 ml de etanol 100% (Anedra) frio para la precipitacion del ADN.

Luego de una centrifugacién y evaporacion del etanol remanente, se resuspendio el

ADN en 200 pl de agua milli Q estéril.
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5-Pruebas de sensibilidad a antibidticos

La resistencia a antibidticos fue analizada en cada centro de salud participante segun
las técnicas utilizadas habitualmente. Se corroboré la resistencia a meticilina mediante el
uso de discos de oxacilina y cefoxitina [108]. En los aislamientos de SAMR que fueron
remitidos al laboratorio indicados como resistentes a eritromicina (ERY) se evalud el
fenotipo de resistencia a macrdlidos, lincosamidas y estreptogramina B mediante el test de

difusion de doble disco (D-Test) seglin recomendaciones del CLSI [108].

6-Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Todas las reacciones de PCR de punto final se realizaron en termocicladores T-
Personal o T-Gradient (Biometra). Se utilizd la polimerasa Tag y sus reactivos (Buffer de PCR
10X y Cloruro de Magnesio 50 mM) (Invitrogen™). Las secuencias de los cebadores vy las

condiciones de reaccion se describen en anexo metodoldgico I.

7-Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de amplificacién por PCR se visualizaron en geles de agarosa de
distinta concentraciéon (0,8% o 1,5%) segun el tamafio del amplicon. El gel se prepard con
agarosa (BioRad) disuelta en buffer TAE 1X (Tris 40 mM, Acido Acetico 20 mM, EDTA 1 mM,
pH = 8,00) en la concentracion requerida. Se agregd Bromuro de Etidio (0,5-1ug/ml) para su
observaciéon mediante la exposicién a luz ultravioleta en un transiluminador (Molecular

Imager GelDoc XR Sistem, Life Science Research, Bio-Rad).

8-Purificacion de productos de PCR

La purificacién de productos de PCR se realizé antes de la secuenciaciéon de ADN
cuando el servicio de secuenciacién lo requirié. Se utilizaron kits comerciales (Accuprep® PCR
purification kit de Bioneer y ADN Puriprep-GP Inbio Highway®) para la purificacién siguiendo

las recomendaciones del fabricante.
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9-Secuenciacion y analisis de secuencias de ADN

La secuenciacién de fragmentos de ADN obtenidos por reacciones de PCR se realizd
en el servicio Macrogen Inc. (Seul, Corea) o en el servicio de secuenciacion de INTA Castelar.

En el segundo caso fue requerida la purificacidn de los productos de PCR antes del envio.

Las secuencias se analizaron utilizando el programa Vector NTI 9.0 y el programa

BLAST disponible en National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov).

10-Técnicas de genotipificacion
10.1-Confirmacion de la resistencia a meticilina y clasificacion de SSCmec
10.1.1- Deteccion del gen mecA

La deteccion por PCR del gen codificante de la proteina PBP2a (mecA) se realizé con
los cebadores descriptos por Murakami y colaboradores [109]. Las condiciones de reaccién y

cebadores se detallan en el anexo I.

10.1.2-Tipificacion y subtipificacion de SCCmec

La tipificacion del elemento SCCmec se realizé en base a la combinacién de la clase de
complejo mec y el tipo de recombinasa, para lo cual se realizaron distintas reacciones de

PCR, todas ellas detalladas en el anexo I.

La clase de complejo mec se estudid mediante tres reacciones de PCR separadas
descriptas anteriormente: complejo mec de clase A [110], complejo mec clase C2 [111] y

complejo mec clase B, disefiada en nuestro laboratorio (Tesis doctoral Dra. Gardella).

El tipo de recombinasa se estudi6 mediante una PCR multiple descripta por Ito y
colaboradores [112] la cual identifica tres tipos de ccrAB: ccr tipo 1, ccr tipo 2 y ccr tipo 3. En
los aislamientos en donde no se identificé ninguno de los anteriores se analizé la presencia

de ccrtipo 5 segun lo descripto por Milheirico y colaboradores [113].

En los aislamientos en donde se identificé el SCCmec tipo IV se subtipificéd el mismo
mediante la PCR multiple disefiada por Milheirico y colaboradores [114], la cual es capaz de

clasificar 7 tipos de SCCmeclV en base a la diferencia en la regién J1. La reaccidn incluye un
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control interno que es la amplificacion de un fragmento del complejo ccrA2B2. Los

cebadores y condiciones de reaccién se detallan en el anexo I.

10.2-Tipificacion del grupo de agr

El grupo de agr se define en base a la secuencia de la regidn polimérfica del locus agr
gue incluye a agrD, una porcién del segmento N-terminal de agrC y dos tercios de la regién
C-terminal de agrB. La reaccidon de PCR multiple para determinar el grupo fue descripta por

Gilot y colaboradores [51] y se detalla en el anexo I.

10.3- Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

Se realizé la técnica de PFGE siguiendo el protocolo descripto por Chung vy
colaboradores [115] para estudiar la relaciéon clonal de los aislamientos de SAMR-AC

recuperados de IPER e infecciones invasivas. La técnica consistido en la electroforesis del
genoma completo previa digestidn con la enzima Smal (Fermentas) en el sistema CHEF-DR®

Il (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

A partir de 2 ml de un cultivo crecido durante 24 hs en TSB con agitacion se obtuvo
un sedimento bacteriano que se lavd con 1 ml de buffer PIV (Tris 10 mM pH = 8,00, NaCl 1M)
y se resuspendio en 200 pl de buffer PIV, ajustando la densidad dptica (DOgz9nm) entre 0.05 y
0.015. La suspensién de bacterias se mezcld con 200 pl de agarosa de bajo punto de fusidn
(Bio-Rad) 1,5% preparada en el mismo buffer y termostatizada a 42°C. Se dejé solidificar en
moldes de bloques de agarosa (Bio-Rad). Luego los bloques se incubaron a -20°C por 5
minutos y se colocaron en 1 ml de buffer EC (Tris 6 mM pH = 8,00, NaCl 1 M, EDTA 100 mM
pH = 8,00, deoxicolato-Na 0,2%, laurilsarcosina-Na 0,5%, Brij-58 0,5%) suplementado con
RNAsa A (Fermentas) 50 pg/ml, lisozima (Sigma-Aldrich) 100 pg/ml y lisostafina (Sigma-
Aldrich) 50 ug/ml a 37°C por 24hs. El paso siguiente fue cambiar el buffer EC por buffer ES
(EDTA 0,25 M pH = 9,00, laurilsarcosina-Na 0,5%) al que se le agregd proteinasa K
(Fermentas) (1 mg/ml) y se incubd a 50°C por 24 hs. Posteriormente se realizaron 6 lavados
en 20-30 ml de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH = 8,00), cada lavado por 30 minutos
en agitacion a temperatura ambiente. Cuando los bloques no fueron digeridos en el

momento se conservaron a 4°C en buffer TE.
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Previo a la corrida electroforética se realizé la digestion del ADN bacteriano
contenido en los bloques de agarosa. Primero se incubd cada bloque con 500 ul de buffer
pre-Sma (Tris 6mM pH= 8,00, KCl 20 mM, MgCl,.6H,0 6 mM y B-mercaptoetanol 6 mM
agregado en el momento de uso) durante 1 hora a 25°C, y luego se incubaron con 15
U/bloque de la enzima de restriccién Smal (Fermentas) por 24 hs a 25°C en 45 pl de buffer

pre-Sma con B-mercaptoetanol.

La electroforesis se llevé a cabo durante 22hs en buffer TBE 0,5X (Tris 44,5 mM, Acido
Borico 44,5 mM, EDTA 1 mM, pH=8,30) en un gel de agarosa calidad PFGE (Bio-Rad) 1% a

11,3°C, con pulsos de 5 segundos a 35 segundos a un voltaje de 6V/cm.

10.3.1-Construccion de dendrogramas

Los patrones de bandas en la electroforesis en gel de campo pulsado fueron
analizados por inspeccion visual seguida de la construccién de dendrogramas aplicando el

programa Treecon 1.3b.

El algoritmo utilizado fue el método de agrupamiento de pares con la media
aritmética no ponderada (UPGMA, Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean),
el cual se basa en la identificacién de las parejas mas similares y en el calculo de la media de
las distancias entre ellas y el resto de los perfiles para construir el dendrograma. La relacion

entre los patrones de bandas fue realizada empleando el coeficiente de Dice.

10.4-Polimorfismo del gen spa

La tipificacion de la region polimdrfica del gen que codifica la Proteina A (spa) se
realizd siguiendo el protocolo descripto anteriormente [70, 116] el cual se detalla en el
anexo l. Los productos de amplificacidn se purificaron y secuenciaron. Las secuencias de ADN
se analizaron y se obtuvo el tipo de spa utilizando Ila base de datos

http://www.ridom.de/spaserver.

10.5-Multilocus sequence typing (MLST)

Se llevaron a cabo las siguientes reacciones de PCR para amplificar fragmentos de los
genes conservados codificantes de carbamato quinasa (arcC), shikimato deshidrogenasa

(aroE), glicerol quinasa (g/pF), guanilato quinasa (gmk), fosfoacetil transferasa (pta),
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triosafosfato isomerasa (tpi) y acetil coenzima A-acetil transferasa (ygil) utilizando las

reacciones descriptas en por Enright y colaboradores [66] (Anexo ).

Los productos de amplificacidon se purificaron y secuenciaron. Las secuencias de ADN
se compararon con las depositadas en la base de datos de MLST (http://www.mlst.net) y se

obtuvo el perfil alélico o secuenciotipo.

11- Deteccidn de genes codificantes de factores de virulencia

Para la busqueda de genes codificantes de adhesinas se aplicaron dos reacciones de
PCR multiples descriptas por Tristan y colaboradores [117]. La presencia de los genes bbp,
cna, eno y ebpS se estudié en una misma reaccién y la de los genes fib, clfA y clfB en la otra.
La deteccidn de los genes fnbA 'y fnbB se realizé en reacciones de PCR individuales con los
cebadores descriptos por Nashev y colaboradores [118]. Para la amplificacién de un
fragmento del gen sdrE se utilizaron los cebadores propuestos por Kumar y colaboradores

[119].

La amplificacién de genes codificantes de toxinas se realizd con reacciones de PCR
individuales utilizando cebadores disponibles en bibliografia para sea, seb, sec, sei, seh, sej y
tst [118], genes codificantes de la leucocidina de Panton-Valentine (lukS/F-PV) [120] y

hemolisina gamma (hl/g) [119].

La presencia del elemento moévil ACME (Arginine catabolic mobile element) se evalud
mediante la deteccién del gen arcA como marcador de este elemento, utilizando los

cebadores descriptos por Diep y colaboradores [121].

El gen icaA, parte del operdn icaADBC, involucrado en la formacién de biopeliculas se

detecté por PCR con los cebadores descriptos por Kumar y colaboradores [119].

Los cebadores, controles y condiciones de reaccion de todas las reacciones de PCR se

detallan en el anexo I.

12-Formacion de biopeliculas

La capacidad de formar biopeliculas se estudié en placas de poliestireno. A partir de

un cultivo de 24 horas en medio TSB suplementado con glucosa (0,25%) se realizd una
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dilucién 1/40 en TSB-glucosa y se agregaron 200 pl de la dilucién por pocillo en una placa
estéril de 96 pocillos de fondo plano (Deltalab). Luego de 48 h de incubacién a 37°C se midid
la densidad Optica (DO) de cada pocillo (595 nm) como estimacién del crecimiento

bacteriano. A este valor se lo llamd DO;.

Se lavod la placa con solucidn fisioldgica estéril dos veces para eliminar el liquido de
los pocillos y se dejé secar por 2 horas. La masa bacteriana adherida a la placa se fijé con 200
ul de metanol 99% (Anedra) por pocillo durante 15 minutos. Luego se descarté el metanol y

se dejo secar la placa a temperatura ambiente.

Posteriormente se tifieron las bacterias adheridas con cristal violeta 0.5% durante 20
minutos, por agregado de 200 pl de colorante a cada pocillo. Luego se retird el colorante, se
lavé la placa con agua y se secé a temperatura ambiente. El colorante se solubilizé en acido

acético 33% (200 ul por pocillo) y se midié la DO (595 nm). A este valor se lo llamé DO,.

Se calculé la relacién DO,/DO; para estimar la cantidad de bacteria adherida a la
superficie de poliestireno (biopelicula) con respecto al crecimiento total en el pocillo. Se
eligieron aislamientos representativos de la coleccién para hacer el ensayo y para cada uno

se hicieron 8 réplicas.

Las cepas S. aureus Newman Aica (no produce biopelicula dependiente de ica) y
Staphylococcus epidermidis NRS 101 (productor de biopelicula prototipo) se incluyeron como

controles negativo y positivo respectivamente.

13-Funcionalidad del locus agr

El ensayo consiste en evaluar la actividad hemolitica de la 6-hemolisina producida por
S. aureus como marcador de la actividad del locus agr, mas precisamente de la transcripcién
de RNAIII, ya que la 6-hemolisina se transcribe junto con RNAIII por la activacién del mismo
promotor. La actividad de la &-hemolisina se mide a través de la interacciéon con la B-

hemolisina producida por la cepa S. aureus RN4220 en agar sangre de carnero [53].

A partir de cultivos de 24 h en agar TSA se realizd una suspensién equivalente a la 0,5
de la escala de Mc Farland en solucién fisiolégica estéril de cada microorganismo. En el

centro de una placa de agar sangre de carnero se realizd una estria de la suspensién de S.
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aureus RN4220, y perpendicularmente a ella se sembraron estrias de las suspensiones de los

microorganismos a analizar y se dejaron incubando 24 h a 37°C.

Luego de la incubacidn se observo el tipo de hemdlisis de cada aislamiento en estudio
teniendo en cuenta que la produccion de B-hemolisina por la cepa RN4220 aumenta la
produccidn de 6-hemolisina y se da un efecto parecido a una “cabeza de fésforo” en la unién
de las estrias de RN4220 y el aislamiento productor 6-hemolisina. La intensidad de este
efecto indica cualitativamente la actividad del locus agr. Ademas la B-hemolisina inhibe la
lisis producida por a-hemolisina. Se usé como control negativo la cepa N315, que no

produce hemdlisis.

14-Modelos de infeccion con animales de experimentacion

Todos los animales se alojaron en el bioterio del Instituto de Investigaciones en
Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM-UBA-CONICET) de acuerdo con el reglamento
para el cuidado y uso de animales de laboratorio de la Universidad de Buenos Aires y
recomendaciones internacionales. Los protocolos fueron evaluados y aprobados por la
Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires (Infeccién subcutanea, aprobado en
2017; Infeccién dsea res. CD 2361; Infeccion respiratoria res. CD 1069). Los protocolos

mencionados se llevaron a cabo en las instalaciones del IMPaM.

El objetivo de los modelos de infeccién in vivo fue estudiar comparativamente la
virulencia y la capacidad de provocar infecciones en distintos sitios anatémicos de los clones
de SAMR-AC encontrados como prevalentes en Argentina. Se seleccionaron dos aislamientos

representativos (un representante de cada clon) para realizar los protocolos.

Previo a los ensayos in vivo se comparé la velocidad de crecimiento de las cepas
mediante curvas de crecimiento. A partir de un cultivo de 24 horas a 37°C en 10 ml de TSB se
tomaron 50 ul del mismo y se inocularon en 50 ml de TSB. Se realizé el seguimiento de la
densidad dptica (620nm) del cultivo a 37°C en agitacién (180rpm) durante 8 horas. La

velocidad de crecimiento se evalud durante la fase de crecimiento exponencial.
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14.1-Infeccion de piel

Se utilizdé un modelo murino de infeccién de cutdnea por S. aureus adaptado a partir

del protocolo descripto por Malachowa y colaboradores [122].

Se inocularon grupos de ratones hembra BALB/c de 8-9 semanas de edad por via
subcutdnea con 100 pl de una suspensién bacteriana conteniendo 1x10’ unidades
formadoras de colonias (UFC) en PBS bajo anestesia general con ketamina (40 mg/kg) y
xilacina (5 mg/kg) (Richmond™). Cuarenta y ocho horas previas a la inoculacién se removié
el pelo del flanco derecho de los ratones para permitir la visualizacidn y la medicion de la
lesidn cutdnea. El indéculo se prepard a partir de un cultivo en fase de crecimiento
exponencial (DOgonm 0,8) el cual se centrifugd y resuspendid en PBS para obtener una

concentracién de 1x10% UFC/ml.

Durante seis dias posteriores a la inoculacidon se midio el largo (L) y ancho (W) de la
lesion cutanea y se calculd el area utilizando la formula A= rt(L/2) x (W/2) [122]. El sexto dia
posterior a la inoculacidn se sacrificaron los animales por inhalacién de CO,, se extrajeron los
abscesos cutaneos y se disgregaron con un homogeneizador de rotor y estator. Se hicieron
diluciones seriadas de los homogenatos en PBS y se sembraron en agar TSA suplementado

con ERY (5 pg/ml) para determinar las UFC en cada lesion.

Adicionalmente, se extrajeron y homogeneizaron los bazos y se cuantificaron las UFC
en placas de Agar Manitol Salado (Britania) para evaluar la capacidad bacteriana de invadir

otros 6rganos a partir de un absceso cutaneo.

14.2-Infeccion osea

El modelo experimental de osteomielitis explora la capacidad bacteriana de colonizar,
replicarse y causar dafio en el tejido éseo. El estudio se realizé siguiendo el protocolo
descripto por Lattar y colaboradores [123, 124] y se utilizaron ratas Wistar hembras de 8-9

semanas de edad.

Bajo anestesia general con ketamina (40 mg/kg) y xilacina (5 mg/kg) se realizd una
incision para descubrir la tibia izquierda de cada animal y un orificio de aproximadamente
0,4 mm de didmetro con un taladro de alta velocidad en la zona central del hueso (punto de

inoculacion).
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Se prepard una suspension bacteriana en PBS estéril a partir de un cultivo de 24 h para
obtener una concentracion de 6x10% UFC/ml. Paralelamente, se mantuvo a 37°C una mezcla
de trombina + cloruro de calcio (mezcla 1), Tissucol + aprotionina (mezcla 2) (Tissucol kit;
Baxter Argentina-AG, Vienna, Austria) y la suspension bacteriana preparada anteriormente.
Inmediatamente antes de la inoculacidn se mezclaron 5 ul de la suspensidon con la mezcla 2y
luego se agregaron 5 ul de la mezcla 1 (volumen final de 15 pl). De la mezcla final se tomaron
5 pl (1x10° UFC) y se depositaron con jeringa en el punto de inoculacién. Rapidamente se

cerraron las incisiones con pegamento en gel.

A las 96 h luego de la inoculacidn, los animales se sacrificaron a por inhalacion de CO, y
se les extrajeron ambas tibias. Con un calibre se realizaron las siguientes mediciones: la
distancia entre el punto de inoculacidn y el extremo distal de la tibia izquierda (DT), el ancho
del hueso en el punto de inoculacién (di), el ancho de la cara lateral del hueso en el punto de
inoculacion (dp). Se realizaron las mismas mediciones en la tibia derecha no infectada
(control) de cada animal en un punto marcado que coincidié con la DT medida en la tibia
izquierda del mismo animal. Se calculd el indice osteomielitico (10) definido como: 10= (dp +
di)tibia izquierda — (dp +di)control. El 10 es un estimador del dafio producido en el hueso por la

colonizacion bacteriana [123].

Finalmente se secciond un segmento de la tibia izquierda de aproximadamente 1
centimetro conteniendo al punto de inoculacién y se homogeneizé con un mortero. Se
realizaron diluciones seriadas en PBS del homogenato y se sembraron en placas de TSA para

obtener los recuentos de UFC por tibia.

14.3-Infeccion respiratoria

En este modelo se compard la capacidad de los clones de SAMR-AC de interés de
producir bacteriemia y/o colonizar el pulmoén a partir de una inoculacidn por via intranasal

en ratones hembra BALB/c de 8 semanas de edad.

Se anestesio a los animales con ketamina (40 mg/kg) vy xilacina (5 mg/kg) y se inoculd
por via intranasal con 1x10® UFC suspendidas en 10 pl de PBS. Cuatro horas después de la
inoculacidn se extrajo sangre y 20 pl de la misma se sembraron en 1 ml de BHI para evaluar

la ocurrencia de bacteriemia luego de 24 h de incubacién a 37°C.
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Los animales fueron sacrificados a las 24 h luego de la inoculacién mediante inhalacidn
de CO,. Se extrajeron y homogeneizaron los pulmones y se realizd el recuento de UFC a

través de diluciones y siembra en Agar Manitol Salado.

15-Analisis de la expresion de genes de virulencia
15.1-Extraccion de ARN

Se realizé la extraccion de ARN de aislamientos seleccionados en dos fases de
crecimiento, mediante la utilizacién del reactivo TRIZOL® (Invitrogen) combinado con
columnas de purificaciéon (kit Pure Link® RNA Mini Kit, AMBION) siguiendo las
recomendaciones de los fabricantes. Se realizaron extracciones por triplicado de cada cepa

estudiada.

Se elimind la contaminacién con ADN utilizando la enzima DNAsa | (RQ1 RNase free
DNase, Promega) y se inactivd con RQ1l DNAsa Stop Solution (Promega) de acuerdo al

protocolo que recomienda al fabricante.

Se midio la concentracion de ARN y la absorbancia de la muestra a 230, 260 y 280 nm
(Az30, Aze0, Azg0) por espectrofotometria (NanoDrop™ 1000 EspectroPhotometer, Thermo
Scientific). La relacidon de absorbancias A,g0/A2g0 indico el grado de pureza, y un valor entre
1,8-2,1 fue indicativa de buena pureza (baja contaminaciéon con proteinas). La relacién
Aze0/A230 > 1 fue indicativa de buena pureza (baja contaminacion con isotiocianato de

guanidina, contenido en el reactivo TRIZOL).

La integridad se corroboré mediante electroforesis en gel de agarosa 1,5% en buffer

TAE 1X durante 15 minutos a 100V.

Las muestras de ARN fueron conservadas a -70°C hasta su utilizacion.

15.2-Retrotranscripcion

Se convirtié el ARN en ADNc mediante el uso de la enzima transcriptasa reversa M-
MLV™ (Invitrogen, USA) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Se preparé una
mezcla de reaccidn conteniendo 1 pl de random primers 50 uM (Invitrogen, USA), 1 ul de
dNTP Mix 10 mM (Invitrogen, USA), 10 ul de ARN (0,5 ug). Se mezcld y calenté a 65°C por 5

minutos y se enfridé rapidamente en hielo. Luego se agregaron 7 ul de la segunda mezcla de
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reactivos (4 ul de First-Strand Buffer 5 X (Invitrogen, USA), 2 ul de DTT 0.1 M (Invitrogen,
USA), 1 pul (40 U/ul) de RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor (Invitrogen, USA)). Se
incubd a 37°C por 2 minutos y se agregd 1 pl (200 U) de transcriptasa reversa M-MLV™
(Invitrogen, USA).

Las condiciones de la reaccion de retrotranscripcion fueron las siguientes: 25°C por

10 min, 37°C por 50 miny 70°C por 15 min.

15.3-PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)

Se realizd la amplificaciéon por qPCR de los genes de interés (clfB y fnbA) a partir de
una dilucion 1/100 del ADNc utilizando para ello la mezcla de reaccion comercial SYBR®
Select Master Mix (Applied Biosystems, USA) y un equipo 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, USA). Se utilizaron placas de 96 pocillos (MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate, Applied Biosystems) y cobertores adhesivos (MicroAmp® Optical 96-384 Well
Optical Adhesive films, Applied Biosystems). El ensayo fue realizado por duplicado para cada

muestra y condicion.

Los cebadores para amplificar los genes de interés (clfB y fnbA) fueron disefiados en

esta tesis (Anexo Il).

El ciclo umbral, ciclo de cuantificaciéon o Cq es el nimero de ciclos necesarios para
gue se produzca un aumento de fluorescencia significativo con respecto a la sefial de base, y

es inversamente proporcional a la cantidad inicial de moléculas moldes.

Para cada gen analizado se realizd una curva estandar que permitié conocer la
eficiencia de la reaccién de amplificacién, necesaria para calcular las cantidades relativas
normalizadas (NRQ) del gen de interés para cada muestra. Se realizd la normalizacién
utilizando los genes de referencia gyrB y pta para el andlisis de las muestras de fase

exponencial media y gyrB/gap para la fase exponencial tardia [125-127].

15.4-Validacion y genes de referencia

Se incluyeron controles negativos (No template control, “NTC”) en todas las corridas,
para cada gen amplificado. El NTC para ser aceptable no debié presentar sefal en la gPCR o
una seinal con un Cq > 37. Las reacciones de gPCR se realizaron por duplicado y la desviacion

estandar de los duplicados debid ser menor a 0.5.
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Para descartar la contaminacién de las muestras con ADN se realizé una reaccion
control sin transcriptasa reversa. Se aceptaron como libres de contaminacién con ADN a
aquellas muestras de ARN que no daban una sefial detectable por qPCR o con una diferencia

mayor a 10 Cq entre ARN y ADNCc.

La especificidad de los productos de amplificacion en la gPCR se verificé mediante

curvas de disociacion.

Los genes de referencia utilizados fueron descriptos por Valihrach y colaboradores
[126] y se eligieron segun su comportamiento en cada fase de crecimiento bacteriana. Se
eligié la combinacion de dos genes de referencia como mas estables siguiendo el pardmetro
My el CV%. Se verificd que los 2 genes de referencia cumplieran con un valor M menor a 0,5
y un CV menor a 25% cuando se los compard entre si. La normalizacién de los genes de
interés se realizd por la media geométrica de las cantidades relativas (RQ) de los genes de

referencia [127].

En el anexo Il se encuentra detallada la “Minima informacién para la publicaciéon de
experimentos de PCR cuantitativa en tiempo real (MIQE)”, que incluye protocolos detallados
y secuencias de cebadores utilizados. La misma fue desarrollada y es recomendada por
algunos autores como necesaria para evaluar la calidad de los resultados de experimentos

de RT-qPCR [126, 128].

16-Tratamiento estadistico

Los datos se analizaron con el software GraphPad Prism versién 5.03 (La Jolla, CA, USA)
y el software Infostat (Di Rienzo J.A., Casanoves F., Balzarini M.G., Gonzalez L., Tablada M.,
Robledo C.W. InfoStat versién 2012. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba,

Argentina).

Para el andlisis de datos categodricos se utilizd el test de Chi cuadrado (x?) con
correccion de Yates y el test exacto de Fisher. Para variables numéricas se realizé la
comparacion de medias o medianas mediante los test de la t de Student o Mann-Whitney
respectivamente (cuando se compararon dos grupos) o ANOVA/Kruskal Wallis y pruebas a
posteriori (para la comparacion de mds de dos grupos). Se eligieron pruebas no paramétricas

(Mann-Whitney/Kruskal-Wallis) cuando las variables numéricas no presentaron una
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distribucidn normal en base al resultado de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks y las
varianzas de los grupos a comparar no fueron homogéneas. Para comparar velocidades de
crecimiento se utilizé la prueba de comparacion de pendientes (GraphPad Prism). Un valor P

< 0,05 se considerd estadisticamente significativo.
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Resultados



Resultados

1-Epidemiologia de las infecciones por SAMR-AC

“Estudio multicéntrico de infecciones de piel y estructuras relacionadas (IPER) por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina originario de la comunidad en

adolescentes y adultos: caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y moleculares”

Durante el periodo del estudio fueron enrolados 311 pacientes de edad > 14 aios,
con IPER de la cual se obtuvo una muestra para cultivo, sin antecedentes de hospitalizacién
en el ultimo afo, ni contacto mayor con el sistema de salud, en 19 centros de salud (18 de
Buenos Aires y Ciudad Auténoma de Buenos Aires y 1 de Santa Fe). Los resultados completos

del estudio fueron publicados en el afio 2013 [129].

La mayoria de los pacientes fueron de sexo masculino (69%) y la edad promedio fue
de 38,8 afios (18 anos). Las lesiones mas frecuentes fueron forunculos (36%), abscesos

(34%) y celulitis (25%).

Se obtuvo un cultivo microbiolégico positivo en 271/311 casos y de esos casos 218

fueron SAMR-AC.

Los pacientes con IPER por SAMR-AC se presentaron mas cominmente con abscesos
y fordnculos, fueron mas jévenes, tuvieron menor indice de masa corporal, mayor historia
de forunculosis, convivientes con lesiones similares y tratamiento antibiético en los ultimos
12 meses, comparados con los pacientes con IPER por otros gérmenes (SAMS, SCN,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa) o cultivos negativos, en un analisis

univariado (Tabla 3).

En un analisis multivariado, los factores de riesgo independientemente asociados a

IPER por SAMR-AC fueron la edad menor a 50 afios y la presencia de lesiones purulentas.
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SAMR-AC No SAMR
N=218 N=93 P
n/N (%) n/N (%)
Factores
predisponentes
Edad (media % DS) 36,1(+16,7) 45,3(+19,7) <0,001
Edad <50 afios 172 (80,0%) 53 (57%) <0,001
Forunculosis (historia) 93 (42,7%) 20(21,5%) <0,001
Trauma 29 (13,3%) 15 (16,1%) 20,05
Diabetes 23 (10,6%) 14 (15,1%) 20,05
HIV 20(9,2%) 4 (4,3%) 20,05
Antibidticos <12 meses 117 (53,7%) 35 (37,6%) <0,05
Deportes de contacto 37 (17%) 12 (12,9%) 20,05
Conviviente con lesiones similares 64 (29,4%) 14 (15,1%) <0,01
IMC (media + DS) 25,8 (+5,1) 28,2 (+6,6) <0,01
Tipo de lesion
Forunculos 88 (40%) 23 (24,7%) <0,01
Abscesos 91 (42%) 16 (17%) <0,0001
Celulitis 33 (15%) 44 (47%) <0,0001
Ulcera 5(2,3%) 4(4,3%) 20,05
Fascitis 0 4(4,3%) <0,01
Erisipela 0 2(2,1%) >0,05
Quemadura 1 0 >0,05
Caracteristicas
clinicas
Fiebre 70 (32,1%) 32 (34,4%) 20,05
Lesion purulenta 184 (84,4%) 52 (55,9%) <0,0001
Lesion necrotica 13 (6%) 13 (13,4%) <0,05
Lesién multiple 77 (35,3%) 16 (17,2%) <0,01

Tabla 3: Caracteristicas clinico-demograficas de los pacientes con IPER segun etiologia

IMC: Indice de masa corporal
DS: Desvio standard

SAMR-AC se establecié como la causa mas frecuente de IPER en pacientes adultos de
la comunidad, con una prevalencia del 70%. Los resultados de este estudio motivaron un
cambio en las recomendaciones para el tratamiento empirico de las IPER en adultos y
adolescentes por parte de la Sociedad Argentina de Infectologia. A partir del 2011 se
recomienda el uso de TMS, clindamicina, minociclina o doxiciclina en pacientes adultos con

IPER sin evidencia de compromiso sistémico [130].
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1.1-Caracterizacion de los aislamientos de SAMR-AC de IPER

Del total de los 218 SAMR-AC encontrados en el estudio, 146 aislamientos

provenientes de IPER estuvieron disponibles para el analisis genotipico.

Todos los aislamientos fueron positivos para el gen mecA. El casete SCCmec IV se
encontrd en 137/146 aislamientos (93,8%), 1 aislamiento se clasific6 como SCCmec Vy en 8

de los aislamientos no se alcanzé a determinar el tipo de casete.

Los genes codificantes para LPV (lukS/F-PV) se detectaron en 139/146 (95,2%)

aislamientos de IPER.

La genotipificacion se realizd en primera instancia por electroforesis de campo
pulsado (PFGE). Se incluyeron en el anadlisis cepas de SAMR-AC utilizadas como controles,
descriptas como circulantes en Argentina por la Dra. Gardella y col., en el afio 2008 [102].
Las mismas habian sido clasificadas, segun el perfil de PFGE, como Pulsotipos A (“CAA” ST5-

IVa), C (ST30-1Vc) y D (ST282-1V) (Tabla 2).

En la coleccién de aislamientos de IPER se encontré un pulsotipo mayoritario, el
pulsotipo C, en donde fueron clasificados 94 aislamientos (64,4%). Treinta y cinco
aislamientos (24%) se clasificaron como pulsotipo Ay 17 (11,6%) como “otros pulsotipos”,
sin asignacion de nombre. La figura 4 es un ejemplo que muestra los perfiles de bandas
obtenidos en PFGE incluyendo los controles. La figura 5 muestra el dendrograma construido

a partir de los perfiles obtenidos por PFGE de los aislamientos de IPER.
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Figura 4: Perfiles de restriccion con Smal obtenidos en una electroforesis de
campo pulsado. Se indican las cepas controles como C (Pulsotipo C), D
(Pulsotipo D) y A (Pulsotipo A). La calle 1 corresponde a un aislamiento de la
coleccion clasificado como pulsotipo A, las calles 3 a 6 a aislamientos
clasificados como pulsotipo Cy la calle 2 como “otros pulsotipos”
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Figura 5: Dendrograma obtenido a partir de los perfiles de restriccion con Smal en PFGE de
los aislamientos de IPER utilizando el algoritmo UPGMA vy el coeficiente de Dice. Se indican
los pulsotipos asignados con colores distintos. Cada pulsotipo se definié con un 80% de
similitud entre aislamientos (0,2 0 20% de diferencia indicado en el eje superior).
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Posteriormente se seleccionaron cepas representativas de los pulsotipos encontrados

y se realizaron las técnicas MLST y spa typing para complementar la tipificacion. En el caso

de los aislamientos clasificados como pulsotipos A y C se realizd la subtipificacion del

casete SCCmeclV y la deteccién del grupo de agr.

La sensibilidad antibidtica se determind en los laboratorios de cada centro de salud por

las técnicas recomendadas y en algunos casos fue confirmada en nuestro laboratorio

utilizando la técnica de antibiograma por difusion en medio sélido segun Kirby-Bauer. Los

146 aislamientos presentaron sensibilidad a vancomicina, teicoplanina, linezolid, doxiciclina,

minociclina y rifampicina. Un porcentaje de aislamientos presentd resistencia acompafiante,

es decir, resistencia a otras familias de antibidticos ademas de los B-lactamicos. En la tabla 4

se resumen los resultados de la tipificacidon molecular y el antibiotipo.

Pulsotipo ABEMIETRE ST SCCmec (n)

spa tipo (n)

N° de aislamientos con
grupo resistencia acompanante

(n) de agr (distribucion segtn
antibiotipo)
A 35 5 IVa (35) t311((21f))’ ND I 13 (581, 5°, 1%, 19
t019 (42), |
C 94 30 IVc (94)  t342(1),t975(2), Il 13 (8%, 1° 2 19 1°9)

t021(1), ND (48)

IV (7),V (1),

Otros 17 ND NT (9)

t019 (6), t311
(1), ND (10)

ND 3 (la,b' la,b,ci' 1c)

Tabla 4: Tipificacion por PFGE, MLST, spa typing y tipo de SCCmec y antibiotipo de los
aislamientos provenientes de infecciones de piel y estructuras relacionadas. ND: no
determinado. NT: no tipificable por los métodos utilizados.

*
®Resistencia a ERY/CLI por MLSg inducible, " Resistencia a ERY con fenotipo M.

b . . ..
Resistencia a gentamicina
c . . . ci - . .
Resistencia a quinolonas. ~ Sensibilidad intermedia
d . . -
Resistencia a tetraciclina

eResistencia aTMS
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“Estudio multicéntrico, prospectivo, descriptivo sobre las caracteristicas
epidemiologicas y clinicas de las infecciones invasivas causadas por Staphylococcus
aureus resistente a meticilina adquirido en la comunidad en adultos y adolescentes

de Argentina”

Se incluyeron 55 pacientes con infeccidn invasiva por SAMR-AC de > 14 afios
de edad, sin historia de hospitalizacién ni contacto mayor con el sistema de salud en el afio
previo, que concurrieron a 11 centros de salud del pais (10 de Buenos Aires y Ciudad
Auténoma de Buenos Aires y 1 de Santa Fe). Los resultados completos del estudio fueron

publicados en el afio 2013 [131].

La mayoria de los pacientes fueron de sexo masculino (78%) y la edad (mediana) fue
de 29 afios (rango 16-73 afos). Se registraron las condiciones clinicas subyacentes de los
pacientes, las cuales se detallan en la tabla 5. Un 36% de los pacientes no presentd ninguna

comorbilidad o factor predisponente.

Condicion clinica subyacente N (%)
ATB en los 6 meses previos 20(36,4)
Deportes de contacto 12 (21,8)
Diabetes 9(16,4)
Convivientes con IPER 7(12,7)
Infeccién por HIV 5(9,1)
Conviviente trabajador de la salud 2(3,6)
Sin comorbilidades 20 (36)

Tabla 5: Condiciones clinicas subyacentes de los 55 pacientes con
infecciones invasivas por SAMR-AC

Todos los pacientes requirieron hospitalizacién, el 56% tuvo criterios de sepsis, un

16% ingresé directamente a la unidad de terapia intensiva y un 3% se presenté con shock.

Se registraron distintas formas de presentacion clinica en los pacientes con
infecciones invasivas. Las mas frecuentes fueron bacteriemia (60%), infeccién pulmonar

(51%) e IPER (47%) (Figura 6).
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Figura 6: Formas de presentacidn clinica en pacientes con infeccién invasiva
por SAMR-AC

El foco primario principal de las infecciones invasivas fue el cutdneo (47,2%). Un
16,4% de las infecciones tuvieron foco primario pulmonar y en el resto de los casos no pudo

ser determinado el foco inicial.

En la evaluacion de fin de tratamiento hubo un 54,4% de pacientes con curacion

clinica. La tasa de mortalidad fue del 16%.

1.2-Caracterizacion de los aislamientos de SAMR-AC de infecciones invasivas

Un total de 28 aislamientos provenientes de infecciones invasivas fueron remitidos al

laboratorio para realizar la tipificacién molecular.

En todos los aislamientos se confirmé la resistencia a meticilina por la deteccién del
gen mecA. El casete SCCmeclV y los genes codificantes de LPV se encontraron en 27
aislamientos. El aislamiento restante presentd un casete SCCmeclV variante (contiene al gen

tnp20 integrado en el complejo mec clase B) y fue negativo para LPV.

Mediante la tipificacién por PFGE los aislamientos provenientes de infecciones
invasivas se clasificaron en pulsotipos. Al igual que en los aislamientos provenientes de IPER,
el pulsotipo C fue el mayoritario, representado por 23/28 aislamientos (82%). Dos

aislamientos fueron clasificados como pulsotipo A y tres como “otros pulsotipos”, en donde
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se diferenciaron los pulsotipos E y F. En la figura 7 se observa el dendrograma

correspondiente.
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Figura 7: Dendrograma construido con el algoritmo UPGMA vy el coeficiente de Dice a
partir de los perfiles de restriccion con Smal en una electroforesis de campo pulsado.
Los aislamientos pertenecientes a un mismo pulsotipo comparten un 80% de similitud
en el patréon de bandas (Corresponde al valor 0,2 (20%) de diferencia en el eje superior).

Posteriormente se tipificaron las cepas mediante spa typing y se seleccionaron
aislamientos representativos para realizar MLST. Se realizé adicionalmente la subtipificacion

del casete SCCmeclV en los pulsotipos Ay Cy la tipificacién del locus agr.

Los 28 aislamientos presentaron sensibilidad a vancomicina, teicoplanina, linezolid,
doxiciclina, minociclina, TMS vy rifampicina. Un porcentaje de aislamientos presenté
resistencia acompanante, es decir, resistencia a otras familias de antibidticos ademas de los
B-lactdmicos. La resistencia acompafiante mas frecuente fue la resistencia a ERY/CLI con
fenotipo MLS; inducible. En la tabla 6 se resumen los resultados de la tipificacién molecular y

el antibiotipo.
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Tabla 6: Caracteristicas genotipicas y antibiotipo de los 28 aislamientos provenientes de infecciones
invasivas. ND: No determinado. ST: Secuenciotipo. IVvar: SCCmec IV variante, con tnp20 integrado en

el complejo mec clase B. *El spa tipo corresponde a la cepa con SCCmeclV variante.

®Resistencia a ERY y CLI (Fenotipo iMLSg)

Aislamientos

N° de aislamientos con
grupo de resistencia acompafiante

Pulsotipo (n) ST SCCmec spa tipo i (distribucién segtn
antibiotipo)
C 23 30 IVc t019 1 10 (4, 4°, 15, 179)
A 2 5 IVa 1311, t2724 Il 1®)
F 2 72 IV, IVvar 11364,1148* I 0
E 1 ND v 1002 Il 0

b . . . .
Resistencia a gentamicina

C . . .
Resistencia a quinolonas

d . . ..
Resistencia a tetraciclina

1.3-Distribucion de los clones de SAMR-AC segun el tipo de infeccion

Los resultados de la genotipificacion de los aislamientos provenientes de IPER y de

infecciones invasivas indicaron que el clon de SAMR-AC mayoritario fue el ST30-1Vc,

representando el 80% del total de los aislamientos estudiados. El tipo de spa mayoritario es

t019 y spa tipos relacionados.

El clon ST5-IVa-t311, detectado como el mas frecuente hasta el afno 2008 [102, 103]

se ubico en el segundo lugar en las IPER y en tercer lugar en las infecciones invasivas (Figura

8), lo que mostré su desplazamiento por el clon ST30-IVc en las infecciones invasivas y no

invasivas en adultos de la comunidad de Argentina.
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Figura 8: Distribucion de los clones de SAMR-AC segun el tipo de
infeccidn. Rel: spa tipos relacionados a t019 o t311 segun corresponda.

1.4-Resistencia acompanante

Al estudiar la distribucién de los aislamientos con resistencia acompafiante en los
casos de IPER y de infecciones invasivas se detectd que los aislamientos con resistencia a

otras familias de antibidticos se encontraron con mayor frecuencia en las infecciones

invasivas que en IPER (29/146 vs 11/28. P: 0,046. Prueba exacta de Fisher).

La resistencia acompafiante mas frecuente en toda la coleccién fue a ERY y CLI, con
fenotipo MLSg inducible y se encontré en un 11% de las cepas del pulsotipo C, 16% de las

cepas del pulsotipo Ay 10 % de las cepas restantes.

La resistencia a quinolonas y TMS se observd Unicamente en aislamientos
pertenecientes al pulsotipo C y la resistencia a tetraciclina en un aislamiento del pulsotipo A.

En “otros pulsotipos” se encontré también resistencia a quinolonas.

La resistencia acompafiante fue menor en el caso de ST30-IVc que en ST5-IVa (19,7%
vs 37,8% respectivamente). La resistencia a antibidticos no B-lactamicos mds frecuente en

ST30-IVc es a la familia MLSg con fenotipo inducible y en ST5-1Va a gentamicina.
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2-Estudio comparativo de la virulencia de los clones de SAMR-AC

A partir de los datos obtenidos en la genotipificacion de los aislamientos recuperados
de IPER e infecciones invasivas se conocid el cambio en la distribucion de clones de SAMR-AC
en distintos tipos de infecciones en adultos. Se decidi6 comparar la virulencia entre los
clones ST30-IVc y ST5-IVa porque representan el clon de SAMR-AC predominante y el

desplazado respectivamente.

2.1-Asociacion entre linaje de SAMR-AC y tipo de infeccion

El clon ST30-1Vc se encontré como mayoritario, tanto en los casos de IPER como en
los de infecciones invasivas. Se compard mediante la prueba exacta de Fisher la asociaciéon
entre tipo de infeccion y clon de SAMR-AC encontrado, teniendo en cuenta sdlo los casos
producidos por estos dos clones principales. Se observé una asociacion significativa entre la
presencia del clon ST30-IVc y la ocurrencia de infeccidn invasiva (Figura 9), hecho que indicé

gue el clon predominante podria tener una mayor capacidad patogénica.

120+ 3 SsT30-1Ve
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% de aislamientos
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Figura 9- Asociacién entre sitio de infeccién y clon de SAMR-AC encontrado. Prueba exacta
de Fisher (P: 0,0426).

2.3-Factores de virulencia

La busqueda de genes codificantes de factores de virulencia se realizé en todos los

aislamientos de la coleccion tipificados como ST30-1Vc y ST5-1Va.
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2.3.1-Toxinas

Todos los aislamientos estudiados presentaron los genes seg, sei, y el gen icaA,
involucrado en la produccién de biopeliculas y dieron negativas las PCRs para la
amplificacién de los genes de toxinas sec, seb, sej, seh, tst, y el gen arcA, componente del
elemento ACME. Los genes sea y hlg fueron encontrados de forma variable. En la tabla 7 se
describe el nimero de aislamientos que dieron positivas las reacciones de amplificacién de
sea y hlg segun el tipo de infeccién. Los resultados de los aislamientos provenientes de IPER

se resumen en la tabla 7A y los de infecciones invasivas en la tabla 7B.

A) IPER
ST30-IVc ST5-IVa
Gen N° de aislamientos N° de aislamientos
positivos (%) positivos (%)
sea 11 (11,7) 35 (100)
hlg 22 (20,7) 16 (45,7)
n=94 n=35
B)
Infecciones
Invasivas
ST30-1Vc ST5-IVa
Gen N° de aislamientos N° de aislamientos
positivos (%) positivos
sea 4(17,4) 2
hlg 14 (60,7) 0
n=23 n=2

Tabla 7 A y B: Deteccidon de genes codificantes de las toxinas
seay hlg.

2.3.2-Adhesinas

Se hallaron diferencias en el perfil de genes de adhesinas entre los dos clones. Ambos
codifican los genes fnbaA, fib, clfA, clfB, eno y ebpS. Los genes cna, bbp y fnbB se encontraron
Unicamente en el clon ST30-1Vc, mientras que el gen sdrE sélo en el ST5-IVa. Los genes

codificantes de las adhesinas fib, fnbA y fnbB presentan un comportamiento variable dentro
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de los aislamientos pertenecientes a un mismo linaje. Los resultados de los aislamientos

provenientes de IPER se resumen en la tabla 8A y los de infecciones invasivas en la tabla 8B.

A) IPER
ST30-IVc ST5-IVa
Gen N° de aislamientos N° de aislamientos
positivos (%) positivos (%)
fnbA 80 (85) 33(94,3)
fnbB 61 (64,9) 0(0)
fib 12 (12,8) 35 (100)
clfA 94 (100) 35 (100)
clfB 94 (100) 35 (100)
cna 94 (100) 0(0)
bbp 94 (100) 0(0)
eno 94 (100) 35 (100)
ebpS 94 (100) 35 (100)
sdrE 0(0) 35 (100)
n=94 n=35
B) Infecciones Invasivas
ST30-IVc ST5-IVa
Gen N° de aislamientos N° de aislamientos
positivos (%) positivos
fnbA 22 (95,6) 2
fnbB 20 (87) 0
fib 2(8,7) 2
clfA 23 (100) 2
clfB 23 (100) 2
cna 23 (100) 0
bbp 23 (100) 0
eno 23 (100) 2
ebpS 23 (100) 2
sdrE 0(0) 2
n=23 n=2

Tablas 8 A y B: NUmero y porcentaje de aislamientos de los clones principales
gue dieron positivas las reacciones de PCR para la deteccion de genes
codificantes de adhesinas.

2.3.3-Asociacion de factores de virulencia y tipo de infeccion

La distribucién de los genes fnbA, fnbB, fib, hlg y sea no resulté homogénea en los
aislamientos del mismo linaje y tampoco en aislamientos provenientes del mismo tipo de

infeccion. Para saber si la distribucidn de los genes se relaciond con el tipo de infeccidn se
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aplicé la prueba exacta de Fisher. Se observd que la presencia de los genes fnbB y hlg se

asocian significativamente con infeccion invasiva (Tabla 9).

IPER (n=129) Infecciones invasivas (n=25)
Gen N° de aislamientos N° de aislamientos p
positivos (%) positivos (%)
fnbA 113 (87,6) 24 (96) 0,310
fnbB 61 (47,3) 20 (80) 0,004
fib 47 (36,4) 4 (16) 0,062
hlg 38(29,5) 14 (56) 0,019
sea 46 (35,7) 6 (24) 0,356

Tabla 9: Asociacidn entre presencia de genes y tipo de infeccidn

En el caso particular del clon predominante ST30-IVc La presencia de los genes fnbB y
hlg también se asocid significativamente a la ocurrencia de infeccidn invasiva, no asi los
genes fnbA vy fib (Tabla 10). Esto indica que las infecciones invasivas por ST30-1Vc fueron

producidas con mayor frecuencia por cepas ST30-IVc-fnbB(+)-hlg(+).

IPER (n=94) Infecciones invasivas (n=23)
ST30-1Vc ST30-IVc
Gen N° de aislamientos N° de aislamientos P
positivos (%) positivos (%)
fnbA 80 (85) 22 (95,6) 0,297
fnbB 61 (64,9) 20(87) 0,045
fib 12 (12,8) 2(8,7) 0,734
hlg 22 (23,4) 14 (60,9) < 0,001
sea 11 (11,7) 4(17,4) 0,4908

Tabla 10: Asociacidn entre presencia de genes y tipo de infeccion en ST30-IV.

2.4-Produccion de biopeliculas

La adherencia a soportes plasticos se estudié con el fin de estimar la capacidad de las

bacterias de formar biopeliculas. Se realizé el ensayo en placas de poliestireno y se evidencio
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la masa bacteriana adherida mediante la coloracidén con cristal violeta y la medicion de la

densidad éptica.

Se seleccionaron 10 aislamientos representativos de cada clon y se realizé el ensayo
con 8 réplicas para cada aislamiento. La produccién de biopeliculas de cada clon

correspondio a la mediana de DO,/DO; de los 10 aislamientos correspondientes (Figura 10).

Los clones de SAMR-AC ST30-IVc y ST5-IVa y la cepa NRS101 presentaron mayor
adherencia que la cepa Newman Aica (no produce biopeliculas dependiente del operdn ica)
utilizada como control negativo. No se detecté diferencia significativa en la produccién de

biopeliculas por parte de los clones SAMR-AC en estudio.
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Figura 10- Produccidn de biopeliculas en placas de poliestireno de los clones ST30-IVc
y ST5-IVa comparada con la prueba de Kruskall-Wallis (P<0.0001) seguida de la
prueba de Dunn (P <0,05).

2.5-Funcionalidad del locus agr

El ensayo propuesto por Traber y colaboradores [53] tiene como objetivo analizar
cualitativamente la expresion de RNAIIl (efector del sistema regulador global Agr), a través
de la intensidad de hemdlisis en agar sangre de carnero producida por la 6-hemolisina. El

sistema regula positivamente la expresidon de muchas toxinas y negativamente la expresion
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de adhesinas, aunque no es el Unico sistema involucrado en la regulacion de factores de

virulencia.

Se realizd el ensayo con 10 aislamientos representativos del clon ST30-IVc y 10 del
clon ST5-1Va, incluyendo cepas provenientes de IPER y de infecciones invasivas. Se observé
una mayor actividad de la 6-hemolisina en los aislamientos de ST5-IVa, indicando una mayor
activacion del sistema Agr in vitro. Por el contrario, los aislamientos de ST30-IVc presentaron
una débil actividad de la 6-hemolisina, lo que indicaria que, en este clon, la actividad del

sistema Agr estaria beneficiando la expresion de las adhesinas controladas por éste.

En la figura 11 se presenta un ejemplo de la actividad hemolitica observada. Se

incluyo a la cepa S. aureus N315 como control negativo.

El ensayo también permitid detectar que ambos clones expresan las toxinas a-

hemolisina y 6-hemolisina.

RN 4220

Figura 11: Ensayo de funcionalidad del sistema Agr. (A) Hemdlisis
producida por ST30-IVc y ST5-IVa en agar sangre de carnero por la
interaccion de la B-hemolisina secretada por S. aureus RN4220. (B)
Ensayo incluyendo a la cepa S. aureus N315, que no produce
hemolisis
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3-Analisis comparativo de la virulencia de los clones SAMR-AC ST30-IVc y ST5-
IVa en modelos de infeccion experimental

3.1-Caracteristicas de las cepas de SAMR-AC utilizadas

Para llevar a cabo los modelos de infeccidn con animales de laboratorio se eligieron
dos aislamientos de la coleccion, representativos de cada clon de interés y fueron
renombrados como Sa30 y Sa5. En la tabla 11 se detallan las caracteristicas genotipicas y

fenotipicas de los mismos.

Caracteristicas de las cepas SAMR-AC

Nombre de la cepa Sa5 Sa30
Infeccion de origen IPER IPER
Complejo clonal CC5 CC30
Secuenciotipo ST5 ST30
Spa tipo t311 t019
grupo de agr Il Il
SCCmec IVa IVc
Sensibilidad a eritromicina R R
LPV, fnbaA, fib, LPV, fnbA, fnbB,
clfA,clfB, eno, ebpS,  clfA,clfB, bbp, cna,
Factores de virulencia sdrt, seq, hlg, sei, eno, ebp S hlg,
seg, icaA, sei, seg, icaA,
hemolisina a, hemolisina a,
hemolisina & (+) hemolisina 6 (+)

Tabla 11: Caracteristicas de los aislamientos de SAMR-AC utilizados en los
modelos de infeccidon experimental. R: resistente.

3.2-Velocidad de crecimiento

Antes de la realizacion de los ensayos de virulencia en modelos animales se efectud la
comparacion de la velocidad de crecimiento de las cepas Sa30 y Sa5 a fin de descartar que
alguna tuviese mayor velocidad de crecimiento lo cual le conferiria una ventaja sobre la otra.
Se compararon las pendientes de las curvas en la fase exponencial de crecimiento como
estimacion de las velocidades de crecimiento. No se encontraron diferencias significativas

en las pendientes de la fase exponencial de crecimiento de Sa30y Sa5 (Figura 12B).
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Figura 12: (A) Curvas de crecimiento de las cepas Sa30 y Sa5 en TSB a 37°C
en agitacion. Cada curva fue realizada por duplicado y se indica el valor
medio de DOg,onm Y €l desvio estandar. (B) Fase exponencial de la curva de
crecimiento. Se compararon las pendientes de las curvas mediante la
prueba de comparacion de pendientes y no se registré diferencia

significativa entre las mismas (P: 0,414).

El tiempo de generacidon media, definido como el tiempo en que la DO de los cultivos

varid durante la fase exponencial de 0,4 a 0,8 fue de 36,4 minutos para Sa30 y 33,3 minutos

para Sa5.
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3.3-Infeccion de piel

El modelo de infeccién de piel por inoculacién subcutanea se eligié porque se

aproxima a las infecciones mas cominmente producidas por S. aureus.

Los ratones inoculados por via subcutanea con 1x10” UFC (Sa5 o Sa30) desarrollaron

lesiones visibles el dia posterior a la inoculacién (Figura 13A).

Las dreas de las lesiones cutaneas fueron medidas diariamente durante los 6 dias
posteriores a la inoculacion. Las lesiones producidas por Sa30 fueron de mayor tamano que

las producidas por Sa5, aunque sdlo se diferenciaron estadisticamente los dias 1, 2 y 5

(Figura 13B).
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Figura 13: (A) Fotografias de lesiones cutdneas producidas por Sa30 y Sa5 en el
modelo de infecciéon de piel por inoculacién subcutdnea. (B) Area de las lesiones
representadas como mediana y rango intercuartilo, comparadas dia por dia con la
prueba de Mann-Withney. Los dias 1, 2 y 5 (P: 0.041, P: 0.027 y P: 0.046
respectivamente) se observaron diferencias significativas.

En ambos casos se observd una disminucion de peso del animal el dia posterior a la

inoculacidn, que en los dias susiguientes fue recuperado (Figura 14).
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Figura 14: Porcentaje de pérdida de peso con respecto al peso inicial (dia 0)

El nUmero de UFC recuperado de las lesiones producidas por Sa30 el dia 6 posterior a
la inoculacién fue mayor que en las lesiones producidas por Sa5 (Figura 15). Mas aun, en el
caso de Sa30 los recuentos de la lesién fueron mayores a la carga inoculada, con una
mediana de 1.7x10%CFU (Rango 1.2x10%-3.1x10%), lo que indica que el nicho subcutaneo fue
favorable para la replicacién de este clon. En los abscesos producidos por Sa5 se recuperd
una mediana de 8.5x10° (Rango 2.8x10°-8.3x10’) UFC bajo idénticas condiciones

experimentales.

Adicionalmente un grupo de ratones fue inoculado con una carga bacteriana menor
de Sa30 (1x10° UFC) y en este caso, el dia 6 posterior a la inoculacién, también se recuperé
un nimero de UFC mayor al inoculado (Mediana 4.5x10” UFC, rango intercuartilo 5.8x10°-

1.8x10°).
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Figura 15: UFC recuperadas de las lesiones cutdneas en el dia 6
posterior a la inoculacion. Cada punto indica el recuento hecho en un
animal y se indica la mediana de cada grupo. Las UFC recuperadas de
los ratones inoculados con Sa30 fueron significativamente mayores
que en el caso de Sa5, comparadas con la prueba de Mann-Whitney (P:
0.005).

Se estudid la colonizacién en el bazo con el objetivo de evaluar la capacidad de los
clones de interés de diseminarse a partir del sitio de infeccion primaria y colonizar érganos
distales. La colonizacion de bazo resulté mayor en los animales inoculados con Sa30 aunque
la diferencia respecto de los animales inoculados con Sa5 no fue estadisticamente
significativa (Figura 16A). Sin embargo, el nimero de UFC recuperadas de los bazos
colonizados con Sa30 fue significativamente mayor al correspondiente en los bazos

colonizados con Sa5 (Figura 16B).
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Figura 16: (A) Porcentaje de ratones inoculados con Sa30 o Sa5 que presentaron
colonizacion bacteriana en el bazo (P=0.131, Prueba exacta de Fisher). (B)
Comparacion de UFC/bazo de los bazos colonizados (P=0.023, prueba de Mann-
Whitney).

3.4-Infeccion osea

S. aureus es el agente causal mas frecuente de osteomielitis, en nifios y adultos [132].
El modelo de osteomielitis estudia la capacidad bacteriana de colonizar el tejido dseo y

causar dafo en el mismo.

Sa30 demostré una mayor virulencia en este modelo. En primer lugar, el analisis
macroscépico del dafo del tejido dseo, medido como indice osteomielitico, fue
significativamente mayor en las tibias infectadas con Sa30, comparado con las tibias

inoculadas con Sa5 (Figura 17A). En segundo lugar, se recuperd un nimero mas grande de
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UFC de las tibias infectadas con Sa30, demostrando una mejor habilidad para colonizar y

persistir en el tejido (Figura 17B).
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Figura 17: (A) indices osteomieliticos medidos en las tibias infectadas por Sa30 o Sa5,
comparados con la prueba de Mann-Whitney. Cada punto indica la medicién realizada en
un animal vy la barra indica la mediana del grupo. Las tibias inoculadas con Sa30
presentaron un mayor indice osteomielitico (P: 0,0139). (B) Se recuperd una mayor carga
bacteriana de las tibias inoculadas con Sa30, con respecto a las tibias inoculadas con Sa5
(P: 0,0273, prueba de Mann-Whitney).

En experimentos previos se inocularon ratones con la cepa NRS384 (representante del
clon USA300) bajo condiciones experimentales idénticas, y se recuperd un recuento de UFC
de 1.4x10° (Rango intercuartilo 3.6x10*-3.5x10°) y una mediana de 10 de 0.3 (Rango
intercuartilo 0.2-0.5). Estos resultados no difieren significativamente de los obtenidos con la
cepa Sa30, lo que indica una habilidad similar de ambas cepas de sobrevivir en el nicho éseo

en este modelo. Al comparar los 10, Sa30 produce mayor dafio en el tejido éseo que NRS384.

Cabe aclarar que para este modelo inicialmente se realizé una comparacion de la
virulencia entre dos cepas clasificadas como ST30-IVc y dos ST5-IVa. Al no encontrar
diferencias significativas en el comportamiento de las cepas del mismo linaje, se decidié

utilizar sélo una de cada ST (Sa30 y Sa5) para los siguientes experimentos.
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3.5-Infeccion respiratoria

En este modelo se evalud la capacidad de ambos clones de producir bacteriemia y/o

infeccidn pulmonar a partir de la inoculacion intranasal.

Cuatro horas posteriores a la inoculacion por via intranasal, se evalud la ocurrencia de
bacteriemia. Un mayor nimero de ratones inoculados con Sa30 presentd bacteriemia (12/18

vs. 8/18), aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa (Figura 18A).

El recuento de UFC en pulmén de los ratones inoculados con 1x10® UFC de Sa30 o Sa5
se realiz6 a las 24hs posteriores a la inoculacion. Los recuentos de ambos grupos de ratones

no presentaron diferencias significativas (Figura 18B).

>
w

£ bacteriemia

1204 3 no bacteriemia 6
5' ® ® PY
= 1004 < e .
E 80- E- =. :.
g 607 S 31 ._'_o
2 5 ° e®
= i 24 °
o 40 5’ . .
@ 20 14 oo
’ : ' —-ar—ueo—

Sab Sa30 Sas Sa30

n=18 n=18 n=16 n=16

Figura 18: (A) Porcentaje de ratones con bacteriemia 4 h posteriores a la inoculacidn. Los ratones
inoculados con Sa30 presentaron un mayor porcentaje de bacteriemia, aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa (P: 0,315; Prueba exacta de Fisher). (B) Logaritmo de las UFC
recuperadas de los pulmones de los ratones inoculados con Sa30 y Sa5 a las 24 h (P: 0,734). Prueba
de Mann-Whitney). Cada punto indica la determinacién realizada en un animal y se indica la mediana
de cada grupo.

4-Analisis de la expresion de genes de virulencia

Los clones de SAMR-AC ST30-IVc y ST5-IVa presentaron perfiles diferentes de genes
codificantes de factores de virulencia en la busqueda por PCR. A partir de esa informacidn se
seleccionaron dos genes codificantes de adhesinas para realizar la cuantificacion relativa de

su expresion por RT-gPCR.
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El gen codificante de la proteina de unién a fibronectina A (fnbA) se selecciond porque
esta proteina, ademas de mediar la adhesién de S. aureus a la matriz extracelular del
hospedador, permite la invasion bacteriana a células no fagociticas mediante la interaccién
con la integrina asP; [12]. El gen clfB se eligio también porque la proteina CIfB promueve la

colonizacion nasal tanto en ratones [133] como en seres humanos [19].

La expresidon de ambos genes se compard en las cepas Sa30 y Sa5 en dos fases de
crecimiento distintas, la fase de crecimiento exponencial media (DOg0nm=0,5-0,7) y fase
exponencial tardia (DOg2onm=1,2). Se incluyé a la cepa SAMR USA300, de conocida

patogenicidad.

La expresion del gen clfB no presentd diferencias significativas en Sa30, Sa5 y USA300

en la fase exponencial media (Figural9 A) ni en la fase exponencial tardia (Figuras 19 B).

En la fase exponencial media no se detectd expresion del gen fnbA en la cepa Sa5. La
expresion del gen en la cepa USA300 fue significativamente mayor que la cepa Sa5 (Figura 19
C). En la fase exponencial tardia la expresion del gen fnbA fue significativamente mayor en la

cepa Sa30y USA300 con respecto a la cepa Sa5 (Figura 19 D).

Los valores se expresaron como logaritmo de las cantidades relativas normalizadas
(NRQ) con respecto a la expresion de los genes de referencia gyrB y pta en la fase
exponencial media y los genes gyrB y gap en la fase exponencial tardia. En el anexo | se

detalla la informacion de las condiciones y la validacién del ensayo (MIQE).
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Figura 19: Logaritmo de NRQ de los genes de interés. Cada barra representa la media y el
error estandar de la media. No se detectaron diferencias entre los tres grupos en la expresion
de clfB en la fase exponencial media (P: 0,333. ANOVA) (A) ni en la fase exponencial tardia
(P: 0.282, ANOVA) (B). (C) Expresion de fnbA en la fase exponencial media representado
como la mediana de NRQ y rango intercuartilo (P: 0.032, Kruskal-Wallis seguido por prueba
de Dunn). (D) Expresion de fnbA en la fase exponencial tardia representado como log NRQ.
Cada barra indica la media y el error estandar de la media. En la cepa Sa30 se detectd la
misma cantidad relativa de fnbA que USA300, y en ambas fue significativamente mayor que
en Sa5 (P: 0,011. ANOVA seguido de la prueba de Bonferroni).
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Discusion



Discusion

En el presente trabajo se describié la epidemiologia molecular de SAMR-AC y se
comparo la virulencia de los principales clones circulantes en el pais, mediante el analisis de
aislamientos recolectados en el marco de dos estudios multicéntricos, en los cuales se

estudiaron infecciones por SAMR adquiridas en la comunidad en pacientes adultos sin

factores de riesgo tradicionales para SAMR.

A partir de de dichos estudios se corroboré que SAMR-AC es el principal agente
causal de infecciones de piel y estructuras relacionadas en adultos y adolescentes de la
comunidad de la regién estudiada y provoca infecciones invasivas graves. En ambos casos los
pacientes susceptibles fueron en su mayoria jévenes sin enfermedades de base u otras

comorbilidades [129, 131].

La alta prevalencia de SAMR-AC como agente etioldgico de IPER detectada provoco el
cambio en las recomendaciones del tratamiento empirico de estas infecciones en Argentina
[130]. En la publicacion mencionada se introdujo, ademas, la recomendacion de practicar un
cultivo de la lesidon cutanea, especialmente en areas donde no se conoce la prevalencia de
éste patogeno. Este cambio destaca la gran importancia de conocer la prevalencia local de
los distintos agentes etioldgicos de infecciones, para utilizar los antibidticos de manera
correcta y eficaz evitando ademas tratamientos innecesarios. El analisis multivariado indicé
gue debe sospecharse SAMR-AC especialmente en todo paciente menor de 50 afios con una

lesidn purulenta.

S. aureus tradicionalmente ha sido la causa mas frecuente de IPER a nivel mundial,
pero la emergencia de SAMR-AC como patégeno no sdélo provocé el reemplazo de las cepas
endémicas, sino que también aumentd la incidencia de dichas infecciones [5]. Por ejemplo,
en Estados Unidos, diferentes estudios documentaron aumentos en el nimero de casos de

IPER entre los afios 1993 y 2006 y se lo relaciond con la aparicién de SAMR-AC [134, 135].

Las IPER por SAMR-AC difieren de las causadas por SAMR-AH en distintos aspectos.
En primer lugar porque afectan principalmente a nifios y adultos jéovenes y en su mayoria a
pacientes de sexo masculino. Los pacientes afectados en general se encuentran previamente

sanos o sin ningun factor predisponente [88]. La alta prevalencia de SAMR-AC en IPER y las
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caracteristicas de los pacientes de nuestro pais que fueron incluidos en el estudio coinciden

con lo descripto en otros lugares del mundo.

Una de las caracteristicas mas preocupantes de S. aureus, y en particular de SAMR, es
su capacidad de producir infecciones invasivas graves, potencialmente mortales, con
diferentes localizaciones. El CDC, en Estados Unidos en el afio 2005 estimd en 19.000 el
numero de muertes por enfermedad invasiva por SAMR en ese pais, comparable al nimero
de muertes atribuidas a HIV/SIDA [79]. En el caso particular de las infecciones por SAMR de
inicio en la comunidad, los pacientes se presentan principalmente con bacteriemia [136],
infecciones osteoarticulares [137], endocarditis [138] y también, aunque con menor

frecuencia, con meningitis [86] o neumonia necrotizante [139].

Nuestro estudio pone de manifiesto las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de
las infecciones invasivas por SAMR adquiridas en la comunidad en la poblacién adulta de
Argentina [131], dado que no se contaba hasta el momento de su realizacidon con un estudio
multicéntrico de estas particularidades. Dichas infecciones se presentaron mayoritariamente
en pacientes jévenes de sexo masculino, de los cuales mas de un tercio de ellos no refirié
tener ningun factor predisponente y todos requirieron hospitalizaciéon. La severidad de los
casos se reflejo en la alta proporcion de pacientes admitidos a unidad de cuidados intensivos

y en una mortalidad del 16%.

La presentacion clinica mds importante fue la bacteriemia. Esta entidad es una de las
infecciones invasivas mas frecuentes desde donde se aisla SAMR [140]. En Argentina,
Paganini y colaboradores documentaron un aumento de la incidencia de bacteriemias por
SAMR de inicio en la comunidad en nifios a partir del afio 2004 [141]. La evolucién de las
bacteriemias por SAMR puede ser no complicada, con cultivos negativos dias después de
instaurado el tratamiento antibidtico, o complicada, con focos metastasicos principalmente
en valvulas cardiacas, pulmones, articulaciones o huesos, requiriendo tratamiento

antibiotico prolongado y otras intervenciones.

En nuestro estudio, el foco primario principal de las infecciones invasivas, en los
casos en donde pudo ser establecido, fue el cutaneo. Este hecho concuerda con lo
observado en un estudio retrospectivo de nuestro pais en donde se analizaron casos de
neumonia adquirida en la comunidad por SAMR, en el cual el foco primario fue una IPER en

un 81% de los casos [142]. El hecho de que SAMR-AC sea el patégeno de mayor prevalencia
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en IPER de la comunidad actualmente, acarrea una mayor probabilidad de ocurrencia de
infecciones invasivas por SAMR-AC, lo que supone un alerta para el sistema de salud y realza
la importancia de contar con tratamientos empiricos que prevean una posible infeccion

invasiva por SAMR.

Si bien en el presente estudio no se establecio la prevalencia de infecciones invasivas
por SAMR-AC en la poblacién adulta, datos nacionales indican que la misma es significativa,
tanto en adultos como en poblacién pediatrica. Por ejemplo, en pacientes pediatricos que
fueron incluidos en un estudio multicéntrico publicado en 2008, se detectd una prevalencia
del 62% de SAMR-AC, y aproximadamente un 25% de infecciones invasivas [105]. Gardella y
colaboradores detectaron un 33% de infecciones invasivas adquiridas en la comunidad
producidas por SAMR-AC entre 69 cepas estudiadas recuperadas en 6 hospitales del pais en
2008 [102]. En otro estudio realizado en 66 hospitales que incluyé pacientes de todo el pais
con infecciones por S. aureus durante noviembre de 2009 [143] se detectd una prevalencia
de 55% de SAMR y 39% del total fueron clasificados como SAMR-AC por sus caracteristicas
genéticas. Un 19,4 % de los pacientes con SAMR-AC presentaron sepsis severa o shock

séptico.

La tipificacién por distintas técnicas moleculares de los aislamientos estudiados en
este trabajo de tesis permitid detectar un cambio en la epidemiologia de SAMR-AC. Se
comprobé que el clon ST30-IVc se estableci6 como predominante en las infecciones
adquiridas en la comunidad, desplazando al clon anteriormente descripto, el ST5-IVa, con

predominio en la comunidad hasta el afio 2008.

El clon ST30-IVc provocé la mayoria de las infecciones de piel y estructuras
relacionadas, y también la mayor parte de las infecciones invasivas en el periodo analizado.
El tipo de spa mas frecuente fue el t019 aunque no pudo ser determinado en la totalidad de
los aislamientos ST30. Mds aun, se observé una asociacion significativa entre la recuperacion
de ST30-IVc y la ocurrencia de infecciéon invasiva, comparado con el tipo de infeccién

provocada con mayor frecuencia por ST5-IVa.

SAMR-AC ST30-IVc pertenece al complejo clonal 30 (CC30). Este complejo agrupa
diferentes clones diseminados internacionalmente, tanto SAMS como SAMR-AH y SAMR-AC,
y su presencia se ha asociado con un riesgo aumentado de endocarditis infecciosa [144],

complicaciones hematégenas (endocarditis e infecciones osteoarticulares) [145] vy
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bacteriemia persistente [146]. En un estudio reciente CC30 se establecid como un predictor

independiente de mortalidad en bacteriemias por S. aureus [147].

DelLeo y colaboradores analizaron la evoluciéon dentro de CC30 por estudios
filogenéticos, y llegaron a la conclusién que ST30-1V, clon “comunitario”, evolucioné a partir
de un ancestro comun junto con el clon pandémico resistente a penicilina, S. aureus fagotipo
80/81 [148], un clon muy virulento que, a partir de su emergencia en los afios 1950s
predominé como el principal agente causal de numerosas infecciones de piel, sepsis,
neumonia en adultos y nifios hospitalizados y de la comunidad. Del mismo ancestro
surgieron los clones SAMR asociados al dmbito hospitalario pertenecientes a CC30 (por
ejemplo ST36-Il, ERMSA 16), los cuales ademds mostraron una menor virulencia en modelos
de sepsis y mutaciones en agrC y hla que impiden la expresiéon de esta toxina. Estas
mutaciones no estan presentes en las cepas CC30 comunitarias, como ST30-1V ni en las

clasificadas como fagotipo 80/81 [148, 149].

ST30-IV es considerado un clon pandémico, ya que ha sido aislado en muchos paises
en todos los continentes [93, 150]. En Sudamérica, SAMR ST30-1V fue hallado previamente
en paises vecinos, lo que podria indicar el origen del ingreso al nuestro. Por ejemplo, una de
las primeras descripciénes de una infeccion por SAMR adquirida en la comunidad en
Sudamérica fue por ST30-1V en Brasil en el afio 2002 [151]. En publicaciones posteriores lo
describieron como el clon mayoritario en infecciones de la comunidad y también en
infecciones hospitalarias en Porto Alegre, Brasil [152]. En Uruguay, entre 2002 y 2003, ST30-
IVc fue responsable de un gran brote de infecciones adquiridas en la comunidad, en donde
se registraron al menos 12 muertes y mas de 1000 infectados [153] y posteriormente se
comprobé su permanencia en la comunidad en ese pais como causa de infecciones de piel y

partes blandas [154].

En Argentina, hasta el afio 2008, SAMR ST30-1V representaba un clon minoritario en
la comunidad [102] pero, en el momento de la realizacién de este trabajo de tesis se puso en
evidencia el cambio en la epidemiologia de SAMR-AC y la mayor prevalencia de ST30-1Vc
[129, 131]. Otros autores, en el 2014, confirmaron los mismos hallazgos, al observar que
ST30-1Vc se aislo en el 60% de las infecciones inicio en la comunidad en Argentina y se lo

encontré principalmente en pacientes adultos sin factores de riesgo [143].
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En los ultimos afios también fueron comunicados casos clinicos de infeccidn invasiva
severa, en pacientes previamente sanos, provocada por el clon ST30-1V-t019-LPV+. Por
ejemplo, en Malasia, se notificé un caso de osteomielitis, piomiositis y artritis séptica por
diseminacion hematégena en un paciente masculino joven y sin factores de riesgo, el cual

evolucioné favorablemente luego de seis semanas de tratamiento [155].

En el afio 2015 nuestro grupo de trabajo comunicé un caso de neumonia necrotizante
por SAMR ST30-1V-t019-LPV+ en un paciente masculino inmunocompetente de 50 anos que
fallecié a los 3 dias de presentacién de la enfermedad [139]. El caso ocurrié en febrero de
2013 en un hospital de la provincia de Buenos Aires. Brevemente, el paciente ingreso a la
guardia por cefalea intensa, broncoespasmo y malestar general, con antecedentes de
hipertension arterial en tratamiento y sobrepeso. Se internd en clinica médica al dia
siguiente con broncoespasmo severo y fiebre. Por las manifestaciones clinicas, datos
radioldgicos y de laboratorio se interpreté el cuadro como sepsis respiratoria y se indico
ceftriaxona y claritromicina. Horas mas tarde, se realizd una nueva radiografia la cual indicé
infiltraciones y deterioro de la funcién pulmonar, con agravamiento de la clinica, motivo por
el cual ingresé a la unidad de terapia intensiva. El paciente refiri6 que desde hacia 3 dias
presentaba una inflamacion escrotal bilateral que no se evidencido en el momento de la
revisacion. Horas mas tarde se observaron imagenes radioldgicas de neumonia necrotizante
en ambos pulmones, compatible con estafilococcia, por lo que se inicié tratamiento con

vancomicina, piperacilina/tazobactam y claritromicina.

Al dia siguiente el paciente continud febril, con hipoxia e hipoventilacion generalizada
y fallecié a las pocas horas. En los hemocultivos desarrollé SAMR, sensible a ERY, CLI,
rifampicina, minociclina, TMS, gentamicina, ciprofloxacina y vancomicina, que luego fue

tipificado como ST30-IV-t019-LPV+.

En los casos publicados de neumonia necrotizante por SAMR-AC se han descrito
diferentes clones, como el ST59-1V-t437-PVL+, ST910-1V-t318, ST398-V-t034, ST1409-1V-t653
[156], por lo que no parece haber una asociacién de esta patologia con un determinado clon.
De cualquier manera, la genotipificacion de la cepa recuperada nos permitié demostrar que
el clon ST30-IVc-t019 puede ser encontrado como agente etioldgico de esta enfermedad. La
rapida evolucién y el fatal desenlace del caso podrian indicar la invasividad y potencial

virulento de este clon. Si bien es poco frecuente, se debe sospechar SAMR como agente
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etiolégico de neumonia adquirida en la comunidad en pacientes con infiltrados cavitados o
necrosis en las radiografias, con derrame pleural rapidamente progresivo, hemoptisis,
sintomas gripales previos, neutropenia, en pacientes jévenes o con IPER concomitantes e
instaurar un tratamiento con cobertura para SAMR ya que es un cuadro muy grave de

progresion rapida [142].

En el dambito hospitalario cada vez con mds frecuencia se aislan cepas de genotipo
tipicamente comunitario, SAMR-AC, reemplazando a las cepas SAMR-AH. En un estudio
prospectivo en donde se analizaron bacteriemias por S. aureus en pacientes hospitalizados
en un hospital universitario de Buenos Aires, el 47,8% de los aislamientos fueron SAMR, y un

20% de los mismos se clasificaron como ST30-1Vc [157].

El clon ST5-IVa, SAMR mayoritario en la comunidad hasta el afio 2008, en este
estudio se ubicé en segundo lugar en las IPER y en tercer lugar en las infecciones invasivas de
la comunidad en adultos. Pertenece al complejo clonal 5 (CC5), ampliamente diseminado en
Argentina y en el mundo, ya que agrupa clones epidémicos comunitarios y hospitalarios.
Ademads se considera un complejo con alta plasticidad gendémica, capaz de adquirir
mecanismos de resistencia con facilidad. El hecho mas destacado es que los aislamientos
resistentes a vancomicina (VRSA) descriptos en el mundo pertenecen al ST5 [158] y también
una amplia proporcion de aislamientos hVISA se agrupan dentro de CC5 [159]. En nuestro
pais, Di Gregorio y colaboradores describieron dos aislamientos hVISA pertenecientes al CC5
[157] y, Egea y colaboradores observaron la introduccion de SAMR-AC ST5-IVa en los
hospitales, reemplazando a los clones SAMR-AH tradicionales y su prevalencia en infecciones

pediatricas en nifios con y sin factores de riesgo [143].

Un bajo porcentaje de las cepas de SAMR-AC analizadas en el total de la coleccién
presentaron resistencia a otras familias de antibidticos, ademas de B-lactamicos. Esta
caracteristica es tipica de las cepas SAMR que circulan en la comunidad, las cuales
generalmente no presentan resistencia a mds de dos familias de antibidticos.
Llamativamente, las cepas con resistencia acompafiante se recuperaron con mayor

frecuencia a partir de infecciones invasivas.

Si se tiene en cuenta solamente el tipo de resistencia acompafiante que presenta el
clon ST30-IVc con respecto al ST5-IVa, el reemplazo clonal no tendria un impacto

desfavorable, ya que un menor porcentaje de las cepas ST30 son resistentes a CLI (11% vs
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16%), una de las opciones terapéuticas actuales para el tratamiento de SAMR. De todas
maneras, la resistencia a ERY/CLI con fenotipo MLSg inducible fue la resistencia
acompaiante mas frecuente en todos los SAMR-AC estudiados, por lo que se requiere una
correcta vigilancia de los niveles de resistencia a estos antibidticos, ya que podrian perder su

eficacia frente a SAMR-AC en algunos afios.

La resistencia a TMS se encontré en sélo un aislamiento de toda la coleccidn
(clasificado como ST30-IVc). Esta observacion permitié incluir a este antimicrobiano como
una de las drogas de eleccién recomendada para el tratamiento empirico de las IPER de la

comunidad.

Se comparé la virulencia de los clones SAMR ST30-IVc y ST5-IVa con el objetivo de
corroborar la hipotesis de que el clon ST30-IVc presenta un mayor grado de virulencia lo que
le habria permitido ocasionar con mayor frecuencia infecciones invasivas en pacientes
adultos sin factores de riesgo. Se compard a los clones desde distintos aspectos, segun el
perfil de genes codificantes de factores de virulencia, la formacién de biopeliculas, la
expresion de ciertos factores de adhesion y el comportamiento en modelos experimentales

de infeccidn en animales de laboratorio.

Una de las principales estrategias que exhibe S. aureus durante una infeccion es la
habilidad de adherirse a las proteinas u otras moléculas de la matriz extracelular y el plasma,

un evento crucial para la colonizacién y diseminacion del patégeno en el hospedador [9].

Segun lo observado por Tristan y colaboradores, los genes que codifican la proteina de
unioén a sialoproteina dsea (bbp) y la proteina B de unién a fibronectina (fnbB) se asocian
significativamente con osteomielitis, artritis y endocarditis de origen hematégeno [117]. La
presencia de los genes codificantes de las dos proteinas de unidn a fibronectina (FnbP Ay B)
se asocia con infeccidn invasiva (endocarditis o artritis séptica u osteomielitis) en
comparacion con cepas de portacidon nasal [160]. La expresion de FNBPA y FnBPB ha sido
descripta como el factor mas importante de invasién bacteriana a células no fagociticas
profesionales como osteoblastos, queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales y en un
modelo de sepsis murina, Shinji y col., demostraron que la cooperacién entre las dos FnBPs
es indispensable para la induccién de una infeccién severa que provoca la muerte en ese
modelo [161]. Las diferencias aqui observadas entre ambos clones se restringen a algunos

factores de adhesién, pero llamativamente los genes fnbB, cna y bbp se encontraron sélo en
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ST30-1Vc, el cual se asocid a la ocurrencia de infecciones invasivas, y presentd mayor

virulencia en dos de los modelos animales realizados.

Esta diferencia en el perfil de genes de adhesinas no se reflejé, sin embargo, en la
adherencia a la superficie de poliestireno en el ensayo de produccion de biopeliculas, pero
debe tenerse en cuenta que dicha adherencia puede no reflejar la verdadera unién a

moléculas biolégicas que ocurre durante una infeccion.

El uso de modelos de infeccion en animales de laboratorio ha permitido a lo largo de
los afios generar conocimiento de los distintos determinantes de virulencia de muchos
patégenos. En este trabajo de tesis se utilizaron tres modelos previamente validados para

comparar la virulencia de SAMR-AC ST30-IVc y ST5-IVa.

Como se ha dicho anteriormente, la piel y el tejido subcutaneo son los principales
sitios de infeccién por SAMR-AC y en nuestro estudio se los reconocié como el foco inicial
mas importante de infecciones invasivas. El clon ST30-IVc mostré una mayor virulencia en el
modelo de infeccion subcutanea, que exploré la capacidad de ambos clones de sobrevivir y

replicarse en el nicho subcutaneo e invadir otros tejidos.

En primer lugar, se recuperé una mayor carga bacteriana a partir de las lesiones
cutaneas, y ademas el recuento de UFC de ST30-IVc fue cerca de veinte veces mayor al
nimero de UFC inoculado, lo que indica una mejor capacidad de replicacién en el
microambiente subcutdneo. En segundo lugar, exhibié una mayor tendencia a escapar del
foco primario y migrar hacia otros sitios, y una ventaja para replicarse en otros érganos
como el bazo. Esta capacidad de invasién es concordante con la observacion previa de la
asociacion significativa entre la recuperacién de ST30-IVc y la ocurrencia de infeccion

invasiva descripta en la figura 9.

Otros autores han estudiado la virulencia de clones comunitarios del linaje ST30 en
modelos animales. Por ejemplo, Chua y colaboradores, en Australia, observaron que la cepa
SAMR-AC JKD6177 (ST30-IV-LPV+) produce lesiones similares en un modelo murino de
infeccion subcutdnea e iguales niveles de LPV y hemolisina alfa que un aislamiento del clon
USA300, conocido por su alta virulencia y capacidad de diseminacién [162, 163]. Por el
contrario, Li y colaboradores encontraron que un aislamiento del clon USA 1100 (ST30-IVa)

produjo lesiones cutaneas de considerable menor tamafio e indujo menor respuesta
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inflamatoria comparado con otros SAMR-AC como USA300 en un modelo de infeccion de
piel en conejos [91]. En este Ultimo caso hay que considerar que no siempre el area de la
lesion cutdnea se correlaciona con la cantidad de bacterias en la misma [164]. Mds aun se ha
propuesto que la cantidad de UFC recuperada de la lesién es un mejor predictor de
virulencia que el tamafo del absceso [165]. También es importante tener en cuenta que,
incluso siendo clasificados como pertenecientes al mismo secuenciotipo, los aislamientos
utilizados en los distintos trabajos pueden tener diferencias a nivel gendmico, por ejemplo,
el clon conocido en Estados Unidos como USA1100 posee un SCCmec tipo IVa [166], a
diferencia del clon ST30 descripto en nuestro pais y en Uruguay (ST30-1Vc). De cualquier
manera, los resultados obtenidos en este trabajo, sumado a la asociacién con infecciones
invasivas enfatizan que la circulacion del linaje ST30 en nuestro pais es un hecho

preocupante.

Las MSCRAMMs juegan un importante rol en la formacién de abscesos y
particularmente se vio que la presencia de ambas FnBPs favorecen la formacion de abscesos
en un modelo murino de infeccidon subcutanea [165]. La combinacion de ambas FnBPs, entre

otros factores, podria darle una ventaja a ST30-IVc en este sentido.

En una revision de la literatura, Vardakas y col., observaron que las infecciones
osteoarticulares representan entre un 8% y un 43% de las infecciones invasivas por SAMR-
AC, con una clara predileccion por nifios y jovenes [137]. Se realizé un modelo de
osteomielitis aguda con el fin de analizar la capacidad de ambos clones de colonizar,
sobrevivir y causar dafio en el tejido dseo, y en este caso, el clon ST30-IVc también exhibid
una mayor virulencia. Se observé una mayor carga bacteriana en el sitio de infeccién a las 96
hs en los animales inoculados con el clon ST30-IVc y mas aun éstos presentaron un mayor
dafio 6seo, evidenciado como indice osteomielitico. Esta diferencia podria deberse a la
expresion de algunos genes presentes en ST30-1Vc, ya que por ejemplo, la proteina de unién
a colageno (codificada por el gen cna) por su afinidad al coldgeno es un factor de virulencia
en modelos de artritis séptica [167] y osteomielitis [24], la unidn a fibronectina favorece el
desarrollo de osteomielitis en un modelo murino [168] y la invasidon de osteoblastos,
mediada por FnbPs puede favorecer la persistencia bacteriana al evadir el sistema

inmunolégico [169].
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Se estima que un 15-36% de la poblacion mundial esta colonizada con S. aureus y la
portacién nasal es considerada un factor de riesgo importante para el desarrollo de una
infeccion [2]. El modelo de infeccién respiratoria evalué la capacidad de los clones de
desarrollar una infeccion pulmonar, a partir de la ruta de ingreso intranasal. En este
contexto, ST5-IVa y ST30-IVc no mostraron diferencias para establecerse en el nicho
pulmonar a las 48 horas posteriores a la inoculacién, ya que se recuperd el mismo nimero
de UFC en ambos casos. Esta observacién, a diferencia de lo concluido en los otros modelos,
podria proporcionar una idea de los factores de virulencia que cumplen funciones
especificas en el establecimiento de distintos tipos de infeccidon a partir de distintas vias de
ingreso. Posiblemente el mismo nivel de expresidén del gen clfB, codificante de la proteina
gue favorece la adhesidn al epitelio nasal, concede a ambos clones una habilidad similar de

persistir y desarrollar una infeccion por via intranasal.

En el andlisis cuantitativo de la transcripcion de genes, observamos que ST30-IVc
expresa una mayor cantidad del gen fnbA, codificante de la proteina FnBPA. Una mayor
expresion de este gen fue observada en el pasaje entre la colonizacion nasal a una infeccion
sistémica en un modelo murino, indicando su importancia en el establecimiento de una
infeccion [170]. La mayor capacidad invasiva de ST30-IVc podria deberse a la presencia de las
dos FnBPs (A y B) y una posible mayor produccion de FnBA, demostrada por una expresion
mas alta de su gen codificante. Asimismo, una combinacion especifica de factores de
virulencia, en el contexto de un fondo genético con grandes ventajas adaptativas vy
caracteristicas pandémicas podria explicar el predominio de ST30-IVc en la comunidad y su
mayor virulencia, aunque estas aseveraciones deberian ser exploradas mas profundamente

en futuras investigaciones.
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Conclusiones

Este trabajo de tesis ha contribuido al conocimiento de la epidemiologia molecular y la

virulencia de los clones de SAMR que circulan en nuestro pais en la comunidad. Del

desarrollo y andlisis de los resultados se desprenden las siguientes conclusiones:

Un 70% de las IPER de inicio en la comunidad en pacientes con edad mayor o igual a
14 aiios sin factores de riesgo estan causadas por SAMR-AC. Es necesario que el
tratamiento empirico de estas infecciones incluya antibidticos eficaces frente a
SAMR.

La recuperacion de SAMR-AC a partir de una IPER en un paciente de la comunidad se
asocia con la presencia de una lesién purulenta y con edad menor a 50 afios.

Las infecciones invasivas por SAMR-AC en adultos se observan principalmente en
individuos jévenes, sin patologia predisponente grave y con un alto nivel de
severidad.

La mayor parte de las IPER y de las infecciones invasivas por SAMR-AC en la poblacion
estudiada se deben a la presencia de un clon predominante, identificado como ST30-
SCCmeclVc.

El clon ST30-SCCmeclIVc reemplazé al clon ST5-SCCmeclVa. Este ultimo habia sido
descripto como mayoritario en infecciones por SAMR adquiridas en la comunidad
hasta el afio 2008.

Comparado con el clon ST5-SCCmeclVa, el nuevo clon prevalente tiene menor nivel
de resistencia a antibidticos no B-lactamicos.

El clon ST30-SCCmeclVc se asocia a una mayor ocurrencia de infeccion invasiva.
Comparado con el clon ST5-SCCmeclVa, el clon ST30-SCCmeclVc es mas virulento en
un modelo de infeccidén subcutdnea, ya que presenta una mejor replicacidon y mayor
capacidad de invasion a partir del foco primario.

El clon predominante, en un modelo experimental, causa mayor dafio en el tejido
6seo acompafiado de una mayor replicacidn en el mismo.

El clon ST30-SCCmeclVc fue responsable de un caso fatal de neumonia necrotizante

en nuestro pais, demostrando una gran agresividad. Sin embargo, en un modelo
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experimental de infeccidn respiratoria no presenta una mayor virulencia que el clon
ST5-SCCmeclVa.

La presencia de los genes hlg y fnbB en SAMR-AC se asocia con enfermedad invasiva.
El perfil de genes de virulencia especifico que posee ST30-SCCmeclVc, dado por genes
codificantes de proteinas que unen fibronectina, coldgeno y sialoproteina 6ésea,
sumado a una probable mayor producciéon de la proteina FnbA podria explicar la
mayor virulencia en los dos modelos de infeccidon experimental y la asociacién con
una mayor ocurrencia de infeccidn invasiva.

Se destaca la importancia de la vigilancia epidemioldgica de las infecciones por
SAMR-AC en la comunidad, ya que pueden darse con alta prevalencia, afectar a
individuos sanos sin factores de riesgo y ser un reservorio para el desplazamiento de
este patdgeno al dmbito hospitalario.

La epidemiologia molecular de SAMR-AC en nuestro pais es dinamica y se detecta la
circulacion de clones pandémicos. Se requiere de un continuo analisis para
comprender la situacién epidemioldgica y este dinamismo constituye una alarma

para tomar medidas de control efectivas.
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Anexo metodoldgico |

Reacciones de PCR

Confirmacion de la resistencia a meticilina y clasificacion de SSCmec

o Amplificacion del gen mecA

|
Cebador Secuencia (5'-3") Tamaiio del amplicon Con't'ro
positivo
3’mecA AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC
5’mecA AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC >50 ATCC 43300

La reaccion se llevo a cabo con cebadores descriptos en la literatura [109] en un
volumen final de 50 ul. La mezcla de reaccidn se prepard con buffer de PCR (1X), CIMg, (2,5
mM), dNTPs (500 uM), cebadores (0,8 UM cada uno), ADN (50 ng), Tag polimerasa (1U) y
agua milliQ c.s.p 50 pl. Las condiciones de ciclado utilizadas fueron: una desnaturalizacién
inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacién (60 segundos a 94°C, 60

segundos a 52°Cy 60 segundos a 72°C) y una fase de elongacion final de 5 minutos a 72°C.

e Tipificacion y subtipificacion de SCCmec

Complejo mec clase A

Cebador Secuencia (5'-3') Tamaiio del amplicén (pb) Con.t.rol
positivo
ml-1 AATGGCGAAAAAGCACAACA 430
ml-2 GACTTGATTGTTTCCTCTGTT
A3
mcR-2 CGCTCAGAAATTTGTTGTGC 1597
mcR-3 ATCTCCACGTTAATTCCATT

Se utilizaron los cebadores descriptos anteriormente [110]. Los cebadores ml-1y ml-
2 amplifican el gen mecl, mientras que mcR-2 y mcR-3 amplifican mecR1. El complejo mec de

clase A contiene ambos genes completos. Las reacciones se llevaron a cabo con buffer de
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PCR (1X), CIMg; (1,5 mM), dNTPs (500 uM), cebadores (0,4 uM cada uno), Taq polimerasa
(1U), ADN (50 ng), agua milliQ csp 50 pl.

Las reacciones comenzaron con una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C,
seguida por 30 ciclos de amplificacién (30 segundos a 94°C, 60 segundos a 52°C y 60

segundos a 72°C) y 10 minutos de elongacidn final a 72°C.

Complejo mec clase B:

Cebador Secuencia (5'-3') Tamaiio del amplicon (pb) Control positivo
1S1272 ATTTTGGGTTTCACTCGGAT .
mecR1 CAAATATTAAAGAACGTGTT 265 6 (Pulsotipo A)

Condiciones de reaccion: Desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C seguida por 15
minutos a la temperatura de unién de los cebadores (52°C). Pasados 5 minutos se agregé la
Tag polimerasa. Siguieron 30 ciclos de amplificacién (94°C por 60 segundos, 52°C por 60
segundos, 72°C por 60 segundos) y una fase de amplificacion final a 72°C por 10 minutos. La
mezcla de reaccidn se prepard con las mismas concentraciones de reactivos que la reaccién

de amplificacion del gen mecA.

Complejo mec clase C2

Tamaiio del amplicén

Cebador Secuencia (5'-3') (pb) Control positivo
mA7 ATATACCAAACCCGACAACTACA 804 454
IS2 TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT

La reaccién se llevd a cabo en un volumen final de 50 ul. La mezcla de reaccién se
prepard con buffer de PCR (1X), CIMg; (1,5 mM), dNTPs (400 uM), cebadores (0,8 uM cada
uno), ADN (50 ng), Tag polimerasa (1U) y agua milliQ c.s.p 50 pl. Los cebadores fueron

descriptos por Kondo y colboradores [111].

Las condiciones de ciclado utilizadas fueron: una desnaturalizacién inicial a 94°C por 5
minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacién (60 segundos a 94°C, 60 segundos a 50°C y 60

segundos a 72°C) y una fase de elongacién final de 5 minutos a 72°C.
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Complejos ccr 1,2y 3 (ccrAB):

La determinacidon del complejo ccrAB se realizd a través de una PCR multiple
descripta por Ito y colaboradores [112], en donde la combinaciéon de cuatro cebadores

permite la identificacién de tres complejos ccr, ccr tipo 1 (A1B1), ccr tipo 2 (A2B2) y ccr tipo 3

(A3B3).
Ti T i | |
'po d? Cebador Secuencia (5'-3') am'ar)o de Con'tro
complejo amplicén (pb) positivo
ccr-B2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT
A1B1 ccr-a2 AACCTATATCATCAATCAGTACGT 700 ALC
ccr-B2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT
A2B2 1
ccr-a3 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 000 6
A3B3 ccr-p2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT 1600 A3

ccr-a4 GCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT

El volumen final de la reaccién fue de 50 ul, compuesto por buffer de PCR (1X), CIMg,
(2,5 mM), dNTPs (500 uM), cebadores (0,8 UM cada uno), Tag polimerasa (1U), ADN (50 ng),
agua milliQ csp 50 pl. La reaccion comenzd con una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a
94°C, seguida por 30 ciclos de amplificacién (30 segundos a 94°C, 60 segundos a 50°C y 60

segundos a 72°C) y 10 minutos de elongacién final a 72°C.

Complejo ccr 5 (ccrC1):

El volumen final de la reacciéon fue de 50 pl, compuesto por buffer de PCR (1X), CIMg,
(2,5 mM), dNTPs (500 uM), cebadores (0,8 uM cada uno), Taq polimerasa (1U), ADN (50 ng),
agua milliQ csp 50 pl. La reaccidn comenzdé con una desnaturalizacién inicial de 5 minutos a
94°C, seguida por 30 ciclos de amplificacién (60 segundos a 94°C, 60 segundos a 50°C y 60
segundos a 72°C) y 10 minutos de elongacion final a 72°C. Se utilizaron los cebadores

descriptos por Milheirico y colaboradores [113].

Cebador Secuencia (5'-3') Tamaiio del amplicon (pb) Control positivo
ccrCF2 GTACTCGTTACAATGTTTGG 449 454
ccrCR2 ATAATGGCTTCATGCTTACC
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Subtipificacion del casete SCCmeclV [114]:

Cebador Secuencia (5'-3') Especificidad Tamaiio del amplicon (pb)
ccrB2 F CGAACGTAATAACATTGTCG ccrB2 (control 203
ccrB2 R TTGGCWATTTTACGATAGCC interno)

JIVaF ATAAGAGATCGAACAGAAGC o0 Va 27
JIVaR TGAAGAAATCATGCCTATCG P

JIVbF TTGCTCATTTCAGTCTTACC .

JIVbR TTACTTCAGCTGCATTAAGC Tipo IVb 336
JIVCF CCATTGCAAATTTCTCTTCC .

JIVCR ATAGATTCTACTGCAAGTCC Tipo [Vey Ive 483
JIVAF TCTCGACTGTTTGCAATAGG .

JIVdR CAATCATCTAGTTGGATACG Tipo Ivd >75
JIVEF TGATAGTCAAAGTATGGTGG .

JIVgR GAATAATGCAAAGTGGAACG Tipo Ve 792
JIVhE TTCCTCGTTTTTTCTGAACG .

JIVhR CAAACACTGATATTGTGTCG Tipo IVh 663

La reaccidn se llevé a cabo en un volumen final de 50 pl. La mezcla de reaccidn se
prepard con buffer de PCR (1X), CIMg, (1,5 mM), dNTPs (500 uM), cebadores (J IVa F, J IVa R,
JIVbFyJIVbRO,2uM; JIVCcF,JIVc Ry ccrB2 F 0,4 uM; ccrB2 R, JIVd Fy JIVdR 0,8 uM; J
IVg FyJIVERO,9uM; J IVh FyJIVh R 1,8 uM), ADN (5 ng), Taqg polimerasa (1U) y agua milliQ
c.s.p 50 pl.

Las condiciones de ciclado utilizadas fueron: una desnaturalizacién inicial a 94°C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacién (30 segundos a 94°C, 30 segundos a 48°Cy 2

minutos a 72°C) y una fase de elongacion final de 4 minutos a 72°C.
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Tipificacion del grupo de agr [51]

T i | |

Grupo Cebador Secuencia (5'-3') am.ar’mo de Con.tro

amplicon (pb) positivo
Pan ATGCACATGGTGCACATGC

! agrl GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 441 NRS 384
Pan ATGCACATGGTGCACATGC

L agr2 TATTACTAATTGAAAAGTGGCCATAGC >75 NRS 156
Pan ATGCACATGGTGCACATGC

" aar3 GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCA 323 NRS 123

g G

pan ATGCACATGGTGCACATGC

v agrd CGATAATGCCGTAATACCCG 659 NRS 153

La mezcla de reaccidn se prepard con un volumen final de 25 pl conteniendo buffer

de PCR (1X) CIMg, (5 mM), dNTPs (200 uM), cebadores (0,3 pM cada uno), Taqg polimerasa

(2,25 U), ADN (50 ng), agua milliQ csp 25 pl. Las condiciones de ciclado utilizadas fueron: una

desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 26 ciclos de amplificacién (30

segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 60 segundos a 72°C) y una fase de elongacion final de

4 minutos a 72°C.

Spa typing- Polimorfismo del gen spa [70, 116]

Cebador Secuencia (5'-3') Tamaiio del amplicén (pb)
spa-1113f TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC Variable
spa-1514r CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT

La reaccion se realizé en un volumen final de 50 ul y se preparé con buffer de PCR 1X,

MgCl, (2,5 mM), dNTPs (400 uM), cebadores (1 uM cada uno), ADN (50 ng) y Taq polimerasa

(1V).

Las condiciones de ciclado utilizadas fueron: una desnaturalizacidn inicial a 95°C por 5

minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacidn (45 segundos a 95°C, 45 segundos a 58°C y 90

segundos a 72°C) y una fase de elongacidn final de 10 minutos a 72°C.
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Multilocus sequence typing (MLST) [66]

Cebador Secuencia (5'-3') Tamaiio del amplicon (pb)
E
arcCup TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 456
arcCdn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
aroE up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 456
aroE dn GGTGTTGTATTAATAACGATATC
glpF up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 465
glpF dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
gmk up ATCGTTTTATCGGGACCATC 129
gmk dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA
pta up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 474
pta dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
tpi up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 402
tpi dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
yqiL up CAGCATACAGGACACCTATTGGC 516
yqilL dn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

El volumen final de cada reaccion fue 25 ul y se prepard con buffer de PCR (1X),
MgCl, (2,5 mM), dNTPs (500 uM), cebadores (1 uM cada uno), ADN (50 ng) y Taq polimerasa
(2U).

Las condiciones de ciclado utilizadas fueron: una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5
minutos seguido de 30 ciclos de amplificacién (60 segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C y 30
segundos a 72°C) para los genes arcCy tpiy 30 ciclos de amplificacién (60 segundos a 95°C,
30 segundos a 55°C y 30 segundos a 72°C) para los genes pta, glpF, aroE, gmk y yqil y una

fase de elongacidn final de 10 minutos a 72°C.
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Deteccion de genes codificantes de factores de virulencia

e Adhesinas

. Tamaiio del Control Gen
Cebador Secuencia (5-3') amplicén (pb) positivo detectado
BBP-1 AACTACATCTAGTACTCAACAACAG
575 NRS 174 bbp
BBP-2 ATGTGCTTGAATAACACCATCATCT
CNA-1 GTCAAGCAGTTATTAACACCAGAC 423 NRS 174 cna
CNA-2 AATCAGTAATTGCACTTTGTCCACTG
ENO-1 ACGTGCAGCAGCTGACT 302 NRS 174 eno
ENO-2 CAACAGCATYCTTCAGTACCTTC
EBP-1 CATCCAGAACCAATCGAAGAC 186 NRS 174 ebpS
EBP-2  CTTAACAGTTACATCATCATGTTTATCTTTG
FNBA-F GCGGAGATCAAAGACAA 1279 NRS 384 frbA
FNBA-R CCATCTATAGCTGTGTGG
FNBB-F GGAGAAGGAATTAAGGCG 312 NRS 384 frbB
FNBB-R GCCGTCGCCTTGAGCGT
FIB-1 CTACAACTACAATTGCCGTCAACAG ;
FIB-2 GCTCTTGTAAGACCATTTTCTTCAC 404 NRS 384 fib
CLFA-1 ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT
CLFA-2 CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG 292 NRS 384 clfA
CLFB-1 ACATCAGTAATAGTAGGGGGCAAC 205 NRS 384 ifB
CLFB-2 TTCGCACTGTTTGTGTTTGCAC ¢
sdrE-F AGTAAAATGTGTCAAAAGA 767 172 SdrE
sdrE-R TTGACTACCAGGCTATATC

La presencia de los genes codificantes de adhesinas bbp, cna, eno y ebpS se estudié
en una PCR mdltiple y la de los genes fib, clfA y clfB en otra reaccién multiple con los
cebadores descriptos por Tristan y colaboradores [117]. En ambos casos la mezcla de
reaccion se prepard con buffer 1X, MgCl, (2,5 mM), dNTPs (200 uM), cebadores (0,25 uM
cada uno), ADN (50 ng), Tag polimerasa (1U) y agua milliQ csp 20 ul. Las condiciones de
ciclado utilizadas fueron: una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 25
ciclos de amplificacién (60 segundos a 95°C, 60 segundos a 55°C y 60 segundos a 72°C) y una

fase de elongacidn final de 10 minutos a 72°C.
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La deteccion de los genes fnbA y fnbB se realizd en reacciones de PCR individuales
con cebadores descriptos [118]. Cada reaccidn se prepard en un volumen final de 20 ul
conteniendo buffer de PCR 1X, MgCl, (2,5 mM), dNTPs (200 uM), cebadores (0,25 uM cada
uno), ADN (50 ng), Tag polimerasa (1U) y agua milliQ csp 20 pl. Las reacciones consistieron
en una desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de amplificacién (60

segundos a 95°C, 60 segundos a 52°C y 60 segundos a 72°C) y por ultimo 10 minutos a 72°C.

Para la amplificacién de un fragmento del gen sdrE la mezcla de reaccidn consistié en
buffer de PCR 1X, MgCl, (3 mM), dNTPs (200 uM), cebadores (1 uM cada uno) [119], ADN (50
ng), Taq polimerasa (1U) y agua milliQ csp 25 ul. Las condiciones de reaccion fueron las
mismas que las reacciones fnbA/B excepto la temperatura de hibridaciéon de los cebadores

que fue 45°C.

e Toxinas

Las amplificaciones de los genes sea, seb, sec, sei, seh, sej y tst se realizaron
individualmente en un volumen final de 20 pl conteniendo: 1x del buffer de la enzima, dNTPs
(200 uM), MgCl, (3 mM), cebadores (0,7 uM de cada uno) [118], Tag polimerasa (0.5 U),
templado (50 ng) y agua milliQ csp 20 pl. Las condiciones de ciclado utilizadas fueron: 5
minutos para la desnaturalizacidn inicial a 942C, seguida de 30 ciclos de amplificacién (2
minutos a 942C, 2 minutos a 522C y 1 minuto a 722C) y una ultima fase de elongacién de 10

minutos a 72°C.

Para amplificar los genes lukS/F-PV se utilizaron cebadores descriptos por Lina y
colaboradores [120] en un volumen final de 50 pl. La mezcla de reaccién se prepard con
buffer de PCR (1X), CIMg; (2,5 mM), dNTPs (500 uM), cebadores (0,8 UM cada uno), ADN (50
ng), Tag polimerasa (1U) y agua milliQ c.s.p 50 pl. Las condiciones de ciclado utilizadas

fueron las mismas que para la amplificacion del complejo mec de clase B.

La amplificacion de hlg se realizé con cebadores previamente descriptos [119] en un
volumen final de 50 pl. La mezcla de reaccién se preparé con buffer de PCR (1X), CIMg, (2,5
mM), dNTPs (500 uM), cebadores (0,8 uM cada uno), ADN (50 ng), Taqg polimerasa (1U) y
agua milliQ c.s.p 50 pl. Las condiciones de ciclado utilizadas fueron las mismas que para la

amplificacién del complejo mec de clase B.
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La reaccidon de PCR para la amplificacion del gen arcA se realizdé en un volumen final
de 25 pl utilizando los cebadores descriptos por Diep y colaboradores [121]. La mezcla de
reaccion se preparo con buffer de PCR (1X), dNTPs (500 uM), MgCl, (2,5 mM), cebadores (0,8
UM de cada uno), Tag polimerasa (1 U), templado (50 ng) y agua milliQ csp 25 pl. La reaccién
comenzé con 5 minutos a 95°C, seguidos por 30 ciclos de amplificacion (90 segundos a 95°C,
60 segundos a 52°C y 3 minutos a 72°C) finalizando con 10 minutos de elongacién final a

72°C.

La amplificacidn del gen icaA [119] se realiz6 en una reaccién de PCR en un volumen
final de 25 pl conteniendo buffer de PCR (1X), dNTPs (200 uM), MgCl, (3 mM), cebadores (1
UM de cada uno), Tag polimerasa (1 U), templado (50 ng) y agua milliQ csp 25 pl. Las

condiciones de reaccién fueron las mismas que para la amplificacién del gen sdrE.
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Tamaino del

Control

Gen

Cebador Secuencia (5'-3') amplicon (pb) positivo detectado
sea-F AAAGTCCCGATCAATTTATGGCTA
sea-R GTAATTAACCGAAGGTTCTGTAGA 216 NRS 110 sea
seb-F TCGCATCAAACTGACAAACG
seb-R GCAGGTACTCTATAAGTGCC 478 NRS 158 seb
sec-F GACATAAAAGCTAGGAATTT
sec-R AAATCGGATTAACATTATCC 257 NRS 113 sec
seg-F AATTATGTGAATGCTCAACCCGATC
seg-R  AAACTTATATGGAACAAAAGGTACTAGTTC 642 NRS 110 €9
seh-F CAATCACATCATATGCGAAAGCAG
seh-R CATCTACCCAAACATTAGCACC 375 NRS 113 seh
sei-F CTCAAGGTGATATTGGTGTAGG .
sei-R AAAAAACTTACAGGCAGTCCATCTC >76 NRS 110 s€l
sej-F CATCAGAACTGTTGTTCCGCTAG .
sej-R CTGAATTTTACCATCAAAGGTAC 142 NRS 110 €
ica-F GATTATGTAATGTGCTTGGA .
ica-R ACTACTGCTGCGTTAATAAT 770 NRS 110 feaA
hlg-1 GCCAATCCGTTATTAGAAAATGC 037 : N
hig-2 CCATAGACGTAGCAACGGAT g
luk-PV-1 ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433 : Py
luk-PV-2  GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC
TSST-1 ATGGCAGCATCAGCTTGATA
TSST-2 TTTCCAATAACCACCCGTTT 350 NRS 111 tst
AIPS.27 CTAACACTGAACCCCAATG
AIPS.28 GAGCCAGAAGTACGCGAG 1946 NRS 384 arcA
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Anexo metodoldgico Il

MIQE- “Minima Informacion para la publicacién de Experimentos de PCR Cuantitativa en

III

tiempo rea

Se presenta toda la informacion disefiada de acuerdo a las guias MIQE como esencial (E)

[128]. La informacion deseada (D) fue agregada cuando estuvo disponible.

DISENO EXPERIMENTAL
Definicion de los grupos experimentales y controles (E)

- Las cepas de S. aureus fueron cultivadas en caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI, DIFCO) a

37°C con agitacion (180 rpm).

- Todos los cultivos se realizaron inoculando 50 pl de un cultivo de 16 hs (incubado en 10 ml
de BHI a 37°C, 180 rpm) en 50 ml de caldo BHI que posteriormente fue incubado a 37°C con
agitacion (180 rpm) hasta llegar a fase exponencial temprana (DO 0 nm = 0,5-0,7) o fase

exponencial tardia (DOg20 nm = 1.2).

Microorganismos: Dos cepas de SAMR-AC (nombradas como Sa30 y Sa5) recuperados de
pacientes con IPER que fueron incluidos en un estudio epidemiolégico prospectivo y
multicéntrico llevado a cabo en 19 hospitales y centros de salud de Argentina entre Marzo
de 2010 y Octubre de 2011. Se incluyd la cepa SAMR-AC NRS384, representante del clon

USA300, por su conocida virulencia.

Numero dentro de cada grupo (E).

- Se realizaron 3 cultivos de cada una de las cepas en fase exponencial temprana y tres

cultivos de cada cepa en fase exponencial tardia.

Ensayo llevado a cabo por un servicio o en el laboratorio del investigador (D)

- Fue llevado a cabo en el laboratorio del investigador.
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Muestra
Descripcion (E)

- Se tomaron las muestras en fase de crecimiento exponencial temprana o tardia, todos los
cultivos se realizaron inoculando 50 pl de un precultivo de 16 hs (incubado en 10 ml de BHI a
37°C, 180 rpm) en 50 ml de caldo BHI que posteriormente fue incubado a 37°C con agitacion
(180 rpm) hasta llegar a fase exponencial temprana (DO g0 nm = 0,5-0,7) o tardia (DOg20 nm =

1.2).

Volumen/masa de muestra procesada (D)
-2 ml en cada fase

Micro diseccidén o macro diseccion (E)

- No corresponde.

Procedimiento de procesado (E)

- Las células (2 ml de cultivo) fueron colectadas por centrifugacién durante 3 min a 13.000 x

g, descartando el sobrenadante.

Si se congeléd - écOmo y cudn rapidamente? (E)

- No corresponde.

Si se fijo - écoOmo y cuan rapidamente? (E)

- No corresponde.

Condiciones de almacenamiento de la muestra y duracion (E)

- Se realizo la extraccion de ARN inmediatamente después de recolectar las muestras.

EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS
Procedimiento y/o instrumentos (E)

- Los pellets bacterianos fueron resuspendidos en 100 pl de Lisozima 15 mg/ml (SIGMA),
incubados 1 hora a 37°C y centrifugados 1 min at 13.000 x g, el sobrenadante fue

descartado.
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- EI ARN fue extraido utilizando TRIZOL® Reagent (Invitrogen) junto con el kit Pure Link® RNA

Mini Kit (AMBION, USA) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

Nombre del kit y detalles de alguna modificacion (E)

- TRIZOL® Reagent (Invitrogen) junto con el kit Pure Link® RNA Mini Kit (AMBION, USA).
Detalle del tratamiento con DNAsa o RNAsa (E)

- DNAsa | (RQ1 RNase free DNase, Promega) fue utilizada de acuerdo a las recomendaciones

del fabricante.
- Las muestras fueron tratadas con 3 U DNAsa I/1 ug ARN/37°C/60 min.
Evaluacion de la contaminacion (ADN o ARN) (E)

- La ausencia de ADN luego del tratamiento con DNAsal fue corroborada cualitativamente en
primera instancia mediante una PCR de punto final. La misma consistié en la reaccién de
amplificacién del gen gyrB utilizando buffer de PCR (1X), MgCl, (5 mM), dNTPs (200 uM),
cebadores (gyrB-F y gyrB-R 0,3uM cada uno), 1 ul de muestra de ARN diluida 1/200, Taq
polimerasa (1U) y agua miliQ csp 25 pl. Las condiciones de ciclado utilizadas fueron: 5
minutos para la desnaturalizacion inicial a 942C, seguida de 40 ciclos de amplificacion (30
segundos a 949C, 30 segundos a 502C y 30 segundos a 722C) y una ultima fase de elongacién

de 4 minutos a 722C.

-En segundo lugar se evalud la presencia de ADN realizando una reaccidon de qPCR para el
gen de referencia pta a las muestras de ARN y comparando con las muestras de ADNc (luego

de la retrotranscripcion).

- Las muestras de ARN fueron diluidas de la misma forma que las muestras de ADNc y los Cq

resultantes fueron comparados.

- Se aceptaron como libres de contaminacidon con ADN a aquellas muestras de ARN que no

dieron una sefal detectable por gPCR o con una diferencia mayor a 10 Cq entre ARN y ADNCc.
Cuantificacion de acidos nucleicos (E)

- La concentracion de ARN fue cuantificada midiendo la absorbancia a 230, 260 and 280 nm

(A230, A260, A2g0) usando NanoDrop™ 1000 EspectroPhotometer (Thermo Scientific).

Instrumento y método (E)
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- Se utilizo el espectrofotometro NanoDrop™ 1000 EspectroPhotometer (Thermo Scientific)

de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Pureza (Aze0/Azs0, Az60/A230) (D)

- Una relacidon Ajs0/Azs0 = 1,8-2,1 fue indicativa de buena pureza (baja contaminacion con

proteinas).

- Una relacion Azso/A30 > 1 fue indicativa de buena pureza (baja contaminacién con

isotiocianato de guanidina).

Rendimiento (D)

- El rendimiento de la extraccién de ARN fue de 8 ug a 20 pg.
Integridad del ARN: método/instrumento (E)

- La integridad del ARN fue verificada electroforéticamente en un gel de agarosa 1,5% tefiido
con bromuro de etidio. Se traté previamente la cuba de electroforesis con una solucién

hidroxido de sodio 0,5M durante 1 hora y se lavé con agua estéril libre de RNAsa.
RIN/RQI o Cq de transcriptos 3'y 5' (E)

- No corresponde.

Ensayo de inhibicidn (E)

- No corresponde.

TRANSCRIPCION REVERSA
Condiciones completas de reaccidn (E)

- M-MLV™ Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) fue utilizada de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante.

- 1 pl de random primers 50 uM (Invitrogen, USA), 1 pl de dNTP Mix 10 mM (Invitrogen,
USA), 4 ul de First-Strand Buffer 5 X (Invitrogen, USA), 2 ul de DTT 0.1 M (Invitrogen, USA),
1 ul (40 U) de RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor (Invitrogen, USA), 1 ul (200 U) de
M-MLV™ Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA), 10 ul de ARN (0,5 ug).
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- Perfil térmico de la retrotranscripcion: 65°C durante 5 min (mix de primers, dNTPs y ARN),
enfriamiento rapido en hielo, 37°C por 2 min, 25°C por 10 min, 37°C por 50 min y 70°C por

15 min.

Cantidad de ARN y volumen de reaccion (E)

-10 pl de ARN (0,5 ug de ARN), volumen de reaccion: 20 pl.

Priming oligonucleétidos (si son especificos de genes) y concentracion (E)
- Random primers 50 uM (Invitrogen, USA).

Transcriptasa reversa y concentracion (E)

- M-MLV™ Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA), 200 U.

Temperatura y tiempo (E)

- 65°C durante 5 min (mix de primers, dNTPs y ARN), enfriamiento rapido en hielo, 37°C por
2 min, 25°C por 10 min, 37°C por 50 min y 70°C por 15 min.

Cqgs con o sin transcripcion reversa (D)

- Cg con transcripcion reversa < 40; Cq sin transcripcion reversa: no detectado o con

diferencia mayor a 10 Cq respecto de las muestras con transcripcién reversa.
Condiciones de almacenamiento de ADNc (D)

- En freezer (-20°C).

GENES ANALIZADOS POR gPCR

Nombre del gen (E)

gyrB, pta, gap, clfB, fnbA.

Numero de acceso de la secuencia (E)

gyrB YP_498613.1, pta YP_499142.1, gap YP_001441359, c/fB HQ424321.1, fnbA
CP012119.1

Tamaiio del amplicén (E)
gyrB 121 bp, pta 121 bp, gap 121 bp, clfB 120 bp, fnbA 200 bp

Busqueda in silico de especificidad (BLAST, etc) (E)
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- No corresponde

Localizacion de cada primer por exon o intron (si corresponde) (E)
- No corresponde, procariota.

é¢Qué variantes de splicing son detectadas? (E)

- No corresponde, procariota.

OLIGONUCLEOTIDOS PARA qPCR

Secuencias de oligonucleétidos (E)

gyrBF CCAGGTAAATTAGCCGATTGC [126]
gyrBR CCAGGTAAATTAGCCGATTGC [126]
pta F AAAGCGCCAGGTGCTAAATTAC [126]
pta R CTGGACCAACTGCATCATATCC [126]
gap F AGTGAACCAGATGCAAGCAAATTAC [126]
gap R TTTTAGCGCCTGCTTCAATATG [126]
clfBF CCACATCAGTAATAGTAGGGGC Este trabajo
clfBR CGGAATCTGCACTTGCATTAT Este trabajo
fnbA F GTGGATAGCGAAGCAGGTCA Este trabajo
fnbAR CCACCACCTGGGTTTGTATC Este trabajo

Localizacion e identidad de alguna modificacidn (E)

- No corresponde

PROTOCOLO DE gqPCR

Condiciones completes de reaccion (E)
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- La mezcla de reaccién consistié en 10 pl de SYBR® Select Master Mix 2 X (Applied
Biosystems, USA), 0,3 ul de cada primer 10 uM (150 nM final), 4,4 ul de agua milliQ libre de

nucleasas y 5 pl de ADNc (dilucién 1:100) — volumen final = 20 pl.

- El protocolo de ciclado consistié en un hold a 50°C durante 2 min, 95°C durante 2 min,

seguido de 40 ciclos de 15 seg a 95°Cy 1 min a 60°C.
- Se realizo el andlisis por curvas de disociacion luego de cada corrida.
Volumen de reaccion y cantidad de ADNc/ADN (E)

- Volumen total de reaccién: 20 pl, volumen de ADNc: 5 pl del diluido 100 veces luego de RT-

PCR.
Concentracién de oligonucleétidos, Mg** y dNTP (E)

- 150 nM de cada primer, Mg?* y dNTPs fueron componentes de la mezcla comercial SYBR’

Select Master Mix (Applied Biosystems, USA), cuya concentracidon es desconocida.
Identidad de la polimerasa y concentracidn (E)

- AmpliTag ® DNA Polimerasa - componente de la mezcla comercial SYBR® Select Master Mix

(Applied Biosystems, USA), cuya concentracion es desconocida.
Fabricante e identidad del buffer/kit (E)

- SYBR" Select Master Mix (Applied Biosystems, USA).

Aditivos (SYBR Green |, DMSO, etc.) (E)

- No corresponde.

Fabricante de las placas/tubos y nimero de catalogo (D)

- MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (nimero de catdlogo 4306737, Applied
Biosystems, USA).

- MicroAmp® Optical 96-384 Well Optical Adhesive films (nUmero de catdlogo 4360954,

Applied Biosystems, USA).
Parametros de termo ciclado completos (E)

- El programa de termo ciclado consistié en un hold a 50°C durante 2 min, 95°C durante 2

min, seguido de 40 ciclos por 15 seg a 95°C y 1 min a 60°C. Curva de melting de 60°C a 95°C.
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Setup de la reacciéon (manual/robética) (D)
- Manual.
Fabricante del equipo de qPCR (E)

- 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA).

VALIDACION DE LA gqPCR

Especificidad (gel, secuencia, fusion, o digestion) (E)
- Se realiz6 un analisis de la curva de disociacion.
Para SYBR Green |, Cq del NTC (E)

- No hubo sefial en el NTC o Cq > 37.

Eficiencia de la PCR calculada con la pendiente (E)
Fase exponencial temprana:

- gyrB (E =100.906)

- pta (E =106.548)

- clfB (E=111.913)

- fnbA (E =112.163)

Fase exponencial tardia:

-gyrB (E=102.153)

-gap (E=102.651)

- clfB (E =112.11)

- fnbA (E =102.761)

r* de la curva de calibracién (E)
Fase exponencial temprana:

- gyrB (R* = 0.996)
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- pta (R* = 0.992)

- clfB (R* = 0.980)

- fnbA (R* = 0.995)

Fase exponencial tardia:
- gyrB (R*=0.991)

- gap (R*=0.997)

- clfB (R* = 0.997)

- fnbA (R® = 0.995)

Rango dinamico lineal (E)

- Se realizaron 5 puntos de una curva de diluciones seriadas al décimo (10°-10°, el nimero

de copias reales es desconocido) con ADNc.

- Las reacciones fueron lineales en el rango 10°-10™ para los genes pta y gyrB, 10°-10° para

gapy 10-10" para clfB y fnbA

- Todas las reacciones cubren a gran rango de valores de Cq.

- Los valores de Cq obtenidos durante los experimentos estuvieron en este rango.
Variacion de Cq en limite de deteccion (E)

- No determinado.

Evidencia de limite de deteccidn (E)

- No determinado.

Para multiplex, eficiencia y limite de deteccién de cada ensayo (E)

- No corresponde.

ANALISIS DE DATOS
Programa para analizar qPCR (fuente, version) (E)

7500 Software (Applied Biosystems, USA, version 2.0.6)
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Método de determinacion de Cq (E)

- 2% maxima derivada.

Identificacion de outlier y disposicion (E)

- No determinado.

Resultados para NTCs (E)

- Sin sefial en NTC o Cq > 37.

Justificacion del numero y eleccion de genes de referencia (E)

- Identificacion de genes de referencia: se utilizaron genes de referencia previamente
descriptos (gyrB y pta para la fase exponencial temprana y gyrB y gap para la fase

exponencial tardia) [126].

- Se eligid la combinacién de dos genes de referencia como mas estables siguiendo el
parametro M y el CV%. Los 2 genes de referencia tuvieron que cumplir que el valor M sea

menor a 0,5 y tener CV menor a 25% cuando se los compard entre si [127].
Descripcion del método de normalizacidn (E)

- Se realizd el célculo de las cantidades relativas (RQ) de cada gen y de los genes de
referencia teniendo en cuenta la eficiencia de la reaccion de gPCR calculada a partir de la
curva estandar. Con estos datos, posteriormente se calcularon las cantidades relativas
normalizadas (NRQ) de cada gen de interés. Se realizd6 normalizacidn a la media geométrica

de los RQ de los genes de referencia [125, 127].

Numero de réplicas técnicas (RT o qPCR) (E)

- Dos replicas técnicas en la qPCR.

Variacion intra ensayo (E)

-La desviacion estandar de los duplicados fue menor a 0.5.
Métodos estadisticos para significancia de los resultados (E)

- Prueba de Kruskal-Wallis seguido por prueba de Dunn o ANOVA de un factor seguido de

prueba de Bonferroni.

Software (fuente, version) (E)
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GraphPad Prism 5 for Windows (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA.)
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Resumen

La virulencia y la capacidad de adquirir determinantes de resistencia antimicrobiana
convierten a S. aureus en un patdégeno exitoso que requiere medidas de vigilancia,
prevencion y control, tanto en el ambito hospitalario como en la comunidad. A partir de la
introduccion de la meticilina rapidamente se conocieron cepas de S. aureus con resistencia a
la misma (SAMR), debida a la adquisiciéon de un elemento genético que codifica una proteina
con afinidad disminuida a los antibidticos B-lactdmicos. Estas cepas, como otras de S. aureus,
producen una extensa variedad de factores de virulencia, los cuales facilitan, entre otros, la
adhesién bacteriana, la evasidon de mecanismos del sistema inmunoldgico, la produccion de

dafio celulary tisular por medio de toxinas y la formacion de biopeliculas.

Desde la primera descripcién de SAMR en el afio 1961, la resistencia a meticilina en
esta especie se limitaba principalmente al dmbito hospitalario. Pero alrededor de 1990,
SAMR emergid como un patdégeno de la comunidad, al conocerse un brote por SAMR en una

comunidad remota sin ningun contacto con el sistema de salud.

Segun el centro de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) se considera una
infeccion por SAMR adquirida en la comunidad (SAMR-AC) a aquella ocurrida en pacientes
sin factores de riesgo tradicionales para SAMR, fuera del ambito hospitalario o antes de las
48hs de admisidon al hospital. Estos aislamientos se diferencian fenotipicamente y
genotipicamente de los SAMR hospitalarios. Si bien las presentaciones clinicas mas
frecuentes por SAMR-AC son infecciones de piel y estructuras relacionadas (IPER), también

puede causar infecciones invasivas con alta morbilidad y mortalidad.

Los clones predominantes de SAMR-AC pertenecen a los complejos clonales 1, 8, 22,
30, 59 y 80, dentro de los cuales se destacan el ST8-1V, ST30-IV, ST59-V, ST80-IV y ST1-IV. En
Argentina, hasta el afo 2008 se reconocié un clon de SAMR-AC predominante en las
infecciones adquiridas en la comunidad, clasificado por técnicas de epidemiologia molecular

como ST5-IV.

El presente trabajo de tesis se basé en la hipdtesis de que luego del aino 2008 ocurrid
un cambio en la epidemiologia molecular de SAMR de la comunidad en Argentinay el clon

ST5-1V fue reemplazado. Dicho reemplazo pudo deberse a una mayor capacidad patogénica
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de él o los nuevos clones de SAMR-AC prevalentes. Para corroborar dicha hipdtesis se
genotipificaron aislamientos de SAMR recolectados durante el afio 2010-2011 en dos
estudios multicéntricos nacionales con 19 hospitales participantes, que incluyeron pacientes
mayores de 14 afios con infecciones adquiridas en la comunidad (segun criterio CDC)
invasivas y no invasivas. Ademas se compard la virulencia de los principales clones de SAMR-
AC circulantes en Argentina en modelos in vivo y a través de la busqueda y analisis de la

expresion de factores de virulencia.

La tipificacion por distintas técnicas moleculares permitié detectar un cambio en la
epidemiologia de SAMR-AC. Se comprobd que el clon ST30-IVc se estableci6 como
predominante en las infecciones adquiridas en la comunidad en pacientes adultos,
desplazando al clon anteriormente hallado, el ST5-IVa. El clon ST30-IVc provocd la mayoria
de las infecciones de piel y estructuras relacionadas, y también la mayor parte de las
infecciones invasivas en el periodo analizado. Ademas se asocié estadisticamente a una

mayor produccién de infeccidn invasiva.

Se compard la virulencia del nuevo clon prevalente, ST30-IVc, con el clon ST5-IVa
desde distintos aspectos. El clon ST30-SCCmeclVc mostré una mayor virulencia en dos
modelos experimentales de infeccidn realizados, ya que presentd una mejor replicacién en
el nicho subcutaneo y mayor capacidad de invasion a partir del foco primario. Ademas causé
mayor dano en el tejido 6seo acompafiado de una mayor replicacién. Se detectd también en
ST30-SCCmeclVc, una mayor expresion de un gen de virulencia, codificante de una adhesina

llamada FnBPA, que también actia como invasina.

A partir de la busqueda de genes codificantes de factores de virulencia, se evidencid
gue ambos clones se diferencian en la portacién de algunos genes de adhesinas, dentro del
panel estudiado. El perfil especifico caracterizado en ST30-SCCmeclVc, dado por genes
codificantes de proteinas que unen fibronectina, coldgeno y sialoproteina ésea, sumado a
una probable mayor produccién de la proteina FnbA podria explicar la mayor virulencia en

los dos modelos y la asociacidn con una mayor ocurrencia de infeccién invasiva.
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